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(57) Resumo: METODOS E COMPOSIGOES PARA MODULAR A
VIA DE miRNA. A presente invencdo refere-se a um espectro
especifico de miRNAs de planta e animal que confere resisténcia
aumentada a patdégenos virulentos. Plantas deficientes de acumulo de
miRNA sao hipersuscetiveis a patégenos bacterianos nao-virulentos e
bactérias virulentas suprimem as vias de miRNA por meio de proteinas
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dos quais os efeitos adversos sobre o desenvolvimento da planta e
animal séo evitados ou minimizados.
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Relatério Descritivo da Patente de Invengao para "METODOS E
COMPOSICOES PARA MODULAR A VIA DE miRNA".
PEDIDOS RELACIONADOS

Esse pedido reivindica o beneficio da patente U.S. N°
60/881.443 e 60/881.434, ambos depositados em 18 de Janeiro de 2007,
que estao incorporados aqui por referéncia em suas totalidades.
CAMPOQ DA INVENCAO

Composigcdes e métodos para conferir um amplo espectro de re-

sisténcia a patégeno, contra patégenos de animais e plantas.
ANTECEDENTES DA INVENCAO
Nos anos recentes, houve uma avaliagdo continuamente cres-

cente da complexidade e dos efeitos pleiotropicos do silenciamento de gene
e dos componentes do maquinario de silenciamento de gene. A partir de e-
feitos observados inicialmente através da supressdo de transgene da ex-
pressao de gene endégeno em plantas de petunia, surgiu uma percepgao
mais clara de efeitos em plantas e animais que abrangem a defesa antiviral
e controle de transposons através de metilagao de DNA dirigida por RNA.
RNA pequeno, Dicers e Argonautas: o ntcleo bioquimico de silenciamento
de RNA

O "silenciamento de RNA" refere-se, coletivamente, a diversos
processos baseados em RNA em que todos resultam em inibigao especifica
para sequéncia de expressao de gene, tanto em niveis transcricional, de éé-
tabilidade de mRNA ou traducional. Esses processos partilham trés cafacte-
risticas bioquimicas: (i) formagao de (ds)RNA de fita dupla, (ii) processamen-
to de dsRNA em dsRNAs pequenos com 20 a 26 nt com extremidades em
zigue-zague ("staggered ends"), e (iii) ag&o inibitéria de uma fita selecionada
de dsRNA dentro de complexos efetores que atuam sobre RNA/DNA parci-
almente ou totalmente complementares. Apesar de varios mecanismos po-
derem gerar dsRNA, o processamento de sRNA e as etapas efetoras tém
um nucleo bioquimico comum. sRNAs sao produzidos por enzimas do tipo
RNAselll chamadas Dicers' com dominios distintos de ligacdo a dsRNA,
RNA helicase, RNAselll e PAZ (Piwi/Argonauta/Zwille). Uma das duas fitas
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de sRNA se liga a complexos efetores chamados RISCs (complexo de silen-
ciamento induzido por RNA) que invariavelmente contém um membro da
familia da proteina Argonauta (Ago). Agos tém um dominio PAZ que se liga
a sRNA e também contém um dominio PIWI que fornece atividade endonu-
cleolitica ("slicer") para aqueles RISCs programados para clivar RNAs?>-
alvo. De fato, Ago2 humana carregada com sRNA sozinha constitui um
complexo de clivagem RISC competente in vitro, mas varias proteinas adi-
cionais podem ser componentes funcionais de RISCs in vivo®.

Aqui, foram revisadas evidéncias recentes de que varias vias
fundamentadas sobre o nicleo Dicer-Ago executam um conjunto diverso de
fungdes biolégicas dirigidas por sSRNA em plantas superiores. Essas incluem
a regulagéo de expressao de gene endégeno, represséo de transposon, de-
fesa viral e formagao de heterocromatina. O foco esta, primariamente, sobre
as plantas por que elas exibem um espectro quase completo efeitos de si-
lenciamento de RNA conhecidos, mas as similaridades e as diferengas com
outros organismos também sao discutidas.

Vias de silenciamento de RNA desencadeadas exogenamente gue resultam

em clivagem de transcrito de transgenes que produzem dsRNA e IR-PTGS:

uteis mas misteriosas

O silenciamento pés-transcricional de gene (PTGS) foi desco-
berto em Petunia transgénica como perda de ambas as expressées® de
transgene (tanto na Aconﬁguragéo senso quanto antissenso) e de gene endo-
geno homodlogo. Os loci de transgene frequentemente produzem dsRNA
porque eles formavam arranjos com modelos de integracdo complexa®’. A-
lém disso, a eficacia de PTGS era muito aumentada pela expressao senso e
antissenso simultaneas® ou pela produgao direta de um dsRNA longo a partir
de transgenes de repetigdo invertida (IR)°. O dltimo processo, IR-PTGS,
forma atualmente a base de RNAi experimental em plantas e envolve pelo
menos duas classes de sRNA distintas denominadas (si)RNAs curtos de
interferéncia. siRNAs de 21 nt sdo considerados guiar a clivagem de mRNA,
enquanto que siRNAs de 24 nt podem mediar, exclusivamente, modificagoes
de cromatina'®!'. Ambas as classes de siRNA se acumulam como popula-
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¢Ges ao longo da sequéncia completa de transcritos de IR. Embora ampla-
mente usada como uma ferramenta de pesquisa, IR-PTGS permanece como
um dos processos de silenciamento de RNA em planta menos compreendido
(figura 1A). A figura 1A mostra como um construto de transgene de repeticao
invertida (IR), empregado tipicamente para RNAi em plantas, produz trans-
critos de fita dupla (ds) com bragos perfeitamente complementares. Duas
enzimas distintas similares a Dicer (DCL) processam os transcritos ds. DCL3
muito provavelmente produz siRNAs da classe de tamanho de 24 nt, que
podem dirigir a modificagdo de DNA/histona e loci homoélogos (veja Figura 3)
e parece dispensar a clivagem de RNA. DCL4 é provavelmente a enzima
preferida para a produgdo de siRNAs de 21 nt de extenséo a partir do dsR-
NA. Uma fita de siRNA se incorpora em RISC carregado com AGO1 para
guiar a clivagem endonucleolitica de RNA homélogo, levando a sua degra-
dagado. Ambas as espécies de siRNA sdo protegidas da degradagao pela
adicao de conjuntos metila nas terminagdes 3' de cada fita de RNA, pela me-
tiltransferase HEN1.

Portanto, até recentemente, nenhum mutante defeituoso nessa
via tinha sido recuperado, apesar dos esforgos consideraveis em varios labo-
ratorios. Uma provavel explicagido é que os altos niveis de dsRNA produzi-
dos em IR-PTGS promovem as atividades de Dicers e RISCs diferentes, que
poderiam atuar normalmente em vias distintas, para mediar o silenciamento
de maneira redundante. Analises recentes de "knockouts" combinatérios de
Dicer em Arabidopsis suportam essa idéia'>'®. Entretanto, a enzima similar a
Dicer4 (DCL4) parece uma enzima preferida para IR-PTGS por que ela foi
especificamente necessaria para acumulagdo de siRNA de 21 nt e silencia-
mento de um transgene IR especifico para o ﬂoema, moderadamente ex-
presso. DCL2 também pode estar envolvida em RNAI, por que ela processa
alguns substratos endégenos de DCL4 em siRNAs de 22 nt de extensao na
auséncia de DCL4'>"® embora permanega obscuro se essas moléculas po-
dem substituir funcionalmente os siRNA de 21 nt, produtos de DCL4.
S-PTGS e silenciamento transitério: introducdo de RDR

Existem varios exemplos nos quais inser¢ées de transgene de
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cOpia unica que produzem transcritos senso desencadeiam PTGS. Essa via,
senso (S)-PTGS, tem sido operada usando restreamentos genéticos futuros
de Arabidopsis que forneceram observagdes sobre como o dsRNA é produ-
zido (figura 1B). Esses restreamentos convergiram para a identificacdo da
RNA polimerase RDR6 dependente de RNA, uma das seis RDRs'®'® putati-
vas de Arabidopsis. RDR6 é acreditada reconhecer e usar como modelos
certos transcritos de transgene com caracteristicas aberrantes que incluem a
auséncia de 5"capping". Por exemplo, a mutagido de Arabidopsis XRN4,
uma 5'-3' exonuclease que degrada mRNAs niao protegidos, intensificou a
acumulagédo de mRNAs de transgene nao protegido. Isso favoreceu a sua
conversao para dsRNA por RDR6 e a subsequente degradagéo de todos os
transcritos de transgene através da via S-PTGS'. RDR6 muito provavel-
mente sintetiza fitas complementares a partir de seus modelos de RNA, re-
sultando na produgdo de dsRNA, por que uma mutagédo missense no motivo
GDD, essencial para a atividade catalitica de todas as RDRs caracterizadas,
é suficiente para aliviar S-PTGS'®.

Embora Dicer que produz siRNAs a partir de produtos de RDR6
continue a ser formalmente identificada, a acumulagdo de siRNA por S-
PTGS em Arabidopsis requer a proteina "coiled-coil" de fungdo desconheci-
da SGS3'®, a RNAseD exonuclaease WEX'®, uma metil transferase HEN1'®
especifica para sSRNA e a RNA helicase SDE3% putativa (figura 1B). Na Fi-
gura 1B, a via & mostrada como sendo produzida por RNAs com caracteris-
ticas aberrantes, embora eles possam ser disparos alternativos. As aberra-
¢bes de RNA podem incluir a auséncia de uma cauda poli-A ou a auséncia
de 5' "capping". A Ultima levaria normalmente a degradagédo de RNA através
da atividade da 5'-3' exonuclease XRN4. A auséncia de XRN4 poderia pro-
mover o aciimulo de mRNA nao protegido, desencadeando dessa maneira
sua conversao para dsRNA pela agdo combinada de RDR6, SGS3, SDE3 e,
possivelmente, WEX. O dsRNA resultante é entao processado por uma DCL,
muito provavelmente DCL4 (veja o texto), produzindo siRNAs que sao exclu-
sivamente da classe de tamanho 21 nt e metilados por HEN1. Essas molé-

culas podem se engajar em dois conjuntos de reagées. Primeiro, elas podem
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ser usadas como iniciadores por RDR6 para refor¢ar a produgdo de dsRNA
a partir de modelos de fita unica através de um fendmeno conhecido como
“transitoriedade” (veja Figura 2). Elas também podem se incorporar a RISC
carregado por AGO1 para guiar a clivagem especifica para sequéncia de
RNA homélogo. Os produtos de clivagem resultantes podem ser percebidos
como RNAs aberrantes e, assim, poderiam promover ainda a produgéo de
dsRNA, resultando em uma reagdo amplificada.

Diferente de RDR6, SDE3 nao é estringentemente necessaria
para silenciamento de transgene e assim podera determinar de maneira a-
cessoria as estruturas secundarias encontradas em modelos de RDR%.
Consequentemente, um homoélogo de SDE3 é parte do complexo RDR de
Schizosaccharomyces pombe?!. SDE3 também podera atuar em outras eta-
pas do silenciamento de RNA por que a proteina homéloga Armitage é ne-
cessaria para a reunido de RISC em Drosophila, um organismo privado de
genes RDR?*. WEX esta relacionado ao dominio de exonuclease de mut-7,
necessario para o silenciamento do transposon e de RNAi em C.elegans,
mas seu papel em S-PTGS permanece ambiguo®. A metilagdo catalisada
por HEN1 das terminagdes hidréxi livres protege sRNAs de Arabidopsis, in-
cluindo siRNAs de S-PTGS, da oligo-uridilagdo, uma modificagao que pro-
move sua instabilidade (veja a se¢ao sobre miRNA do contexto abaixo)?*.

Em um rastreamento de mutante de S-PTGS, uma extensa série
alélica de ago1 foi recuperada, argumentando que entre os 10 paralogos
AGO de Arabidopsis, AGO1 esta especificamente envolvido nessa via?>?®.
Ate alelos fracos de ago 1 perderam completamente os siRNAs de S-PTGS,
sugerindo inicialmente um papel para AGO1 na produgéo de siRNA mais do
que uma agdo?®. Entretanto, desde que AGO1 é reconhecida agora como
uma atividade slicer no miRNA de planta - e RISCs carregados com siRNA,
a perda de siRNAs em ago 1 também pode resultar de sua incorporagao po-
bre em RISC, intensificando sua modificagdo. Entretanto, um papel para
AGO1 na produgao de siRNA - possivelmente ligado a sintese de dsRNA
dependente de RDR®6 - nio pode ser excluido por que alguns mutantes ago?
deficientes de aciimulo de siRNA de S-PTGS nao mostram defeitos em IR-
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PTGS?.

RDR6, e talvez outros componentes de S-PTGS, também esta
envolvido no fenémeno de silenciamento relacionado, transitoriedade?®?°.
Transitoriedade é a "transigao" de siRNAs primarios de regides de direcio-
namento (que correspondem a um intervalo de sequéncia de um RNA dire-
cionado) para siRNAs secundarios fora do intervalo inicial (figura 2). A Figura
2 mostra como no silenciamento de RNA transitério, uma fonte de dsRNA de
siRNAs primarios promove a produgéo de siRNAs secundarios em ambas 5'
e 3' do intervalo inicialmente direcionado de um transcrito. A produgdo 5'
siRNAs secundarios (caso 1) pode ser explicada pela sintese da fita com-
plementar dependente de RDR6/SGS3/SDE3 que é iniciada por um dos
siRNAs primarios. A produgao de 3' siRNAs secundarios (caso 2) ndo pode
ser explicada por uma reagao primada, e é possivel que fragmentos de RNA
que resultam da clivagem de transcrito dirigida por siRNA primario sejam
reconhecidos como aberrantes, iniciando dessa maneira a sintese de dsRNA
como em S-PTGS. As reagbes em 5' e 3' ndao devem ser consideradas mu-
tuamente exclusivas, ja que siRNAs produzidos em (2) podem iniciar a sin-
tese posterior de dsRNA de acordo com o esquema descrito em (1). DCL4 é
mostrada como envolvida putativamente na biogénese de 5' e 3' siRNA se-
cundario. Diferente de siRNAs primarios (que podem ter 21 nt e 24 nt de ex-

- tensédo), um siRNA secundario é exclusivamente da classe de 21 nt de ex-

tenséo. Permanece néo esclarecido se siRNAs primarios com 24 nt podem
desencadear o silenciamento de RNA transitério.

Em plantas, essa transigdo pode ocorrer tanto a 5' quanto a 3'
do intervalo primario, possivelmente refletindo as atividades dependentes de
iniciador e independentes de iniciador de RDR6. A transitoriedade serve co-
mo um mecanismo de amplificagdo de siRNA que também é responsavel
pelo extenso movimento de silenciamento através de plantas transgénicas™.
siRNAs secundarios sdo exclusivamente da classe de 21 nt de extensiao.
Assim, dado que siRNAs de S-PTGS parecem se acumular como espécies
de 21 nt*?, que DCL4 produz os siRNAs de 21 nt a partir de transcritos de
IR™ e que as atividades de DCL4 e RDR6 estéo acopladas para a biogéne-
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se de siRNA de 21 nt que atua em trans (veja abaixo), é tentador especular
que DCL4 também é a Dicer preferida para a produgao de siRNA em ambos
os S-PTGS e transitoriedade (figura 1B, 2).

Qual seria a fungdo biolégica de uma via amplificada e ndo au-
tbnoma da célula sobre siRNAs de 21 nt ? Pelo menos uma resposta é a
defesa antiviral. siRNAs de 21 nt derivados de virus se acumulam em células
infectadas® e plantas comprometidas pela fungdo de RDR6 sao hiper-
suscetiveis a varios virus'®*. Uma resposta amplificada de RDR iniciada por
siRNAs virais (transitoriedade) e/ou produzidas por RNAs aberrantes deriva-
dos de virus (via S-PTGS) poderao assegurar que o maquinario de silencia-
mento progride na mesma velocidade que as altas taxas de replicagao do
patégeno. Essa natureza sistémica da resposta poderia imunizar as células
que estao prestes a serem infectadas, resultando, em aiguns casos, em ex-
clusao viral. Consistente com essa idéia, os meristemas de Nicotiniana ben-
thamiana com atividade comprometida de RDR6 podem ser invadidos por
varios virus, embora aqueles tecidos sejam normalmente imunes a infec-
cao>.
Vias de silenciamento de RNA endégeno envolvidas na regulacdo pds-

transcricional
MicroRNAs
Em plantas, miRNAs sdo produzidos como espécies de sRNA

de fita Ginica de 20 a 24 nt, removidos de transcritos nao-codificadores endoé-
genes com extensa estrutura de repeticao invertida. miRNAs atuam em trans
sobre transcritos-alvo celulares para induzir sua degradagao através de cli-
vagem ou para atenuar a produgdo de proteina (figura 1C)*. A Figura 1C
mostra como transcritos de (pri)miRNA primario com estruturas de repeticao
invertida sdo produtos de RNA polimerase Il (Pol Il). A posicdo do miRNA
maduro estd enquadrada. A agdo nuclear combinada de DCL1, HYL1 e
HEN1 produz um miRNA maduro, metilado. Apés a exportagao nuclear, pos-
sivelmente medida pela exportina 5 homdloga de HASTY de Arabidopsis, o
miRNA maduro associa-se a RISC carregado de AGO1 para promover dois
conjuntos possiveis de reagdes que ndo sdo mutuamente exclusivas. Uma
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primeira reagdo poderia levar a clivagem endonucleolitica de RNA homélo-
go, como dirigidas por siRNAs de 21 nt. Isso podera resultar em um frag-
mento de clivagem poliuridilado 5' - uma modificagdo que talvez promova
sua rapida transformacdo - e um fragmento 3' mais estavel que podera ser
degradado pela exonuclease XRN4. O esquema também acomoda a possi-
bilidade de que miRNAs maduros poderao ter efeitos especificos para se-
quéncia no nucleo (veja o texto). Essas atividades nucleares incluem a cliva-
gem de RNA (apds a incorporagdao em um RISC nuclear putativo) assim co-
mo a metilagdo de DNA.

Atuaimente, aproximadamente 100 genes M/RNA de Arabidop-
sis que se distribuem em 25 familias distintas foram identificados®®, mas
possivelmente existam muito mais. miRNAs tém papéis biolégicos importan-
tes no desenvolvimento da planta e do animal, como evidenciados pelos a-
centuados defeitos de desenvolvimento da superexpresséo de varios miRNA
e de mutantes com perda de fungdo®. Por exemplo, os elementos-chave
regulatérios da resposta da planta ao horménio auxina, que especifica a for-
ma do 6rg&o e o eixo do corpo da planta, sdo controlados pelos miRNAs*¢.
miRNAs também regulam a acumulagdo de fatores de transcrigdo (TFs) en-
volvidos na identidade/niimero do 6rgao floral®®3°, forma da folha*’, assime-
tria abaxial/adaxial da folha*!"*2 e formagao de raiz lateral®*. Além disso, D-
CL1 e AGO1, envolvidos na via de miRNA, sao eles proprios regulados por
miRNAs**°. Entretanto, miRNAs de planta com alvos confirmados envolvi-
dos no metabolismo primario e secundario foram identificados®*®, indicando
que seus papéis nao estao confinados a ajustes do desenvolvimento. miR-
NAs devem, de fato, ter amplas implicagdes na fisiologia da planta e na a-
daptagcao ambiental.

Transcricado e biogénese de miRNA
A maioria dos genes de miRNA de planta e animal residem en-

tre genes que codificam proteina ou dentro de introns*’. Muitos sdo, prova-
velmente, unidades de transcricdo independentes e seus padrées de ex-
pressao geralmente mostram excelente especificidade do tipo tecidual ou até
celular, em concordancia com um papel na padronizagdo e na manutengao
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de estados celulares diferenciados*®*°. Entretanto, os fatores de transcrigéo
Ou mecanismos pos-transcricionais que especificam a expressao de gene de
miRNA de planta permanecem desconhecidos. Muitos dos transcritos de
miRNA primario humano (pri-miRNAs) s&o sintetizados pela RNA polimerase
Il (Pol 1l), devido ao fato de que pri-miRNAs tém 5' caps tipicos em Pol Il e
caudas de poli-A, sua sintese € inibida por farmacos que inibem Pol Ii e Pol
Il é encontrada em seus promotores in vivo®. Do mesmo modo, embora
menos abrangente, as evidéncias também apontam para Pol Il como a poli-
merase principal na produgdo de pri-miRNAs de planta®.

Apos a transcrigao, pri-miRNAs de mamifero sdo processados
através de uma via biossintética bem-definida. A RNAselll Drosha e seu co-
fator essencial DGCR8/Pasha — ambos constituintes do complexo Micropro-
cessador nuclear — catalisam cortes iniciais na base do "stem-loop" de pri-
miRNAs para produzir pré-miRNAs. Os pré-miRNAs sdo processados por
Dicer em miRNAs maduros apés a exportagdo nuclear dependente de Ex-
portina-5°'. As plantas ndo tém um equivalente direto de Microprocessador.
Em Arabidopsis, a biossintese de miRNA depende especificamente de D-
CL1%%% que é necessaria para o processamento gradual nuclear de pri-
miRNAs. Se a prépria DCL1 catalisa todas as reagdes envolvidas & incerto®.
HASTY homélogo de exportina-5 de planta esta envolvido na biogénese de
miRNA®°, mas seu papel exato nao esta claro em mamiferos onde o produto
prée-miRNA do Microprocessador € uma carga verificada experimentalmen-
te®®. Mutantes hasty exibem acumulagio diminuida de alguns, embora nem
de todos, miRNAs em ambas as fragdes nuclear e citoplasmatica®™. Essas
observagbes apoiam a existéncia de sistema de exportacao de miRNA inde-
pendentes de HASTY e questionam se miRNAs ou complexos contendo
miRNAs sao de fato cargas diretas de HASTY.

Em plantas e animais, o processamento de Dicer ocorre em as-
sociagcdao com proteinas que se ligam a dsRNA especifico. Primeiramente
observado com o complexo Dcr2-R2D2 necessario para o carregamento de
RISC na via de RNAIi de Drosophila®’, isso também foi encontrado agora pa-
ra o complexo Dcr1-Logs envolvido na via de miRNA de Drosophila® e Di-
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cer-TRBP assim como Dicer-PACT em células humanas®*®. DCL1-HYL1
constituem um complexo similar que atua no processamento de pri-miRNA
na via de miRNA de Arabidopsis (figura 1C)¥'®*. Em todos os casos, Dicer
produz um duplex entre o miRNA maduro (miR) e sua fita complementar
(miR*)%®. A fita miR & geralmente menos estavelmente pareada em sua ex-
tremidade &' e &, consequentemente, carregada como a fita-guia em RISC,
enquanto que a fita miR* é degradada® (figura 1C). Na via de RNAi de Dro-
sophila, R2D2 atua como um sensor de assimetria termodinamica de siRNA
duplexes e Logs, TRBP, PACT e HYLI podem possivelmente desempenhar
papéis similares.

HEN-1 é um metil transferase que se liga a S-adenosil metionina
(SAM) que metila as terminagdes 2' hidroxi de miR/miR* duplexes, uma rea-
¢do aparentemente especifica para o reino vegetal®®®. A metilagdo protege
miRNAs de atividades que uridilam e degradam sRNAs de planta na extre-
midade 3'?*, mas nao & necessaria para a clivagem guiada de miRNA de-
pendente de RISC em extratos de Arabidopsis (Qi, 2005#5064). Todas as
classes de sRNAs de plantas conhecidas sdao metiladas por HEN1%*, mas
essa modificagdo parece impactar diferencialmente sobre a estabilidade de
sRNA, talvez refletindo interagbes variaveis entre HEN1 e complexos distin-
tos de proteina ou populagdes distintas de sRNA. Por exemplo, o supressor
de silenciamento viral Hc-Pro previne a metilagdo de siRNAs derivados de
virus, mas nao de miRNAs®, e varios alelos mutantes de hen 1 existem, nos
quais a acumulagao de miRNA, mas nao de siRNAs de S-PTGS, é prejudi-
cada'®.

Atividades de miRNA de planta
A maioria dos miRNAs identificados de planta tém complemen-

taridade quase perfeita com seus alvos e promovem sua clivagem. Isso &
seguido pela oligo-uridilagao e rapida degradagéo do fragmento de clivagem
5'° e a degradagao lenta do fragmento de clivagem 3' mediada, pelo menos
em alguns casos, por XRN4”' (figura 1C). miRNAs de animal exibem geral-
mente complementaridade imperfeita e reprimem a produgéo de proteina a
partir de mRNAs-alvo intactos. Entretanto, é possivel que a agdo de ambos
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os miRNAs de planta e animal resulte de uma combinagio de ambos os pro-
cessos, cujas respectivas contribuices provavelmente variam dependendo
da extensdo da complementaridade miRNA:alvo. Embora o(s) RISC(s) que
atua(m) na via de miRNA de planta permanega(m) mal definido(s), AGO1 se
associa com miRNAs e os alvos de miRNA sao clivados in vitro pela AGO1
purificada por imuno-afinidade. Assim, em plantas, 0 mesmo Argonauta pa-
rece funcionar como uma Slicer para ambos os miRNA e RISCs carregados
com siRNA, contrastando com as situagbes em Drosophila e C. elegans.
Componentes de RISC de planta diferentes de AGO1 aguardam identifica-
¢éo e pode ser até que varios RISC alternativos existam, dado o nimero de
genes similares a AGO em Arabidopsis.

miRNAs maduros de planta sdo detectados em ambas as fra-
¢bes celulares nuclear e citossélica®. Igualmente, RISC programado com
miRNA de /et-7 pode ser imunopurificado a partir de fragées celulares nucle-
ares humanas’?, indicando que miRNAs de planta e de animal podem ter
fungdes nucleares (figura 1C). Essas podem incluir a clivagem de RNA, co-
mo sugerida pela atividade direcionada ao intron de miR173 de planta’,
mas também pode compreender modificagdes de DNA homélogo™. Assim,
em Arabidopsis, o reconhecimento de miR165 do transcrito combinado PHB
aparentemente direciona a cis-metilagdo sobre o DNA molde de PHB. Essa
metilagcdo & enigmatica, entretanto, ja que ela ocorre a varios kb a jusante do
sitio de ligagdo de miRNA". E concebivel que a clivagem induzida por miR-
NA do transcrito PHB nascente desencadeie a formagao de dsRNA iniciada
na terminagdo 3' do transcrito através de uma atividade de RDR indepen-
dente de iniciador com processabilidade moderada. A produgédo de siRNA
resultante podera entdo estar confinada a terminacdo 3' e podera mediar a
metilagdo de DNA de acordo com esquemas discutidos em uma segao pos-
terior dessa revisao. Intrigantemente, alguns, embora poucos, siRNAs cor-
respondendo a partes a jusante de varios alvos de miRNA foram detectados
em Arabidopsis, embora nenhum fosse diretamente complementar a se-
quéncia de PHB metilado’. A metilagdo direta de DNA guiada por miRNA
em cis elou em trans também foi sugerida a partir da observagao de que al-
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guns miRNAs de 21 nt de Arabidopsis acumulam-se como uma segunda
espécie de 24 nt em estagios especificos do desenvolvimento®.

siRNAs transatuantes: mistura de acées de miRNA e siRNA

siRNAs transatuantes (ta) sdo uma classe recentemente desco-
berta de sRNAs endégenos de planta. Eles derivam de transcritos nao-
codificadores, de fita Gnica, os pri-tasiRNAs, que sao convertidos em dsRNA
por RDR6-SGS3, dando origem a siRNAs produzidos como espécies distin-
tas em uma fase de 21 nt especifica’’’ (figura 1D). A Figura 1D mostra co-
mo transcritos primarios (pri) transatuantes de siRNA sdo RNAs nao-
codificadores desprovidos de extensas estruturas de "fold-back". Um miRNA
incorporado em RISC carregado com AGO1 guia a clivagem endonucleoliti-
ca do pri-tasiRNA. Esse corte gera dois fragmentos de clivagem, um dos
quais age como um modelo para RDR6, levando a produgao de dsRNA.
DCL4 inicia o processamento exclusivamente a partir de terminagées de ds-
RNA que correspondem ao sitio de corte do miRNA inicial, para produzir ta-
siRNAS plénejados em etapas que sao metilados por HEN1. produzir tasiR-
NAS guiam, subsequentemente, a clivagem de mRNAs homélogos, logo in-
corporados em RISC carregado com AGO1. As reagdes coloridas descritas
no enquadramento ilustram a importancia do corte promovido do miRNA ini-
cial na determinagédo do estagio apropriado para tasiRNAs (1). O planeja-
mento incorreto (2) podera resultar na produgcdo de RNAs pequenos
"off target".

O envolvimento de RDR6-SGS3 é sugestivo da biogénese de
siRNA em S-PTGS, mas as necessidades genéticas dessas vias ndo sao
idénticas, por que a acumulagao de tasiRNA é normal no mutante hipomorfi-
co ago 1-27 e nos mutantes imperfeitos em SDE3 e WEX®. Muito similares
a miRNAs de planta, tasiRNAs maduros guiam a clivagem e a degradacao
de transcritos celulares homélogos. Até agora, loci que gera tasiRNA (TAS7-
3) foram identificados apenas em Arabidopsis’®, mas eles provavelmente
existem em outras espécies de planta e possiveimente em outros organis-
mos que contém RDRs tais como C. elegans ou N. crassa.

A produgdo de tasiRNA envolve uma mistura interessante de
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acao de miRNA e o maquinario da biogénese de siRNA. Pri-tasiRNAs con-
tém um sitio de ligagao para miRNA que guia a clivagem em um ponto defi-
nido. O corte guiado do miRNA inicial tem duas consequéncias importantes.
Primeiro, ele desencadeia a transitoriedade mediada por RDR6 sobre os
produtos de clivagem de pri-tasiRNA, permitindo a produgdo de dsRNA tanto
a 5' quanto a 3' do sitio de clivagem”. Segundo, ele fornece uma terminagao
bem-definida para dsRNA importante para a exatiddao de uma reagao de "sli-
cing" em estagios, realizada por DCL4, que produz tasiRNAs maduros (figu-
ra 1D).

Qual o papel biolégico de tasiRNAs? rdr6, sgs3 e dcl4, todos e-

1213.77.78 indicando que

xibem acelerada transi¢cao da fase juvenil para adulta
tasiRNAs podem regular essa caracteristica. Os alvos de tasiRNA incluem
dois fatores de resposta a auxina (ARF)TFs e uma familia de proteinas de
repeticdo de pentatricopeptideo, embora nao haja evidéncia para o envolvi-
mento de apenas um alvo funcionalmente caracterizado (ARF3/ETTIN) na
transigdo da fase juvenil para adulta’®, nem foram observados defeitos hete-
rocrénicos na inser¢do de mutantes que rompem os loci de TAS7 ou
TAS27®78 Mutantes em AGO7/ZIPPY exibem um defeito de transigao de fa-
se similar®® sugerindo que AGO7 poderia ser parte de um RISC programado
para tasiRNA especifico, embora tasiRNAs coimunoprecipitam com AGO1
para formar um RISC competente para clivagem {Qi, 2005 #5064}

Transcrito de siRNAs antissenso natural

Um exemplo foi descrito recentemente no qual um par de genes
vizinhos sobre fitas opostas de DNA (genes cis-antissenso) da inicio a uma
espécie de siRNA Unico a partir da regido de superposigao de seus transcri-
tos®!. Essa espécie de siRNA de 24 nt — denominado de transcrito de siRNA
antissenso natural (nat-siRNA) — guia a clivagem de um dos dois transcritos
parentes e é produzido em uma via nica que envolve DCL2, RDR6, SGS3 e
a subunidade NRPD1a similar a RNA polimerase dependenté de DNA atipi-
co (veja a discussao de vias de silenciamento de RNA direcionadas a croma-
tina abaixo). A clivagem guiada por nat-siRNA desencadeia a produgéo de

uma série de siRNAs de 21 nt planejados, secundarios, uma reag¢ao similar a
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biogénese de tasiRNA exceto que a Dicer envolvida € DCL1. O papel de nat-
siRNAs secundarios nao esta esclarecido atualmente, mas a clivagem guia-
da por nat-siRNA primario contribui para a adaptagao ao estresse e, dado o
grande numero de pares de genes cis antissenso em plantas e outros ge-
nomas®?®®, esse exemplo isolado pode refletir um amplo mecanismo de re-
gulacao de gene.
Vias de silenciamento de RNA direcionadas para cromatina

Além de atuar sobre RNA, siRNAs podem orientar a formagao

de heterocromatina transcricionalmente silenciosa em fungos, animais e

- plantas. A heterocromatina de planta é caracterizada por dois conjuntos de

modificages: metilagdo de citosinas e de residuos de histona lisina especifi-
cos (histona 3 Lys9 (H3K9) e histona 3 Lys27 (H3K27) em Arabidopsis)®.
Em alguns organismos, essas modificagbes atuam como plataformas de u-
niao para proteinas que promovem condensagao de cromatina. Citosina me-
tiltransferases de Arabidopsis incluem o DRM 1/2 rigorosamente homélogo
necessario para a metilacao de todo DNA de novo, MET1 necessaria para a
manutengao replicativa de metilagdo em sitios CG e CMT3 necessaria para
a manutencgdo em sitios CNG e CNN assimétricos (revisados em %) His-
tona metiltransferases envolvidas na metilagdo de H3K9 e H3K27 pertencem
ao conjunto de homélogos de Su(Var)3-9 e incluem KYP/SUVH4 e SUVH2
em Arabidopsis®”

Em varios organismos, siRNAs que correspondem a varios loci
silenciosos endégenos incluindo retrotransposons, 5S rDNA e repetigoes
centroméricas, foram encontrados®. Eles s&o referidos como siRNAs cis-
atuantes (casiRNAs) por que eles promovem modificagées de DNA/histona
nos loci que os geram. Em plantas, casiRNAs sdo0 metilados por HEN1 e sédo
predominantemente de 24 nt de extensao. Seu acumulo é especificamente
dependente de DCL3 e, em muitas circunstancias, de RDR2. A acumulagao
de casiRNA também requer uma isoforma (que contém as subunidades N-
RPD1a e NRPD2) de uma RNA polimerase dependente de DNA putativo e
especifico de planta, denominada PollV®®*°. PollV pode atuar como um RNA

polimerase especifica para silenciamento que produz transcritos para serem
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convertidos em siRNAs pelas agées de RDR2 e DCL3. Entretanto, muitos
aspectos das atividades de silenciamento relacionadas a PollV permanecem
obscuras. Portanto, é incerto se PollV possui de fato atividade de RNA poli-
merase. Além disso, uma isoforma distinta de PollV com as subunidades
NRPD1b e NRPD2 é necessaria para a metilagdo promovida por siRNAs
derivados de IR com homologia de promotor de transgene, sugerindo que a
acao de complexos de PollV pode néo ser confinada a biogénese de siR-
NA®'. Finalmente, a necessidade de NRPD1a para a acumulagdo de nat-
SiRNA na presenca de ambos mRNAs antissenso (produzidos por Polil) su-
gere que PollV pode ter fungdes relacionadas ao silenciamento independen-
tes da atividade de RNA polimerase dependente de DNA®'. Outros fatores
envolvidos na metilagdo promovida por siRNA derivado de IR incluem o fator
de remodelagem de cromatina DRD1%2 e a histona desacetilase putativa
HDA6%, cuja atividade pode ser necessaria para fornecer histona lisinas li-
vres para metilagéo por enzimas KYP/SUVH (figura 3). Atualmente, é incerto
se DRD1 e HDA6 também estao implicados no silenciamento de loci endé-
genos. siRNAs de 24 nt podem atuar em um complexo RISC, talvez relacio-
nados ao complexo de silenciamento transcricional induzido por RNA, RITS,
caracterizado na fisséo de levedura®. Esse complexo pode conter AGO4 por

que mutantes de ago 4 tém fendtipos que se superpéem com aqueles de

- rdr2, dcl3, nrpd1a e nipd2'’. Nos loci afetados pelas mutag¢des acima, a me-

tilacdo de CNG e particularmente de CNN esta acentuadamente reduzida,
apesar da perda de metilagdo de CG ser menos pronunciada, consistente
com a observagéo de que a metilagdo do promotor de CG dependente de
MET1 pode ser mantida na auséncia de um RNA viral codificado desenca-
deador de TGS®.

O préprio DNA ou transcritos nascentes sdo ambos possiveis
alvos de casiRNAs (figura 3A e 3B, respectivamente). Na Figura 3A, o trans-
crito polll/polill nascente é clivado através da agdo de AGO4 programada
por siRNA, resultando em um RNA truncado que é convertido em dsRNA
pela agdo de RDR2. O dsRNA é entdo processado por DCL3 em siRNAs de
24 nt que direcionam depois a clivagem de transcritos nascentes e podem
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guiar, possivelmente, atividades sequenciais de histona desacetilases (por
exemplo, HDAG6), histona metil transferases (por exemplo, KYP, SUVH2)
e/ou DNA metiltransferases(CMT3/DRM). N&o esta claro se a modificacdo
de histona precede a metilagdo de DNA ou ndo. O processo pode envolver
também fatores de remodelagem de cromatina promovidos por siRNA tais
como DRD1. As posi¢des de PollVa e PollVb naquelas reagées estio atual-
mente mal definidos de forma inadequada.

Na Figura 3B, os mesmos efetores estdo envolvidos, mas, nes-
se cenario, RDR2 usa transcritos nascentes como modelos e AGO4 carre-
gada com siRNA é recrutada para guiar as modificagdes de cromatina mais
do que a clivagem de RNA.

Na via de RNAI heterocromatica de S. pombe que resulta em
metilagdo de H3K9 (mas nao em citosina), a transcrigao-alvo por Polll é ne-
cessaria para a agao de siRNA e Ago1 se associa com transcritos nascen-
tes®. A metilagao de histona dirigida por siRNA do promotor EF1 A humano
também foi dependente da transcri¢go ativa de Polll®. Entretanto, o parea-
mento de base direto de siRNA-DNA nao podé ser excluido. Por exemplo,
em experimentos que envolvem siRNAs direcionados por promotor derivado
de virus,o intervalo de DNA metilado sobre os promotores direcionados com-
bina com a fonte de siRNA primario e nao se estende adicionalmente sobre
quaisquer das regides transcritas®. Se siRNAs interagem de fato diretamen-
te com DNA, como a dupla hélice se torna disponivel para o pareamento
com siRNA? PollV poderia facilitar esse acesso, por exemplo, pelo desloca-
mento ao longo do DNA com helicases associadas. Os mecanismos molecu-
lares precisos subjacentes ao recrutamento especifico para sequéncia de
citosina e histona metiltransferases para silenciér loci também permanecem
dificeis de entender, ja que as associagdes entre SRNA e tais enzimas foram
relatadas em apenas um unico caso, em células humanas®. De fato, uma
alca autosustentavel, na qual a produgdo de siRNA e a metilagdo de
DNA/histona sdo mutuamente dependentes, parece existir em loci silencio-
sos enddgenos, surgindo a possibilidade de que a produgao de siRNAs dire-
cionados a cromatina in vivo podem mesmo ser uma consequéncia mais do
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que uma causa da metilagdo de DNA/histona (figura 3).

A via de RDR2/DCL3/NRPD1/AGO4 tem papéis claros no con-
trole de transposon e na manuteng&o da integridade do genoma em plantas,
por que a perda de casiRNA causada pelas mutagGes nos fatores acima rea-
tiva a atividade de transposon. Essa via também pode manter a heterocro-
matina em repeticdes centroméricas, que parece ser mandatério para a se-
gregacdo exata de cromossomo em S. pombe®®. O maquinario que gera siR-
NA de 24 nt também pode atuar para silenciar genes que codificam proteina.
Por exemplo, a expresséo do regulador-chave negativo de florescéncia FLC
€ mantido em nivel baixo no ecotipo de Arabidopsis na florescéncia precoce
devido a presenga de um transposon intronico que causa modificagdes re-
pressivas na cromatina através da agdo de uma via dependente de N-
RPD1a/AGO4%. Entretanto, varios mecanismos adicionais, ndo necessaria-
mente mediados por siRNAs, sdo responsaveis pela regulagio epigenética
de expressdo de genes em plantas. Por exemplo, em Arabidopsis, a muta-
¢ao do fator de remodelagem da cromatina DDM1 tem consequéncias muito
mais amplas sobre o silenciamento da cromatina do que qualquer mutante
simples conhecido no silenciamento do maquinario de RNA'®"". Além dis-
s0, a regulagéo de gene por proteinas similares a policomb em Arabidopsis

ndo esta ligada ao silenciamento de RNA'%2,
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Resisténcia a doenca em plantas e animais

Ha uma extensa evidéncia de que a via de RNAi em planta de-
sempenha papéis essenciais na defesa antiviral'®. RNA de fita dupla deri-
vado de genomas virais € fragmentado em siRNAs pelas atividades redun-
dantes de ambas DCL4 (a principal Dicer antiviral) e DCL2 (uma substituta
de DCL4)'®. Esses siRNAs entao incorporados em RISC (o Complexo de
Silenciamento Induzido por RNA) para mediar a "slicing" de transcritos virais
e dessa maneira reduzir a carga viral global em células de planta'®®. AGO1 &
provavelmente uma proteina efetora de RISC carregado com siRNA, embora
outros paralogos de AGO também possam estar envolvidos'®. Um sinal de
célula para célula e de longa distancia para o silenciamento de RNA também
explica a difusdo sistémica da resposta imune inata antiviral através das
plantas""‘. Como uma estratégia de contra-ataque, os virus codificam protei-
nas supressoras que sao direcionadas contra processadores e efetores prin-
cipais de silenciamento antiviral. Por exemplo, a proteina P19 de tombusvi-
rus sequestram siRNAs e previnem seu uso por RISC'", a proteina 2b do
virus Cucumber mosaic interage fisicamente com AGO1 e inibe a atividade
de clivagem'®, e a proteina P38 do Tumip crinckle virus (virus do encres-
pamento do nabo) inibe acentuadamente a atividade de DCL4'%. DCL3 (que
produz siRNAs heterocromaticos) e DCL1 (que produz miRNAs) nao pare-
cem ter um impacto significativo sobre a acumulagao de virus na planta.

Além da defesa antiviral, existe atualmente pouca informacgéo
disponivel sobre o papel das vias de RNA pequeno na defesa contra outros
tipos de patdégenos incluindo bactérias e fungos, que séo responsaveis pelas
principais perdas econdmicas mundiais. Em plantas, a resisténcia a bacté-
rias e fungos tem sido mais exaustivamente estudada no contexto de intera-
¢cOes especificas para o género, nas quais uma proteina de resisténcia (R)
especifica protege a planta contra um género particular de patégeno'®. Esse
reconhecimento altamente especifico leva a ativagao de respostas de defesa
e morte celular local referida como "resposta hipersensivel" (HR). Um exem-
plo bem-caracterizado de indugdo de HR através de interagdo especifica
para o género é fornecido pelo gene RPS2 de Arabidopsis que confere resis-
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téncia a cepa DC3000 de Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst DC3000)
produzindo a proteina desencadeadora AvrRpt2 correspondente. A presenca
de ambos os componentes RPS2 e AvRpt2 levam a resisténcia, enquanto
que a auséncia de um ou outro componente leva a doenga'®,

Ao lado da interagdo especifica para o género estad um meca-
nismo de defesa basal que desempenha um papel principal na "resisténcia
nao-hospedeira”, que é responsavel pelo fato da maioria das plantas e ani-
mais ser resistente a maioria dos patoégenos. A defesa basal conta com am-
bas as respostas constitutiva e induzivel. A resposta da defesa basal induzi-
vel € desencadeada apds a percepgao de estimuladores gerais conhecidos
como "padrées moleculares associados a patdégeno" (PAMPs). Um de tais
PAMP & um motivo conservado com 22 aminoacidos (fig-22) da flagelina
bacteriana'®, que é reconhecido em diversas espécies de planta, incluindo
A. thaliana. A percepgao de flg-22 desencadeia uma resposta imune inata
em plantas que eleva a resisténcia a cepa virulenta Pst DC3000'"°. Como
uma estratégia de contra-ataque, patégenos bacterianos evoluiram para su-
primir as respostas de defesa basal pela injecao de proteinas TTS, referidas
como "efetoras"''!. Esses efetores bacterianos sao, portanto, fatores de viru-
Iéncia: sua auséncia causa uma diminuigdo de sintomas da doenca e uma
inabilidade geral do patégeno em proliferar sobre as folhas.
miRNAs e a resposta de defesa basal

Foi mostrado, recentemente, que miR393, um miRNA candnico

e conservado de planta, é rapidamente induzido por flg-22, levando a re-
pressao de toda a cascata de sinalizagdo que normalmente orquestra a res-
posta ao fitormonio auxina''2. Esse relato é de Navarro, L., et al., Science
(2006) 312:436-439, incorporado aqui por referéncia. A repressao resultante
da sinalizagdo de auxina restringe o crescimento bacteriano, implicando a
auxina na suscetibilidade a doenca e a supressao da sinalizagao de auxina
mediada por miRNA na resisténcia a doenga. Teorizou-se que miR303 nao
era um exemplo isolado e que um grande conjunto de miRNAs pode atuar
como reguladores positivos da resposta de defesa da planta a patégenos.
DESCRICAO DA INVENCAO
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Um espectro especifico de miRNAs de planta e animal confere
resisténcia aumentada a patdgenos virulentos. Foi mostrado que plantas
deficientes na acumulacdo de miRNA sao hiper-suscetiveis a patégenos
bacterianos nao-virulentos. Como um corolario, foi mostrado que bactérias
virulentas desenvolveram estratégias para suprimir a via de miRNA em plan-
tas, por exemplo, pelo uso de algumas proteinas secretadas do tipo Ill (TTS)
injetadas.

Em um aspecto, a invengdo é promovida para um método de
modular a via de miRNA em plantas e animais que compreende a introdugao
em uma planta ou animal de um construto de acido nucleico, que compreen-
de um promotor constitutivo ou responsivo a patégeno operativamente ligado
a uma sequéncia de pri-miRNA responsiva-padrao molecular associada ao
patogeno (PAMP) ou a uma sequéncia que codifica um componente envolvi-
do na biogénese ou atividade de miRNA, incluindo ainda elementos cis-
regulatérios dentro ou a 5' do dito promotor. Em uma modalidade particular,
a via de miRNA modulada é diferente daquela de miR393. Em outra modali-
dade ainda, a dita via regulada inclui miR393.

Em uma modalidade, tal modulagéo da via de miRNA em plan-
tas e animais é realizada de tal maneira que os efeitos adversos sobre o de-
senvolvimento da planta e do animal sdo evitados ou minimizados.

Em outra modalidade, séd fornecidas composicées e métodos
para conferir resisténcia aumentada a patégenos, em plantas e animais, pela
modulagao seletiva da via de miRNA. Em uma modalidade, a via de miRNA
modulada é diferente daquela de miR393; em outra modalidade ainda, a via
inclui aquela de miR393.

A invencgao fornece métodos para identificar compostos Uteis na
modulacgédo seletiva da via de miRNA em plantas e animais pelo uso de su-
pressores derivados de bactéria de silenciadores de RNA como sondas mo-
leculares. Tais fatores que silenciam RNA provavelmente interagem direta-
mente com alguns dos supressores de silenciamento bacteriano como des-

crito acima.
A invencao também é dirigida para a identificagdo de compostos
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ou o estabelecimento de abordagens genéticas para agir contra a supressao
bacteriana de silenciamento de RNA em ambas as células de planta e ani-
mal. As abordagens globais conferem resisténcia a patégenos de planta e
animal.

As abordagens bioquimicas e genéticas conhecidas por aqueles
versados na técnica sdo usadas para identificar alvos Bss adicionais. Essas
abordagens incluem, mas nédo sao restritas, a rastreamento de duplo hibrido
de levedura de bibliotecas de cDNA de planta ou imunoprecipitagdes bio-
quimicas usando versdes marcadas de Bss. Os componentes identificados
interagem (tanto fisicamente quanto geneticamente), possivelmente, com,
por exemplo, DCL1, AGO1, HEN1, SERRATE e podem ser usados ainda
para manipular especificamente atividades de miRNA, usando os métodos
descritos acima. Significativamente, essas proteinas Bss também sdo usa-
das para inibir a funcdo de miRNA em células de animais como observado
com alguns supressores virais de silenciamento de RNA derivados de virus
patogénicos de planta que também sao funcionais em células de animais.

Outro aspecto da invengéo tira vantagem da habilidade de Bss
de suprimir o silenciamento de transgenes, intensificando dessa maneira a
produgéo de proteinas recombinantes usando hospedeiros nos quais as pro-
teinas Bss séo eficazes. Em uma modalidade, tais hospedeiros sao plantas.
A célula ou planta recombinante hospedeira é modificada para conter um
sistema de expressdo para a proteina desejada, tal como um terapéutico
fundido com uma proteina Bss. Técnicas bioquimicas e de biologia molecu-
lar padronizadas sdo empregadas para construir sistemas de expressao a-
dequados e para modificar células hospedeiras para a produgao da proteina
desejada. Alternativamente, construtos separados para a proteina Bss e pa-
ra a proteina desejada podem ser usados e cotransformados na mesma cé-
lula ou organismo. Em virtude da presenga da proteina Bss, os mecanismos
celulares que poderiam silenciar sua expressao sao inibidos. Assim, o nivel
de producéao € intensificado e, se a proteina desejada € produzida com uma

sequéncia marcadora, a purificagdo é simplificada.
Outra aplicagao emprega a disponibilidade de proteinas Bss pa-
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ra identificar compostos que reprimam a infecgéo bacteriana pelo rastrea-
mento de candidatos a compostos para melhorar os efeitos de tais proteinas.
Os compostos identificados também podem ser (teis em outras aplicagGes
quando os mecanismos de silenciamento estdo desejaveimente aumenta-
dos. Nesse método, os compostos que contra-atacam experimentalmente a
supressao desencadeada por Bss de silenciamento de RNA e restauram um
fendtipo da nervura clorética normal sao selecionados. Compostos endoge-
nos que tém esse efeito também podem ser identificados pela mutageniza-
¢ao de plantas nas quais o silenciamento foi suprimido usando as proteinas
Bss e pela identificacdo de alteragdes genéticas em plantas nas quais o si-
lenciamento de RNA foi restaurado.

Além disso, pelo aumento constitutivamente ou condicionalmen-
te da atividade dos componentes da via de miRNA identificados como aqui
descrito acima, a resisténcia aumentada a um amplo espectro de patégenos
€ obtida em uma variedade de espécies de cultivo. Esse método também
permite a resisténcia aumentada, induzivel, que é desejavel por que ela nio
€, ou é menos, prejudicial para o desenvolvimento e fisiologia da planta em
condigdes nao infecciosas.

BREVE DESCRICAQO DAS FIGURAS
Figuras 1A-1D mostram as vias de silenciamento de RNA pds-

transcricionais em plantas. A Figura 1A mostra a via IR-PTGS; Figura 1B
mostra a via S-PTGS; Figura 1C mostra a via de micro(mi)RNA; e a Figura
1D mostra a via transatuante (ta)siRNA; e a Figura 1D mostra a via transatu-
ante (ta)siRNA.

Figura 2 mostra o silenciamento transitorio de RNA.

Figuras 3A e 3B mostra o silenciarhento de RNA atingido por
cromatina, mostrando dois de varios cenarios mutuamente exclusivos que
possivelmente sdo responsaveis por modificagées de cromatina direciona-
das a siRNA em loci endégenos. Ambos os cenarios sao baseados em es-
guemas circulares e amplificados nos quais a produgao de siRNA e a modifi-
cagao de cromatina reforcam um ao outro.

Figura 4 mostra a super-representagdo de elementos W-box no
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promotor AtmiR393b.

Figura 5 mostra formagdes tipicas "stem loop" associadas com
pri-miRNA.

Figuras 6A e 6B demonstram a suscetibilidade de mutantes de-
ficientes em miRNA a patégenos fangicos e bacterianos. A Figura 6A mostra
a suscetibilidade a patdégenos fungicos e a Figura 6B a patégenos bacteria-
nos.

Figuras 7A-7E mostram resultados experimentais que confir-
mam que a via de miRNA confere resisténcia basal assim como nao hospe-
deira a bactérias.

Figura 8A-8D demonstram que a infec¢do por TuMV suprime a
resisténcia basal assim como nao-hospedeira a bactérias.

Figuras 9A-9C demostram-que a cepa virulenta Pst DC3000 po-
de suprimir indugdo de alguns miRNA responsivos a PAMP.

Figuras 10A-10D fornecem resultados experimentais que de-
monstram que PstDC3000 codifica a proteina secretada do Tipo lll que su-
prime a biossintese e/ou atividade de miRNA.

FiguraS 11A-11F fornecem resultados experimentais que de-
monstram que HopT1-1 suprime uma funcgao de silenciamento mediada por
RISC™RNA,

Figuras 12A-12D apresentam resultados experimentais'que de-
monstram que a superexpressao de HopY1 suprime a fungéo de RISC™RNA,

Figuras 13A-13E apresentam resultados experimentais que
mostram que HopU1 suprime a inibigdo traducional desencadeada de miR-
NA e siRNA.

MODOS DE REALIZAR A INVENCAO
Pela exploragao dos elementos de resisténcia a patégeno e seu

relacionamento com as vias de silenciamento, determinou-se varios fatores e
métodos para aumentar a resisténcia de plantas e animais a infec¢gao por
patogeno, para identificar componentes criticos para a resisténcia e para
rastrear compostos e agentes que sdo Uteis na intensificagdo da resisténcia.
Por exemplo, componentes conhecidos da via de miRNA (por exemplo, D-
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CL1, AGO1, HEN1, SERRATE) e os componentes identificados como des-
crito aqui acima (por exemplo, AtGRP7, GRP8) sao modificados tal que eles
se tornam resistentes a acao de proteinas Bss. A manipulagéo de alelos re-
sistentes desses componentes é obtida de acordo com métodos conhecidos
por aqueles versados na técnica, incluindo, mas nao limitado, a mutagénese
direcionada ao sitio de aminoacidos-chave e transgénese assim como Tar-
geted Induced Local Lesions in Genomes (TILLING) de espécies de cultivo
nao-transgénicas. O método descrito fornece resisténcia natural e/ou mani-
pulada & agao de Bss e confere dessa maneira defesa basal aumentada a
espécies de cultivo contra patégenos virulentos.

As sequéncias identificadas no Exemplo 1 abaixo e listadas na
Tabela 2 que expressam pri-miRNA sdo operativamente ligadas a promoto-
res adequados e usadas para modificar plantas para conferir resisténcia a
infecgao virulenta. Uma dessas sequéncias, miR393 foi anteriormente mos-
trada como sendo induzida transcricionalmente por flg-22. Sua superexpres-
séo constitutiva confere resisténcia aumentada a PstDC3000 virulento (Na-
varro, L., et al., Science (2006)312:436-439). Sequéncias adicionais de pri-
miRNA assim identificadas sdo usadas para elevar a resisténcia da planta
contra um amplo espectro de patégenos. Essas sequéncias individuais ou
em conjuntos, designadas pato-miRNAs ("patho-miRNAs"), sdo expressas
transgenicamente em plantas usando métodos conhecidos por aqueles ver-
sados na técnica, tais como para a superexpressdo de um dos dois /oci de
miR393 (Navarro, L., et al, supra)). A expressao dessas sequéncias (+40 nt
a montante e a jusante) tanto é constitutiva quanto, preferivelmente, é dirigi-
da por promotores que sdo amplamente conhecidos por serem responsivos
a patégenos bacterianos, fungicos e virais. Exemplos de tais promotores in-
cluem, mas nao estao restritos a WRKY6 e PR1. O método fornece resistén-
cia aumentada, induzivel, o que é desejavel por que ela nao &, ou € menos,
prejudicial ao desenvolvimento e fisiologia da planta em condi¢cdes néo-
infectantes.

Além disso, varios desses pato-miRNAs sdo conservados atra-

vés de espécies de planta (monocotiledéneas e dicotileddneas), indicando
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que pato-miRs derivados de Arabidopsis poderao ser diretamente eficazes
em uma grande variedade de culturas.

Sao preparados construtos em que, em uma modalidade, um
promotor responsivo constitutivo ou de patdgeno (incluindo, mas nio limita-
do, por exemplo, ao promotor WRKY6, o promotor PR1 e similares) esta o-
perativamente ligado a uma sequéncia de &cido nucleico que é transcrita em
uma ou mais sequéncias individuais de pato-miR para conferir resisténcia a
patogenos n&o relacionados em varias espécies de planta, incluindo cultivos.

Analises computadorizadas revelam uma super-representacao
de elementos regulatérios especificos localizados a 1,5 ou 2 quilobases (kb)
a montante das estruturas "stem-loop" de pato-miR. Alguns desses elemen-
tos regulatérios foram descritos previamente: como um exemplo, o promotor
At-miR393a responsivo a fig-22 contém 10 elementos W-box, enquanto que
0 promotor At-miR393b, que ndo é responsivo ao tratamento com flg-22,
contém apenas 3 elementos W-box. Veja Figura 4. A Figura 4 mostra a su-
per-representagao do elemento W-box dentro da sequéncia promotora At-
miR393a. 1,5 quilobase a montante da estrutura "stem-loop" de At-miR393a
foram extraidos e analisados quanto a representagio de elementos W-box.
Em vermelho na figura e sublinhado na sequéncia fornecida abaixo esta o
nucleo da sequéncia do elemento W-box. Também foi identificado uma su-
per-representagcdao do elemento caracterizado AuRE responsivo a auxina
assim como o elemento RY dentro de subconjuntos de promotores pato-miR.
Além disso, foi encontrada uma super-representacdo de novos elementos
referidos como elemento de MiRNA Induzido por Flg-22 (FIM). Esses ultimos
representam uma fonte original de elementos de DNA responsivos a patége-
no a serem usados e manipulados em abordagens convencionais para in-
tensificar a resisténcia a patégeno. Tais abordagens incluem a geragéo de
segmentos quiméricos de DNA contendo mdltiplas copias desses conheci-
dos ou novos elementos cis-regulatérios. O método aqui descrito é assim
usado para hiperinduzir especificamente a expressiao de genes que codifi-
cam proteina ou genes que nado-codificam proteina (por exemplo, genes de

miRNA) em infecgdes por patdégenos, em plantas, incluindo cultivos.
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Assim, um promotor artificial responsivo a patogeno carregando
multiplas copias de elemento FIM ou, alternativamente, um promotor nativo
pato-miR, operativamente ligado a uma sequéncia codificadora de genes de
defesa da planta ou a sequéncias nao-codificadoras (por exemplo, sequén-
cias de miRNA) que desempenhem um papel na resisténcia a doenga, po-
dem ser usados no controle da expressao para resisténcia a doenca. Essa
abordagem permite a expressao condicionada e eficaz de genes que codifi-
cam proteina ou de genes que ndo-codificam proteina durante infecgées por
patogenos.

Como a via de miRNA ¢é a principal via de silenciamento de RNA
em vertebrados superiores, e como as células de mamiferos sdo comumente
infectadas por patégenos bacterianos TTS, mecanismos similares de defe-
sa/contradefesa sdo operacionais em mamiferos. Achados recentes também
realgcam o papel-chave de miRNAs na resposta imune inata de animal. Pelo
uso de genes sensores de miRNA similares aqueles exemplificados aqui
para Arabidopsis, mas incorporando componentes de bactérias patogénicas
para seres humanos ou outros animais (por exemplo, Yersinia pestis, Pseu-
domonas aeruginosa, Shigella flexneri), sao testados métodos e composi-
¢bes que interferem com a atividade/biogénese de miRNA em células culti-
vadas humanas ou de animal. Proteinas efetoras TTS individuais que se
responsabilizam por essa interferéncia e sdo os fatores-chave da viruléncia
que neutraliza as respostas imunes inatas do mamifero a patégenos que
ameacam a vida sao assim identificadas. Essa tecnologia fornece um méto-
do através do qual a transfecgdo de plasmideos que codificam proteinas
TTS individuais (junto com suas chaperonas correspondentes), em células
humanas que expressam um sensor de miRNA que compreende as sequén-
cias de controle de expressao de geradores de miRNA em animal operati-
vamente ligados a um construto de sequéncia reporter permite a identifica-
¢ao de agentes terapéuticos. Moléculas que interferem com a atividade da
proteina TTS sem danificar as fungdes de miRNA celular séo selecionadas
como candidatas a um estudo posterior e de desenvolvimento de farmaco.

Células humanas cultivadas coexpressando o sensor de miRNA e proteinas
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TTS bacterianas sdao submetidas a liberagdo com alto ritmo de transferéncia
de uma grande cole¢éo de moléculas ativas. Aquelas moléculas que supri-
mem a expressdo do sensor de miRNA sao isoladas e testadas posterior-
mente quanto ao seu efeito terapéutico potencial como descrito acima.
Proteinas Bss de patdégenos de mamiferos identificadas através
dos métodos descritos aqui acima também sao proteinas Uteis para isolar
componentes de animal envolvidos na biogénese e/ou atividade de miRNA
usando abordagens bioquimicas e genéticas conhecidas por aqueles versa-
dos na técnica. Essas abordagens incluem, mas nao estio restritas ao ras-
treamento de duplo hibrido de levedura de bibliotecas de cDNA de mamife-

ro, imunoprecipitagdes bioquimicas e rastreamentos genéticos futuros para a

~ perda da fungdo de Bss em células mutagenizadas com sulfonato de etil-

metila (EMS). Os componentes identificados possivelmente interage (tanto
fisicamente quanto geneticamente) com, por exémplo, Dicer de mamifero,
Drosha de mamifero, TBP de mamifero, e podem ser usados ainda para
manipular especificamente atividades de miRNA em mamiferos.

Usando os métodos de rastreamento de alta eficiéncia descritos
aqui acima, sao identificadas as moléculas ativas que promovem ou intensi-
ficam a atividade de componentes conhecidos da via de miRNA de mamifero
(por exemplo, Dicer de mamifero, Drosha de mamifero, TBP de mamifero) e
dos componentes da via de miRNA de mamifero identificados acima. O tra-
tamento de células humanas ou de outro animal com tais moléculas intensi-
fica a defesa basal para uma ampla faixa de patogenos.

Pela intensificagao, constitutivamente ou condicionalmente, da
atividade dos componentes da via de miRNA de mamifero identificados aci-
ma, € obtida uma resisténcia aumentada a um amplo espectro de patégenos
em uma variedade de células hospedeiras de mamifero. A expressao condi-
cionada é conferida, por exemplo, pelo promotor NFkB. O método descrito
possibilita assim resisténcia aumentada, induzivel, o que é desejavel por que
ela ndo &, ou é menos, prejudicial ao desenvolvimento e fisiologia da planta
em condigdes nao-infectantes. Os métodos dessa invengao sao aplicaveis a

todas as infecgbes que envolvem a injegaolliberagdo de fatores de origem
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parasitaria. Exemplos incluem fungos biotréficos tais como E. cichoracea-
rum, um oidio que se superacumula sobre ambos os mutantes hen?-1 e d-
cl1-9 e portanto provavelmente secretam proteinas efetoras para suprimir as
vias de silenciamento de RNA.

As proteinas Bss também podem ser usadas para inibir a fungio
de miRNA a fim de alterar processos fisiolégicos e de desenvolvimento nor-
malmente orquestrados por essas pequenas moléculas de RNA. Isso é obti-
do pela fusédo de sequéncias codificadoras de Bss com promotores especifi-
cos para tecido de planta conhecidos por aqueles versados na técnica (diri-
gindo a expressdo em, por exemplo, raizes, folhas, caule e inflorescéncias),
que também podem incluir elementos promotores de pato-miR aqui identifi-

-.cados. O método aqui discutido possibilita, assim, a expressdo especifica

para tecido de proteinas Bss para controle espacial e temporal da fungéo de
miRNA.

As proteinas Bss sdo usadas, assim, para suprimir o silencia-
mento de transgene e permitir alta expressao de quaisquer proteinas de inte-
resse (por exemplo, moléculas terapéuticas). Em uma aplicagao, construtos
unicos ou multiplos que carregam o(s) gene(s) de interesse e um construto
que carrega um cDNA de Bss (por exemplo, HopU1) fundidos a um promotor
forte sdo coliberados na planta (usando um ensaio transitério mediado por
Agrobacterium). Esse ensaio transitério pode ser realizado em folhas de N.
benthamiana, na qual o ensaio transitorio € mais eficiente, ou preferencial-
mente em culturas de célula de planta (tais como células Co1-0 de Arabi-
dopsis). A(s) proteina(s) de interesse é (sdo) purificada(s) posteriormente
usando métodos conhecidos por aqueles versados na técnica e suas ativi-
dades bioldgicas testadas. O uso de culturas de célula de planta permitira a
produgdo de grandes quantidades de proteina recombinante. Além disso,
esse sistema facilitara as etapas de purificagao de proteina ja que os materi-
ais de partida conterao quantidades reduzidas de componentes derivados de
planta que sao indesejados na purificagdo de proteina (por exemplo, polife-
nois).

Versdes mutadas de HopN1 (com substituicbes C172S, H238A
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ou D299A, abolidas em suas atividades de cisteina protease) serédo particu-
larmente Gteis para essa abordagem ja que essas versdes mutantes nao
serao, ou serao pouco, reconhecidas por proteinas resistentes (0 que de-
sencadeia a morte programada da célula hospedeira que poderia impactar
negativamente sobre os rendimentos de proteina recombinante).

Outra aplicagdo esta em um método para identificar compostos
que agem contra a supressao do silenciamento de RNA bacteriano. Protei-
nas Bss e um construto sensor de miRNA (por exemplo, sensor 171) ou o
transgene SUC-SUL (ou quaisquer outros construtos repérter de silencia-
mento) sdo coexpressos estavelmente em plantas e pulverizados com uma

biblioteca de compostos para identificar as moléculas que agem contra a

- supressao do silenciamento de RNA desencadeado por Bss. Como um e-

xemplo, as plantas SUC-SUL que expressam HopT1-1 apresentam um fené-
tipo atenuado para a nervura clorética devido a supressao da atividade de
RISC contendo AGO1. Essas plantas s&o pulverizadas com uma bateria de
moléculas para identificar compostos que agem contra a supressao do silen-
ciamento de RNA desencadeado por Bss e restaurar iguaimente um fenétipo
normal de nervura clorética. Tais moléculas sdao usadas para conferir um
amplo espectro de resisténcia a patdgenos em varias espécies de planta
incluindo cultivos.

Alternativamente, as plantas sdo mutagenizadas (usando méto-
dos conhecidos por aqueles versados na técnica, tais como a mutagénese
por EMS) para identificar mutantes nos quais o silenciamento de RNA é res-
taurado. Por exemplo, plantas SUC-SUL que expressam HopT1-1 sdo muta-
genizadas e os mutantes que restauram o fenétipo da nervura clorética nor-
mal isolados. Os genes correspondentes séo identificados posteriormente
usando métodos conhecidos por aqueles versados na técnica (por exemplo,
clonagem baseada em mapa). Ortélogos de tais genes, em varias espécies
de planta incluindo cultivos, sdo identificados e métodos usados para
"knock-out" ou "kcnok-down" esses genes em particular sao aplicados.

Como bactérias patogénicas de animal também usam o sistema

de secregao tipo trés para liberar as proteinas-chave de viruléncia, bactérias
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patogénicas de animal (incluindo bactérias patogénicas humanas) térﬁbém
tém evoluido para suprimir o silenciamento de RNA. Tais genes de viruléncia
bacteriana sao fundidos com um promotor forte (por exemplo, CMV) e libe-
rados em células de animais usando métodos conhecidos. Niveis de miR-
NAs endogenos assim como de alvos de miRNAs sdo monitorados para i-
dentificar proteinas que suprimem o silenciamento de RNA (como realizado
em sistemas experimentais de planta descritos acima). Essas proteinas Bss,
derivadas de bactérias patogénicas de animal, sdo posteriormente coex-
pressas em células de animais com um construto sensor de miRNA. Molécu-
las que restauram uma expressao normal do sensor de miRNA s&o posteri-
ormente identificadas e usadas para conferir resisténcia aumentada a pato-
genos bacterianos. Tais moléculas representam, potencialmente, substitutos
de antibiéticos. Alternativamente, as células de animais acima sdo mutage-
nizadas usando métodos conhecidos por aqueles versados na técnica e os
genes correspondentes identificados. Métodos que possibilitam o "knock-
down" ou "knock-out' de tais genes sdo usados para elevar a resisténcia a
patégenos bacterianos. Tais métodos incluem, mas ndo estdo restritos a,
uso de siRNAs artificiais dirigidos contra repressores endégenos da supres-
sao desencadeada por Bss do silenciamento de RNA.

Os aspectos néo limitantes da invengao sao os seguintes.

1. Um método para modular a via de miRNA em plantas e ani-
mais que compreende a introdugao em uma planta ou animal de um constru-
to de acido nucleico que compreende- um promotor responsivo constitutivo
ou de patégeno operativamente ligado a uma sequéncia que codifica miRNA
ou uma sequéncia que codifica uma proteina efetora de miRNA, opcional-
mente incluindo ainda elementos cis-regulatérios dentro ou a 5' do dito pro-
motor.

Esse método pode ser planejado tal que os efeitos adversos so-
bre o desenvolvimento da planta ou do animal sejam evitados ou minimiza-
dos e pode fornecer resisténcia a patdgeno aumentada apés a expressao na
dita planta ou animal, por exemplo, pelo emprego de sequéncias de controle

induziveis ou condicionais.
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Nesse método, a proteina efetora é uma proteina descrita na
Tabela 1, por exemplo, DCL1, AGO1, SERRATE e/ou HEN1.

2. Um metodo para identificar compostos Gteis na modulagso
seletiva da via de miRNA em plantas e animais pela monitoragdo da expres-
sao em uma célula de planta ou animal de um transgene sensor que informa
a atividade de miRNAs endégenos em resposta a perturbagio causada pela
exposicéao da dita célula de planta ou animal a um candidato a composto.

3. A invengao também fornece um supressor de silenciamento
bacteriano, por exemplo, HopN1, HopH1, HopPto, HopT1, HopY1 ou HopU1
ou seus derivados funcionais.

Esses podem ser usados em um método para modular seleti-
vamente a expressdo de miRNA em uma célula pelo contato da dita célula
com o supressor de silenciamento bacteriano.

4. Um método para identificar miRNAs associados com a res-

posta de uma planta ou animal a um estimulador patogénico. Uma planta ou

um animal ou uma célula de planta ou de animal é exposta a um estimulador
patogénico e comparada com uma planta ou um animal ou uma célula de
planta ou de animal substancialmente idéntica ndo exposta ao estimulador
patogénico. A flutuagéo transcricional de miRNAs computacionalmente pre-
ditos ou experimentalmente validados como transcritos primarios € monito-
rada e comparada. A invencao também é dirigida a um miRNA isolado esti-
mulado por patdégeno assim identificado.

A invengao também é dirigida a um método para conferir resis-
téncia intensificada a patégeno sobre uma planta ou animal ou célula de
planta ou de animal pela expressao efetiva de um miRNA estimulado por
patégeno identificado acima. A express&o pode ser sob o controle operativo
de um promotor que é ativado pela exposi¢cdo ao patégeno, por exemplo,
promotor WRKY6 ou promotor PR1.

Um ou mais elementos regulatérios cis-atuantes também podem
ser fornecidos a montante ou incorporados dentro do dito promotor e da se-
quéncia que codifica miRNA. O elemento regulatério cis-atuante pode ser
um W-box, um elemento AuxRE, um elemento RY, um elemento FIM, muiti-
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plos desses elementos ou suas combinagdes.

5. Um método para determinar o papel de um miRNA pela su-
pressao de miRNA em um célula que exibe de outra maneira a expressao do
dito miRNA pelo contato da dita célula com um supressor bacteriano de si-
lenciamento (Bss).

6. Um método para modular a resisténcia em um animal a infec-
¢ao por um patoégeno, que compreende tanto intensificar a expressado de
componentes da via de miRNA suprimidos pelas proteinas secretadas pelo
dito patégeno quanto aumentar a resisténcia de componentes da via de mir-
NA a supressao por proteinas secretadas pelo dito patégeno.

7. Um método de conferir resisténcia em uma planta a patoge-
nos que compreende selecionar plantas com componentes da via de miRNA
resistentes a agdo de supressores de silenciamento, tais como supressor
bacteriano de silenciamento, e plantas selecionadas por esse método.

8. Um método para manipular, especificamente, a acumulagao
de miRNA a fim de alterar os processos fisiologicos e de desenvolvimento
normalmente orquestrados por aquelas moléculas, pela fusdo de uma se-
quéncia que codifica Bss com um promotor especifico para tecido de planta
que direciona a expressao em raizes, folhas, caule, inflorescéncias, opcio-
nalmente incluindo elementos promotores de pato-miR para obter um contro-
le espacial e temporal da atividade de miRNA.

9. Um método para explorar a supressao desencadeada por Bss
da atividade de silenciamento de RNA sem reconhecimento pelas plantas.
Isso inclui gerar mutantes que podem ainda suprimir as vias de miRNA e
siRNA mas que nao podem mais ser percebidos pelos genes R derivados de
planta. HopN1 mutada nas triades cataliticas pode ser usada por que esses
mutantes suprimem a biogénese de miRNA no mesmo nivel como faz
HopN1 de tipo selvagem, mas nao é percebida pelas proteinas R.

10. Um método para identificar componentes da via de siRNA
e/ou miRNA pelo uso de proteinas Bss como sondas moleculares em ambas
as células de planta e de animal e restaurar componentes que interagem

fisicamente com tais proteinas.
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11. Um método para suprimir a funcao de miRNA em células de
animal pelo uso de proteinas Bss derivadas de bactérias patogénicas de
planta tais como Pst DC3000. As proteinas sao fundidas a promotores cons-
titutivos humanos e transfectadas em células de animal a fim de suprimir a
funcdo de miRNA. Isso pode ser usado em combinagdo com a expressao
recombinante das proteinas desejadas.

12. Um método para superexpressar proteinas recombinantes
(por exemplo, proteinas humanas com atividade terapéutica) em células de
planta. Isso podera ser realizado pela expressao de proteinas Bss que ini-
bem o silenciamento de transgene. Essa abordagem é realizada preferenci-
almente em culturas de célula usando um ensaio transitério de Agrobacteri-
um. As proteinas recombinantes purificadas sao testadas posteriormente
quanto as suas atividades biolégicas e usadas como medicamentos.

13. Um método para identificar moléculas que promovem a
transcricao de fatores enddégenos envolvidos na atividade de biogénese de
miRNA. Um método emprega construtos nos quais as sequéncias de contro-
le da expressdao de miRNA sao acopladas com sequéncias reporter. Outro
método emprega construtos repérter que sao silenciados pelo miRNA. No
primeiro caso, as moléculas ou alteragbes genéticas que aumentam a ex-
pressao de reporteres sdo intensificadoras da expressdao de miRNA. No se-
gundo caso, o oposto é verdade.

14. Um método para identificar compostos que agem contra a
supressao desencadeada por Bss do silenciamento de RNA tanto em células
de planta quanto de animal. Essa abordagem compreende o uso de células
de planta ou de animal que coexpressam um construto repérter de silencia-
mento de RNA com uma proteina Bss. As moléculas que restauram a ex-
pressao normal do gene repoérter de silenciamento de RNA s&o identificadas
e usadas para elevar a resisténcia a bactérias em plantas e animais. Tais
moléculas podem ser usadas como antibiéticos em células de animais. Al-
ternativamente, repressores endogenos da supressdao desencadeada por
Bss de silenciamento de RNA s&o identificados pelo uso de mutagénese das

ditas linhagens de célula de planta ou animal que coexpressam um construto
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reporter de silenciamento de RNA e uma proteina Bss.

15. As abordagens aqui descritas sdo usadas para identificar
proteinas secretadas a partir de parasitas que podem suprimir as vias de
silenciamento de RNA.

Os exemplos a seguir sdo oferecidos para ilustrar mas n&o limi-
tam a invengao.

EXEMPLOS

Os Exemplos mostram que 1) um espectro especifico de miR-
NAs de planta confere resisténcia aumentada a patdgenos virulentos; e que
2) plantas deficientes em acumulagido de miRNA sao hiper-suscetiveis a pa-
togenos bacterianos virulentos e nao-virulentos e que, como corolario, uma
bactéria virulenta pode ter desenvolvido estratégias para suprimir a via de
miRNA, por exemplo, pelo uso de algumas das proteinas secretadas tipo IlI
(TTS) injetadas.

Todos os resultados abaixo sdo gerados em modelos da espé-
cie Arabidopsis thaliana, como ilustrativos de plantas em geral incluindo cul-
tivos. Embora as especificagbes dos exemplos que se seguem sejam forne-
cidas para capacitar plenamente aqueles versados na técnica a entender e
praticar essa invengao, fornecer o melhor modo de praticar essa invencgéo e
fornecer uma descrigdo exaustiva da invencgéo, a invengdo nao deve ser in-
terpretada como sendo limitada as especificagbes como delineadas nesses
exemplos.

Exemplo 1
Um espectro especifico de miRNAs de planta é regulado positivamente pelo

peptideo flg-22

Um conjunto de transcritos de miRNA primario foi identificado
usando fragdes de RNA total isoladas de plantas naive ou tratadas com flg-
22. flg-22 é um peptideo que estimula uma resposta a padrées moleculares
associados a patégeno (PAMP). Complementos reversos com sequéncias
de 60 nt de extensao localizadas a montante de "stem loops" preditos e vali-
dados de pré-miRNA foram apresentados sobre um arranjo e usados como
sondas para tragar o perfil de transcritos de miRNA primario apés o trata-
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mento com flg-22.

Como observado nos Antecedentes acima, miRNA é gerado ini-
cialmente a partir de transcritos de RNA primario (pri-miRNA) que s&o sub-
sequentemente clivados em transcritos de pré-miRNAs a partir dos quais os
transcritos de miRNA sao formados. Como os transcritos de pri-miRNA sao
caracterizados por uma estrutura "stem loop", como mostrado na Figura 5, a
identificagao de "stem loops" nas estruturas de RNA preditas permitiu a iden-
tificacéo de localizagbes putativas para localizagdes de pri-miRNA no geno-
ma. '

O método descrito acima foi aplicado para plantas de tipo selva-
gem assim como varios mutantes de silenciamento, incluindo dcl/4-1 e dcl1-
9.

Foram identificados 68 pri-miRNAs, que sao significativamente
regulados positivamente apés o tratamento com flg-22 em pelo menos um
antecedente genético (tanto os antecedentes de Col-0, dc/7-9 quanto de d-
cl4-1). Alguns desses transcritos de pri-miRNA primario nao foram ainda
descritos em outros relatos indicando que varios miRNAs sdo expressos es-
pecificamente apos tratamentos de estresse biético mas ndo em condigbes
padronizadas de crescimento. A maioria desses precursores da inicio a ex-
tensas estruturas de "fold-back".

As sequéncias dos 68 precursores de miRNA induzidos por flg-
22 sao mostradas na Tabela 2. As sequéncias destacadas em negrito sdo as

sequéncias de miRNA maduras preditas.
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Tabela 2

>mirspot 730
TTAGATCATCATCCATGGCACTGACGCLGTTCACGGCAACTGCCGTAGACGTTCTTGTITGCCGTGAACGGC
GTGAGTGCCGTAGATTATTGGCTTAT

>mirspot107/997/998
TCTCGCTAGAGCTICTITCICTCCCGGCTGTICTCCTICGCTCCTGCCTAAGCGATGGCCPGGAGAGTGCTCTAGT
GGTG

>mirspotl56
GAGTGATAGCCATGGCATGGAAGAAAGTGAGATTTGCCTCAATCGATCGTGAATCAAAACCTTIATGATTA
TCACTGCAAGCTTTACCTITICTITCTITAGCCATGATTATCACTG

>miRspotl193
ATCAAGTGTIGGEGTGTCGAGAGTCTTTAGATTTGGTGTGAATAATCTGACAATTTGGATTITGAACTCTGCT
TTGACATCCTGACATTAGAA

>miRspot894 (mi3986c)=miRspot4=895=402=8936
TGGATCTCGACAGGGTTGATATGAGAACACACGAGCAATCAACGGCTATAACGACGCTACGTCATTGTTAC
AGCTCTICGITTCATGTGTTCTCAGGTCACCCCTGC TGAGCTCTTT

>AtmiR398a
TTICAAAGGAGTGGCATGTCGAACACATATCCTATGGTTTCTTCAAATTTCCATTGARACCATTGAGTITTGT
GTTCTCAGGTCACCCCTTTIGAATCT

>miRspot701/703/704/706/709
GTCACTGGACCGCAAGAGCATTGATAGGACTCACTCCATCTCCAATGTCTCATGAGGGTCCATGAC
>mirspot711/712/713/325
CTGTCACTGGACCCCAAGAACATTGATAGGGCACACTCCATCTCTAATGTCTCATGAGGGTCAATGACAT
>mirspot326/718
CTGGACCGCAAGAGCATIGATAGGGGTCACTCCATCTCCAATGTCTCATGATGCTCCATGA
>AtmiR393f
ATGTCCCCTTGAGTTCCCTTAAACGCTTCATTGTTCATACTTTGTTATCATCTATCGATCGATCAATCAAT
CTIGATGAACACTGAAGTGTTTGGGGGGACTCTAGGTGACATC

>mirspotl108

TCGGGTTCTCCGGTCCGGTTCAATTCCGGTI TTTGACCCGAACCTGTTTCCGTCTTCTTCTCAACGGTTAT
GCTTCTGAAGTGATATCACCACTCTCTCTCGTCTGAACCTGAATTTTCAACCCGACCCGACTCCAACTT
>mirspotl110/1002/460/miR160c
CGTTATGCCTGGCTCCCTGTATGCCACGAGTGGATACCGATTTTGGTTTTAARATCGGCTGCCGGTGGCET
ACAAGGAGTCAAGCATCACCAG

>AtnmiR393a (miRspot20)

GCAACTAGAGGAAGCATCCAAAGGGATCGCATTGATCC TAATTAAGGTGAATTCTCCCCATATITTCTTTA
TAATTGGCAAATAAATCACAAAAATTTGCTTIGGTTTTGGATCATGCTATCTCTTTGGATTCATCCTTCGGT
AGCT

>miRspot255/mirspot 1102
GATGTGTCTATATICTTTCTCTATCCCCCACTCCAATCAATTTCAAGTTATTATTAARATTATCTIGATTTGE
TAAAGAGTTAGTTTTCGTAAAGTACGTAAAATTTCAAAAACAATTAATTAAAAAATGCAAGGTTGGGTGGGGA
AGAGGCAGATATGAACACCGTAGTGAGGATA



39

>miRspot142/1016/1018
AAAGTIGTTCGITTGCCTIGTCGCTGETTCARACGACCAARAGTAGCGACCAGCGACCGCAATTTTTGATCGC
TGAAATTTITAGCGATCAGTCGLTGGTTTCAGCGATTAGTCGCTGCTTTTGGTCGCPGAATCCAGCGACAT
GCAAACGAACAAC

>mirspot35/23 (miR405)
AATTAAATAAGTTATGGGTTGACCCAACCTATTTAACATAATGAGTTCGGTCAACCCATAACTCATTTAAT
T

>mirspot2922
ATCTATAGCAGCAAAGCTTTITTIGTCATGAGAAGAARGAAGAAGAATAAGAGGTCAAAGAAGATCTCTATTIC
ATGATGCTCCTTCTGAAGCTTTGAGARAGCATTITGTCGCATATEGGTTT

>miRspot 300
CCTATGTCTCCATACATACACATTCTICTTCAAAACTCATTTCTTCGTCCGGTCCCCTCTTTAAATAGCGCT
TCICTICCCTTCATTICATACATACATIGATCACATCCATGAAGAAGGAGAGGAAGAGACAAGTACAGGAGGA
GGAGGAGGAGAACGGAGCGTGGAGGTIGTIGTGGTGGATGCGTTGA

>miRspot495/496/497 (At-miR396Db)
ATCCTIGGTCATACTTTTCCACAGCTTTCTTGAACTTTCTITTICATITCCATTIGTTITTITICTTAAACAAA
AGTAAGAAGAAAAAAAACTTTAAGATTAAGCATTITGGAAGC TCAAGAAAGCTGTGCGAAAACATGACAAT
TCAGGGTT

>miRspot73/miR16%a,/384
CAACGGAGTAGAATTGCATGAAGTGGAGTAGAGTATAATGCAGCCAAGGATGACTTGCCGGAACGTTIGTIA
ACCATGCATATCAATAATGTGATGATTAATTATGTGATGAACATATTTCTGGCAAGTTGTCCTTCGGCTAC
ATTTTGCTCTCTICTTCTCATGCAAACTTTICCTTG

>miRspot 373
CCAARAAGTTIGTTIGTTTGCCTATCGCTGATTCAGCGACAAAAATTAGCGACAGTCGCCAGCGACTGCAATT
TTTAGTCGCTGARATTTTTAGCGATCAGTCGTITGGTTTCAGCGATTAGTTGCTGCTTTTIGGTCGCTGGATC
CAGCGACATGCAAACGAACAACTTTG

>miRspot383/miR419

GARATTATGAATGCTGAGGATGTTGTTATTACGAGCAATGAGATGTCTT TTTTTAAAAAAAAAAATTTGGT
TGCITGCTTGCAACAGGACATCTTAGCATCARATTIG

>miRspot1213
TTTITITCITAGCTTTCCAATCTCTGCCTITICTICTGGTICTCTATATCGTCGTTITTIGCTACATTTGATTG
GGAGTAGTAAAGATGAAGAGACAGATCGGATCGGAGGAAGAGAGGAAGAAGAGAGARATGGT
>miRspot658/275
CGCCTTCTICCTTCCCTAGTCATTCACTCTTCTCTAACTTICSCTTTITTITTTGGAGAGCAAAGGTGATGAT
GAATGCAGAGGAAGATACGT
" >miRspot 441l
TTCGTTTGCTTGTCGCTGGCCACTGAAACCAGCGACAGCGACCAAAAGTTGTTCGTITGCCTGTCGCTGGT
TCAGCGACCAAAACTAGTGACAGTCGCCAGCGACCAGCGACTGCA

>miRspot 316
TAATTTATTTGAGGGGCAGAAATATTTGACACGGAAGCATAGCTCCATATCCTTICAATGGAGGTGTIGGETCCT
TCAACAAAAATACCCCCCTCTTGAAACTCTGTTTCACCACACCTCCATTGAAGGACCTGAAGCTATGCTITC
CTTGTCATATTCCTTACCATCAAATAAATGCT

>miRspot 64 :

TITTAGAGGETGAATCTATTT TAGAGGCATTGTGCTCCAATGGTCACTTCTAAAATAGAGTTTCCTCAAARA
TAGAGGAAAARATAGAGATGAATTGTAGAGATCTCTATTTATAGAGACAAAAAGTAAATATCTCTIATTTIT
TCICTATTATAGAGGAAACTCTATTTTAGAGGTGATCATTGGAGCACAATCCCTCCAAARAATAGAATCACCT
CTA

>miRspot 919
TGCAGAATAAAAATGAATAGACTAGAAACAATGTAACAATGTATTTIGTGTICGTATITEtggtcttgttecag
ttetgttlce

>miRspot418/941 IGR Atlg40143-136 and IGR Atl1lgd40129-131
AGGGTTTAGGGTTTAGGGTITTGGTTTAAGGGTITAGGGTTAAAAGTTtatggtttagggtttacggttTT
CGETTTGGGATT TACGGTATAGGGGTTAGGCTAAAGAATT TATGATTTTATGTGTAGGATTGAATATAAAA
CTAGAACCTCAACAAGATACCGAAGAGTGGACCGAACTGTICTCACGACGTTCTAAACCCAGCTCA
>miRspot 948 IGR At1g40118-112 and IGR Atl1g40135-137
ACTAGATGCTTTIGTITTATCATTGAGCATAAGCACTAGAACCGCAACCGTATTICCGGATGCCTARAGTACGGA
TTTAGGTTTTAAAGTTTGGGATTtatggtttagggtttaggt t TAAGGGTTTAGGGTTAACAGTTTATEGT
TTAGGGTTTAGG
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>miRspot116¢ IGR A:-3g30855-0867
Tttcagaccaatgaggataggatatgal TATTGGAGTCTCTAACAGGATTITACAAGCCAAGGTGAAARTGT
AGGAATTACTCGTCCACCGAGTGGGTCTTGTACGCCTCGATCATCTGATCCATCATCTGGTCCATS
>miRcpotld42 IGR Atlg47370-Atlgd7380
AAGTTGTTCGTTIGCCTGTCGCTIGGTTCAACGACCAAAAGTAGCGACCAGCGACCGCAATTTTITGATCGCT
GAAATTTTTAGCGATCAGTCGCTGGTTTCAGCGATTAGTCGCTgettttggtegetgaat ccaGCGACATG
CAAACGAACAACTIT

>miRspot101¢ IGR At1g72880-890
AAAGTTGTICGTTTIGCCIGTCGCTGCTTCAGCGACCARAAGTAGCCACAGTCGCCAGCGATCAGCGACCET
AATTTTTGGTCGCTGAAATTTTTAGCGATCAGTCGCTGGTTTCAGCGATTAGTCGCTget tttggtegety
gatccaGCGACAAGCAAACGAACAACTTA

>miRspot 1020 IGR At1gl9580-690 mirSpoil019 paralog
AAAAGTTIGTTIGTTITGCCTATCGCTGATTCAGCGACAAAAATTAGCGACAGTCGCCAGCGACTGCAATTTIT
TAGTCGCTGAAATTTTTAGCGATCAGTCGTTGGTITCAGCGATTAGTTGCTgettttggtcgetggatcca
GCGACATGCAAACGAACAACTITG

>miRspot953 IGR Atlg40113-113 941/418 and 948 paralog
CCGCEATTCCGGAAGCTTAAAAGTATAAT TTAGGT I TTAAAGT TIGGTATCTATTGTTTAGGGTTTAGGTIT
AAGGCTTTAGGGTTCAGAGTTtatggtttagggtttacggttCCGG

>miRspot507 IGR At5g22220-23230
ACTCTTTARATTGGTAGATTICAAGTITGATTICAACAATTCTGGGTGI TGCAACGAATTTGATAGAARATT
TGGTAATTTAAAGG

>miRepot 650 IGR At5g33250-251
GGTTTGCATTGCATATTTCTAAAACAAAGCAAARARAAAACAATGTCCGCCAGCTCGGGATCGATCGTTCC
CGTTCTAGCAGACGATTTTACTTICGTGGATGAGTTTTggatcgatecgat ccegaactggGGAACATTTTTT
TTTITGGCTTTGTTTCAGAAATATGCAATGCAAACA

>miRspot1018 IGR Atlg35990-7000 paralog of miRspot 1019/1020
AAGTTGTTCGTTTIGCTTGTCGCTIGGTICAGCGATCAARAAGTAGCGACAGTCGCCAGGGACCAGCGACCGTA
ATTTTTTGTCGTTAAAATTTTTAGCGATTAGTCGCTgettttggtegetgaat ccaGCGACATGCAAACGA
ACAACTT

>miRspot1147 IGR AtZg07687-784
TTgggaggatgccggggtgtgeTAGTAAGCARATGGGAAGTTGATCCGATC TTARGTAGCCCAGGATCCAT
CCCAGE

>miRspot1204 IGR AtS5g06250-6260
AGAATTGAAGATGCATGGAATGGTGCTGTGGGAAAGGCAAAGCACCATGACTTCACAAGT TECGTGAGGGCA
AAGTATCTATTTTGGGTGAAACCATTTTGCCCTCTCAGCCGTTGGATCTCTTICTTICCTTCAtcateatte
cgtecatcctett IGTTIC

>miRspot 1208 At1g34844

AGTTGIGTCTCTTGAgt aggaggacccat tggggt TACGGATGATGAGAGAGACATCCATGGTGCATTCCA
AACCAGGGTATCAGCTCCAGAACCAATCGATCTTCCTAGTTGGGACTAGCA

>miRspotl213 IGR AtS5g67411-420
CGAGTCTTIGAGTTGAGTTGAGICGCCGTCGggtgaagegaggt tgttgagCACCCARATGATCTGTTGAG
CCAACGTIGGCGTCGTTTGATTCGATGGCGTTTICCGCAATGGAGGAGRAGCTGC TCCATGCAGTITAGCATCA
CCGCTAAGAGATTTG .

>miRspot199 IGR At1g4800%0-095
ICTCTTAACTTTGATGARACCTAGGCAATTIGTCTCTTAGTTAAGAGATAAttggtcttggtttcaccaaat
tTAAGAGA

>miRspot205 IGR At2¢01940-930
ATCTCTICTCTCTCGTTTTCATCATTTGTGCTAACACGCAGAGAGGTTIGCAGATTCTGCAGCtatgtttgt
cacataaagagaggTGGAGAGAGAGAGAA

>miRspot258 At4gl3900 pseudogene

GARCTATCCTGCCTTTGAATCTGAGTGGTT TGTGGTATTGGACCTTCAAGCCTGT TGTAAGAGAAGTTCAT
CCGCCGCTAGAAATGTGAGTTCCCCCGAGCTCTCCTGGGATACTGCCGGATAATC TGTTITGAGATAGATCCA
ATGAttggagattgctcaagtttgatAGAGATGGTGG

>miRspot298 IGR Atl1lg01470-80
AGGAGGATTTGAGTTTTTGACATTCAGACGATAAAAATTATGAACTAGGTCTAGTCACGTGGTCGACGCGT
GAGAGTTTCCGGCGTGAACTGCAAGTAARATcacgtagagcatgtgat tgaCTTGACCAAAGAGTCCAAAC
CCACCA
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>miRspot 215 IGR At2g24780-790
GGGACTAAAATCCGTTATCCGCGGGTATTCGAATCCGGATCCGTGATCCGATCCGGAAAACCGAATAATTA
GGTGCGACGGATCCGGAt acgagt coggeggat ctggATACGAGTCCG

>miRspotl174 IGR At3gl0113-116
GTAGTCCGTTTGTTGTCACTITGGTTCGTCGnggtthtagttttgagagatATCTTCGAGCTATCCCCC
TACCTGGCECGCCAACTGTTGATGCACGAATCACACAAGTACGAAAATGGCATCTCTAGSGAAGGAAGAAG
AATCTTTCTATTAATGACGAGCCCGCGACTTAGGCGAATTGGACGGATTAC

>miRspot352 IGR At 4g06513-06614
TTTGGTGGACTATITCACTGGGAAGCATTTGATTGTATCccccaatgttgagcatttggtgGIGTTCGCCA
ATGTTGTGCATTTGGTGGTGTICCCCAATGTTGAACATTTGGTGGTGTGCCCCATTGGTGGTGTTTCCTAG
GCCTICAGATTTGIGTICCGACLCGGT

>miRspot 369 IGR A:5gl16470-560
CATATGATTGTTCGGGAACTITACAGGCTTCTGTTAAAICTCTGTCICIGATTAGGCATGITIGGTAAGCG
TATCTTTTGTTTGAAGCCGTGGGGATTTGaggaagagtgaaagtttCtgcAACTCATGTT
>miRspetZ82 IGR Atlg06550-560
TAGATGGGCCTTGGGTTGCAAAGAAtaagcccatatcattcagagcTTTAATGACAGATGGGCCTTGGGTT
GCAATGAATAAGCCCATCACATTCAGAGCTTTAATGGTATATGGECCTTAGGTTGCAAAGAATAAG CCAT
CA

>miRspotl135 IGR Atzdgll1130-40
GTGATGATAGGAGCAAGAAAGAAAGTAAGAATTGCGTTGATCAGAAAATCAAGATATCCAACTTGTGGAGG
TTTTGATTCACGATGCAATTCTCACCTTCTTTCATGCCATGACCATCALC

>miRepot194 (At-miR404)
TCGAAACGAACACAAAACCTGCGGTTCCGACAGCGGCTGCGGCAACGTTEGCGGCCACGAAACGRACAACA
ACCTGCGGCAGtgttaccgttgeegotgecgeAACCGCAGCCGCTECCET

>miRspotl1l047 (At-miR404)
TCGAAACGAACACAAAACCTGCGGTTGCGACAGCGGCTGCGGCAACGTTEGCGGCGACGAAACGAACAACA
.ACCTGCGGCAGtgttaccgttQCCgctgccgcAACCGCAGCCGCTGCCGC

>miRspot29 (At-miR405a)
TCAAAATGGCTAACCCAACTCAACTCAACTCATAATCAAATGAGTTTAGGGTTAAATGAGTTATGGGTTGA
CCCARCCCATTTRACARRATGAGTTGGGTCAACCCATAACTCATTTAATTTGATG

>miRspot43 (At-miR403a)
TCAAAATGGGTAACCCAACTCAACTCAACTCATAATCAAATGAGTTTAGGGTTAAATGAGTTATGGGTTGA
TCCAACCCATTTAACAAAATGAGTTGCGTCAACCCATAACTCATTTAATTTC

>miRspot506 (At-miR416)
CGAAACTGAACCCGGTTTGTACGTACGGACCGCGTCGTTGGAATCCAAAAGAACCGggttcgtacgtacgc
tgttcaTICeG

>miRspot 854 (At-miR166f)
AAGTTCAGGTGAATGATGCCTGGCTCGAGACCATICAATCTCATGATCTCATGATTATAACGATGATGATG
ATCGATGtcgGaccaggettcattccccICAA

>miRspot76/92/74 (At-miR169d)
GTATCATAGAGTCITGCATGGAAAAATTAAAGAATGAGATTGAGCCAAGGATGACTTGCCGATGTTATCAA
CAAATCTTAACTGATTTTGGTGTCCGGCAAGTTGACCTTGGCTCTIGTTTCCTTCTTTICTTTTCAATGTCA
AACTCTAGATAT

>miRspot31Z (At-miR172e)
GTAGTCGCAGATGCAGCACCATTAAGATTCACAAGAGATCIGGTTCCCTTTGC TTTCGCCTCTCGATCCES
AGAAAAGGGTTCCTTATCGAGTGggaatcttgatgatgetgeat CAGCAARATAC

>miRspot83 (At-miR394b)
CTTACAGAGATCTttggcattotgtecaccteceTCTCTCTATATTTATGTGTAATAAGTGTACGTATCTAC
GGTGTGTTTCGTAAGAGGAGGTGGGCATACTGCCAATAGAGATCTGTTAG

>miRspot182 (At-miR395e)
ATGTTTTCTAGAGTTCCTCTGAGCACTTCATTGGAGATACAATTTTTTATAAAATAGTTTTCTACtgaagt
gtttgggggaact cCCGGGCTGAT

>miRspot3 (At-miR397b)
TAGAAAAACATAATTGAATGCAACGCTGATATATACTTCTTTAATTAATTCAACAATGGAATAAAATAAGT
AAARATTACATCAACGATGCACTCAATGATGTTCATTCA

>miRspotE/4 (At-miR398b)
TGGATCTCGACAGGGTTGATATGAGAACACACGAGTAATCAACGGCTGTAATGACGCTACGTCATTGTTAC
AGCTCTCGTTTTCAtgtgttctcaggtcaccectgCTGAGCTCTT



10

15

20

42

>miRspotl18/788 (A:t-miR403a)
TAAATGGTTAACCCATTITAACAATTCAACCCATCAAATGAAATGAGTTATGGGTTAGACCCAACTCATTITA
ACAAAatgagttgggtctaacccataactCATTTAATTATAAACTCATTTGATTATGAGTTGGGTTGGGTT
GGGTTACCCATITITGA

>miRspot 382 (At-miR419)
AAAttatgaatgctgaggatgttgTTATTACGAGCAATGAGATGTCTTTTTTTAAAAAAAAAAATTTGGTT
GCTIGCTTGCAAGAGGACATCTTAGCATCAAATTT

>miRspot 690 (A+t-miR836)
ATTICGTTTTTAAAAGTCTCCACGCATCAAAGGAAACACAGCGAAAACAGAGCATTTATTTGATGGTAAGGA
ATATGACAAGGAAGCATAGCTICAGGTCCITCAATGGAGGETETGGTGARACAGAGTTTCAAGAGGGGGEGETA
TTITIGTTGAAGCCGACCACACCTCCATTGAAGGATATGGAGCTATGCTTCCGTGTCAARATATTICTCCCCTC
ARATRAAATTATATCTCTICTACTGTTTCCTTCGAT

>miRspot1039% (At-miR842)
CAGCTTCACTTTICAATTGTCCATATTTGTTGACCTAAGAARACATAAGTGGGATGACGGATCTGACCATE
ATGETGTTTCGATCCCTGGACAATAACTACATCATACATAAATTITCTIGCAAcaccatcatggteggattca
TCATCCCGCTTATAGCCTCTCTTTTCGAAAATGTTTCTGTCACCCTGAACGGTACTG

Entre os pri-miRNAs induzidos por flg-22, varios que correspon-
dem a sequéncias maduras de miRNA sao conservados no milho e no arroz.
O método mencionado anteriormente também pode ser usado para identifi-
car o espectro completo de miRNAs estimulados por estimuladores comuns
que exibem padrées moleculares associados a patogeno (PAMPs) tais como
flg-22.

Transcritos primarios de miRNA suprimidos por proteinas su-
pressoras tais como aquelas associadas com bactérias virulentas podem ser
identificados pela estimulagdo de folhas Col-0 de tipo selvagem com Pst
DC3000 hrcC (uma bactéria Pst DC3000 que n&o pode injetar proteinas su-
pressoras 'nas células hospedeiras) e Pst DC3000 virulentas (que podem)
por 6 horas e pela selegao posterior de transcritos primarios de miRNA (u-
sando o método acima) que sao regulados positivamente por Pst DC3000
hreC mas nao por Pst DC3000 virulenta como descrito abaixo. Como esses
pri-miRNAs sdo transcricionalmente reprimidos por proteinas TTS de Pst
DC3000, eles provavelmente atuam como componentes-chave da resposta
de defesa antibacteriana. O método mencionado acima também pode ser
usado para identificar o espectro completo de transcritos de miRNA que séao
regulados positivamente por patégenos biotréficos e necrotréficos nao rela-
cionados assim como estresses abibticos.

Exemplo 2
Plantas mutantes com acumulacdo de miRNA comprometida sdo mais sus-
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cetiveis a patdgenos virulentos

Foi demonstrado o envolvimento da via de miRNA na resisténcia
a doenga da planta, pela estimulagiao de mutantes hen1-1 e dcl1-9 de Arabi-
dopsis com um oidio virulento Erysiphe cichoracearum ou com PstDC3000
virulenta. Foi encontrado que hen7-1 é hiper-suscetivel a ambos, fungo e
bactéria, e que dcl/1-9 exibe suscetibilidade aumentada a Erysiphe cichora-

cearum e sintomas intensificados de doenga ap6s infecgao com Pst DC3000

- virulenta (figura 6A, B e C). Na Figura 6A, ambos hen1-1 e dcl1-9 séo hiper-

suscetiveis ao oidio. Plantas La-er com seis semanas de idade, hen1-1 e
dcl1-9 foram infectadas com esporos de E. cichoracearum (isolado UEA) e o
crescimento do fungo foi avaliado visualmente 10 dpi (painel superior). O
crescimento flngico e a esporulagdo também foram avaliados microscopi-
camente ap0s a coloragdo da folha com trypan blue em 2-3 dpi (painéis infe-
riores).

Na Figura 6B, ambos hen1-1 e dcl1-9 exibem sintomas intensifi-
cados de doenga avangada apés a infecgdo com Pst DC3000. La-er, hen1-1
e dcl1-9 foram estimuladas com 10° unidades formadoras de col6nia (cfu/ml)
de Pst DC3000 e os sintomas da doenga bacteriana avaliados visualmente
em 3 dpi.

Como mostrado na Figura 6C, Hen1-1 exibe titulos maiores de
Pst DC3000. La-er, hen1-1 e dc/1-9 foram tratadas como na Figura 6B e o
crescimento bacteriano medido em 4 dpi. |

A intensificagao constitutivamente ou condicionalmente da ativi-
dade/expressdo de componentes envolvidos na atividade ou biogénese de
miRNA, tais como DCL1, AGO1, SERRATE, HEN1, usando os métodos a-
cima aumentando a resisténcia a um amplo espectro de patégenos € obtida
em uma variedade de plantas, incluindo espécies de cultivo. O método des-
crito possibilita, assim, resisténcia aumentada, induzivel, o que é desejavel
por que ela nao é, ou € menos, prejudicial ao desenvolvimento e fisiologia da
planta em condigdes nao-infectantes.

Linhagens transgénicas de Arabidopsis carregando regidées 1,5

Kb a montante de genes envolvidos na biogénese e/ou atividade de miRNA
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(por exemplo, DCL1) sdo fundidas com um sequéncia reporter. Essas linha-
gens transgénicas sdo usadas para rastrear compostos quimicos que de-
sencadeiam a regulagao positiva de mRNA ou proteina reporter.

Isso é obtido pela monitoragao de niveis de miRNA (usando mé-
todos conhecidos por aqueles versados na técnica tais como analise Nor-
thern, analise por RT-PCR semi-quantitativa ou analise por RT-PCR quanti-
tativa) apos a exposicéo dessas linhagens transgénicas a uma biblioteca de
agentes quimicos. As moléculas que induzem os niveis de mRNA (ou prote-'
ina) reporter sdo usadas posteriormente para conferir resisténcia antibacteri-
ana e antifungica em uma variedade de espécies de plantas incluindo culti-
VO.

Exemplo 3
Plantas deficientes em miRNA sdo suscetiveis a bactérias ndo-virulentas

A indugao, por flg-22, de um subconjunto de pato-miRs (veja
Exemplo 1) sugere que a via de miRNA desempenha um papel importante
na resisténcia basal a patogenos. Mutantes dc/1-9 e hen1-1 de Arabidopsis
foram estimulados com Pst DC3000 deficiente em proteina secretada tipo
trés (TTS). Pst DC3000hrcC, uma cepa que em Arabidopsis de tipo selva-
gem é incapaz de produzir uma infecgao efetiva, foi injetada nesses mutan-
tes. Ambos os mutantes exibiram sintomas de doenga desenvolvida, lem-
brando o fenétipo induzido pela bactéria virulenta sobre Arabidopsis de tipo
selvagem (figuras 7A e 7B).

Na Figura 7A, ambos hen1-1 e dc/1-9, mas ndao mutantes defici-
entes em si-RNA, estdo comprometidos na resisténcia basal. Col-0, dc/2-1,
dcl3-1, dcl4-2, dcl3-1/dcl4-2, del2-1/dcl4-1. del2-1/dcl3-1/dcl4-2, rdr6-1, rdr2-
1, La-er, hen1-1 e dcl1-9 foram estimulados com hrcC PstDc3000 em uma
concentragdo de 10° unidades formadoras de colénia (cfu/ml) e os titulos
bacterianos foram medidos 6 dpi.

Na Figura 7B, ambos hen1-1 e dc/1-9 exibiram sintomas de do-
enca quando inoculados com a cepa hrcC Pst DC3000. As inoculagées fo-
ram feitas como na Figura 7A e os sintomas da doenca bacteriana foram

avaliados visualmente.
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Foi descoberto que a indugdo de WRKY30 (um gene marcador
de defesa basal bem-caracterizado) estava comprometida em ambos os mu-
tantes hen1-1 e dcl1-9 estimulados com Pst DC3000 HreC (figura 7C), indi-
cando uma perda de resposta de defesa basal naquelas plantas. Na Figura
7C, a indugdo do gene WRKY30 estava prejudicada em ambos hen?-1 e
dcl1-9 tratados com a cepa hrcC Pst DC3000. As inoculagdes foram feitas
como na Figura 7A e os niveis de WRKY30 foram analisados por RT-PCR
quantitativa (QRT-PCR) em amostras 12 horas apés a inoculago.

Iguaimente, ambos hen1-1 e dcl1-9 apresentaram infecgdo com
0 patoégeno bacteriano nao-hospedeiro de Pseudomonas syringae pv. pha-
seolicola (NPS3121) (ﬁgufa 7D), que é normaimente virulento para feijdes,
mas nao para Arabidopsis. Na Figura 7D, ambos hen1-1 e dcl1-9 estio
comprometidos na resisténcia nao hospedeira. La-er, hen1-1 e dcl1-9 foram
estimulados com Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (NPS3121) em
uma concentragéo de 10° unidades formadoras de colénia (cfu/ml) e os titu-
los bacterianos foram medidos 4 dpi.

A indugdo de WRKY30 também estava prejudicada apés o es-
timulo com Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (NPS3121) (figura 7E).
Na Figura 7E, a inducdo do gene WRKY30 estava prejudicada em ambos
hen1-1 e dcl1-9 tratados com Pseudomonas syringae pv. phaseolicola
(NPS3121). As inoculagées foram realizadas como na Figura 7D e os niveis
de WRKY30 foram analisados por RT-PCR quantitativa (QRT-PCR) em a-
mostras 12 horas apés a inoculagéo. Significativamente, resultados similares
foram obtidos com Pseudomonas fluorescence nao patogénica (dados nao
mostrados).

Também foi descoberto que o virus TuMV (que codifica o su-
pressor viral de silenciamento P1-HcPro) suprime a resisténcia basal a bac-
téria nao-virulenta Pst DC3000 hrcC e Pseudomonas syringae pv. phaseoli-
cola (NPS3121), sugerindo que a supressdo do maquinario de silenciamento
de RNA deve desempenhar um papel fundamental na infecgédo polimicrobia-

na.
A Figura 8A mostra que a infecgdo por TuMV resgata sintomas
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da doencga bacteriana de Pst DC3000 hrcC mutante. Plantas Co1-0 foram
tratadas com 10° cfu/ml de Pst DC3000 hrcC por 6 dias (painel esquerdo) ou
SAP inoculado com TuMV por 7 dias e tratado posteriormente com 10°
cfu/ml de Pto DC3000 hrcC por outros 6 dias (painel direito).

A Figura 8B mostra que a infec¢do por TuMV resgata o cresci-
mento bacteriano de Pst DC3000 hrcC mutante. Plantas Co1-0 de tipo sel-
vagem foram tratadas como na Figura 8A e os titulos bacterianos foram me-
didos 6 dpi.

A Figura 8C mostra que a infecgdo por TuMV resgata os sinto-
mas de doenga bacteriana de Pseudomonas syringae pv. phaseolicola
(NPS3121) nao-hospedeira. Plantas Co1-0 de tipo selvagem foram tratadas
com 10° cfu/mi de Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (NPS3121) por 4
dias (painel esquerdo) ou SAP inoculado com TuMV por 7 dias e tratado
posteriormente com 10° cfu/ml de Pseudomonas syringae pv. phaseolicola
(NPS3121) por outros 4 dias (painel direito).

A Figura 8D mostra que infecgdao por TuMV resgata o cresci-
mento bacteriano de Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (NPS3121).
Plantas Co1-0 de tipo selvagem foram tratadas como na Figura 8C e os titu-
los bacterianos foram médidos 4 dpi.

Exemplo 4
Proteinas de Silenciamento Bacteriano Suprimem a ldentificacdo de miRNA

de Supressorés de Silenciamento Bacterianos (Bss)

Também foi concluido a partir dos resultados do Exemplo 3 que
patogenos, tais como virus e bactérias virulentas, devem ter desenvolvido
estratégias para suprimir os componentes do maquinario de silenciamento.

Para testar essa hipotese, foi investigado primeiro se Pst
DC3000 virulenta poderia suprimir a transcricdo de miRNAs responsivos a
PAMP. Foi medido o impacto da liberagao do efetor Pto DC3000 (proteina
TTS) sobre a expressao de pri-miRNA. Pto DC3000 virulenta, ou sua contra-
partida nao-virulenta Pto DC3000 hrcC, foi inoculada em plantas Co1-0 de
Arabidopsis e os varios niveis de varios pri-miRNAs induzidos por Pto
DC3000 hreC (referidos como responsivos a PAMP) foram entdo monitora-
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dos durante um periodo de tempo de 6 horas. Em plantas tratadas com Pto
DC3000, a indugao de pri-miR393a/b e pri-miR396b responsivos a PAMP foi
significativamente suprimida 6 horas apés a inoculagdo (hpi), como foi a in-
dugao dos marcadores de defesa basal WRKY30 e Flagellin Receptor kinase
1 (FRK1) usados como controles internos (figura 9A). A Figura 9A mostra
que a indugao de miRNAs responsivos a PAMP é suprimida por Pst DC3000
virulenta. Folhas Co1-0 de tipo selvagem foram inoculadas com Pst DC3000
hreC em uma concentragdo de 2x10’ cfu/ml e os niveis de transcritos de
miRNA primarios responsivos a PAMP foram monitorados por RT-PCR semi
quantitativa durante um periodo de tempo de 6 horas. Pri-miR166a foi usado
como um controle negativo nesse experimento. Em contraste, os niveis de
pri-miR166 e pri-miR173 insensiveis a PAMP permaneceram inalterados.

foram usadas entéo as linhagens transgénicas previamente des-
critas miR393a-p::eGFP e miR393b-p::eGFP, que reportam a atividade
transcricional de miR393. Em 6 hpi, Pto DC3000 hrcC causou um aumento
nos niveis de eGFP mRNA em ambas as linhagens transgénicas, indicando
a presenca de elementos responsivos a PAMP a montante de M/IR393a e
MIR393b (figura 9B). A Figura 9B mostra que Pst DC3000 suprime a indugao
de miR393a/b a nivel transcricional. As linhagens transgénicas que expres-
sam os transgenes mir393a-p::eGFP ou miR393b-p::eGFP foram tratados
como na Figura 9A por 6 horas e os niveis de transcrito de eGFP foram mo-
nitorados por RT-gPCR. A quinase similar a receptor FRK1 foi usada como
controle positivo nesse experimento. Entretanto, essa indugao foi comprome-
tida por Pto DC3000, como foi a indugdo do controle de FRK1. Como as du-
as bactérias diferem nas suas habilidades de liberar efetoras TTS em células
hospedeiras, esses resuitados sugerem que algumas proteinas bacterianas
injetadas suprimem especificamente a ativagdo transcricional de pri-
miR393a/b e talvez de outros miRNAs responsivos a PAMP.

Para identificar tais proteinas bacterianas, foram liberados efeto-
res de Pst DC3000 individuais (dirigidos pelo promotor forte 35S) em folhas
efr1 mutantes, um mutante no qual o ensaio transitério com Agrobacterium é
facilitado e os niveis de pri-miRNA responsivo a PAMP foram monitorados. A
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liberagao de AvrPtoB reduz significativamente os niveis de pri-miR393a/b e
pri-miR396b sem efeito significativo sobre pri-miR166a insensivel a PAMP
(figura 9C). A Figura 9C mostra que AvrPtoB suprime a acumulagéo de pri-
miRNAs responsivos a PAMP. Plantas mutantes Efr1 foram Agroinfiltradas
em uma OD de 0,4 com 35S::GUSintron, 35S:AvrPtoB e os niveis de pri-
miRNA monitorados por analise RT-PCR semi-quantitativa. Assim, AvrPtoB
inibe potencialmente a expressao de miRNA responsivo a PAMP a nivel
transcricional.

Foi testado posteriormente se a via global de miRNA poderia ser
afetada por efetores de Pst DC3000. Para esse propésito, foram geradas
plantas transgénicas Col-0 que expressam um construto sensor que descre-
ve a atividade de miR171. miR171, quando expresso, silencia um construto
reporter de GFP. Tais plantas transgénicas expressam constitutivamente um
gene repoérter GFP no qual um sitio-alvo de miR171 é adicionado em 3'UTR
do gene GFP (figura 10A). O sitio-alvo de miRNA foi modificado a fim de evi-
tar a transitoriedade do transgene desencadeada por RDR6, como previa-
mente descrito. Como miR171 é bem expresso em folhas, nenhum sinal de
GFP pode ser detectado em condigées de crescimento padronizadas. Folhas
das linhagens sensoras de miR171 foram estimuladas com Pst DC3000 viru-
lenta e Pst DC3000hrcC deficiente em TTS nao-virulenta e os niveis de GFP
foram monitorados durante o decorrer do experimento. Foi encontrado que
Pst DC3000 virulenta, mas ndao Pst DC3000hrcC, restaura a expressao do
gene de GFP 24 horas apo6s a inoculagao (figura 10A). A Figura 10A mostra
como Pst DC3000 restaura a expressao de GFP nas linhagens sensoras de
miR171. Representagdao esquematica do construto sensor de miR171 (painel
superior). Folhas de linhagens sensoras de miR171 foram inoculadas com
"mock” (MgCl,) (painel esquerdo), hreC Pst DC3000 (painel central) e Pst
DC3000 virulenta (painel direito). Fotografias foram feitas 30 horas apés a
inoculagdo (hpi). Nesse ensaio foi usada uma concentragio de 10° unidades
formadoras de coldnia (cfu/ml). ‘Esse resultado indica que algumas proteinas
TTS atuam como supressoras da via de miRNA tanto pela inibigdo da biogé-
nese de miRNA quanto pela inibicdo da atividade de miRNA.
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Exemplo 5
Identificacdo de Proteinas que Suprimem as Vias de miRNA

Para identificar tais fatores bacterianos, 23 genes individuais de
efetor de TTS (dirigidos pelo promotor forte 35S) foram transfectados transi-
toriamente em folhas mutantes de Arabidopsis efr1 (figura 10B). A Figura
10B mostra que a acumulagdo de ambos miR173 e tas255 é parcialmente
prejudicada em folhas que expressam hopN1, H1 e Pto. Os 23 construtos
foram liberados transitoriamente em folhas de Arabidopsis usando transfor-
magao com Agrobacterium e uma analise Northern de baixo peso molecular
foi realizada usando sondas de oligo complementares aos RNAs pequenos
de miR173 e tas255). Os niveis de miR173 e Tas255 enddgenos (que de-
pende da atividade de miR173 para sua biogénese) foram monitorados. Foi
encontrado que trés daquelas proteinas (a cisteina protease HopN1, HopH1
e AvrPto) causaram uma diminuigao significativa nos niveis do estado esta-
cionario de miR173 e Tas255 (figura 10C). A Figura 10C mostra que a acu-
mulagcédo de miR173 e tas255 esta drasticamente prejudicada em folhas que
coexpressam hopN1 e hopH1. Uma liberagao transitéria de construtos que
sUperexpressam hopN1 e hopH1 foi realizada como descrito na Figura 10B.
A analise Northern foi feita como na Figura 10B. Além disso, esses efeitos
foram aditivos depois da coliberagao de HopN1 e HopH1, indicando que es-
sas proteinas interferem, diretamente ou indiretamente, com fatores distintos
do hospedeiro envolvidos no silenciamento de RNA. Ambas as versdes de
HopN1 de tipo selvagem e mutante, a ultima sendo alterada na triade catali-
tica predita de cisteina (C172S, H283A e D299A resgataram a expressao de
GFP quando liberada em plantas efr1 transgénicas que expressam o cons-
truto sensor de miR171 descrito acima (dados ndao mostrados). Todas as
versdes mutantes de HopN1 eram estaveis in planta como ensaiado pela
analise Western (dados nao mostrados).

A Figura 10D mostra que a supressdo desencadeada por
HopN1' de silenciamento de RNA néo necessita da atividade de cisteina pro-
tease. Plantas mutantes efr1 que expressam o construto sensor de miR171
foram agroinfiltradas (OD=0,4) com 35S::GUSintron, 35S::hopN1-HA,
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35S::HopN1 C172S, 35S::HopN1 H283A e os niveis de GFP foram analisa-
dos visualmente sob UV. Isso indica que a atividade de cisteina protease
nao € necessaria para a supressao do silenciamento de RNA. Todas juntas,
as proteinas TTS identificadas suprimem a biogénese de miRNA. Elas sao
assim referidas aqui como "Supressores de silenciamento bacteriano" (Bss).
As sequéncias de nucleotideos (sequéncias codificadoras) das
proteinas Bss que suprimem a biogénese de miRNA sao as seguintes:

>sequéncia codificadora de AvrPtoB

ATGGCGGGTATCAATAGAGCGGGACCATCGGGCGCTTATTTTGTTGGCCACACAGACCCCGAGCCAGTATC
GGGGCAAGCACACGGATCCGGCAGCGGCGCCAGCTCCTCCGAACAGTCCGCAGGTTCAGCCGCGATCCTCGA
ATACTCCCCCGTCGAACECGCCCGCACCGCCGCCAACCGGACGTGAGAGGC TTTCACGATCCACGGCECTG
TCGCGCCAAACCAGGGAGTGGCTCGGACGCACGGTATGCCTACAGCGGAGGATGCCAGCGTGCGTCGTAGGCE
ACAGGTGACTGCCGATGCCGCAACGCCGCGTGCAGAGGCAAGACGCACGCCEGAGGCAACTGCCGATGCCA
GCGCACCGCGTAGAGGGGCGGTTGCACACGCCAACAGTATCGTTICAGCAATTGGTCAGTGAGGGCGCTGAT
ATTTCGCATACTCGTAACATGCTCCGCAATGCAATGAATGGCGACGCAGTCGCTTTTITCTCGAGTAGAACA
GAACATATTTCGCCAGCATTITCCCGAACATGCCCATGCATCGAATCAGCCGAGATTCGGAACTCGCTATCG
AGCTCCGTGGEGGCGCTTICGTCGAGCGGTTCACCAACAGGCGGCGTCAGCGCCAGTGAGGTCGCCTACGCCA
ACACCGGCCAGCCCTGCGGCATCATCATCGGGCAGCAGTCAGCGTICTTTATTTGGACGGTTTGCCCGTTT
GATGGCGCCAAACCAGGGACGGTCGTCGAACACTECCGCCTCTCACGACGCCGGTCGACAGEAGCCCGECAL
GCGTCAACCAAAGACCCATACGCGTCGACAGGGCTGCGATGCGTAATCGTGCCAATGACGAGGCGGACGCC
GCGCTGCGGGGGTTAGTACAACAGGGGGTCAATTTAGAGCACCTGCGCACGGCCCTTGAAAGACATGTAAT
GCAGCGCCTCCCTATCCCCCTCGATATAGGCAGCGCGTTGCAGAATGTGGGAATTAACCCAAGTATCGACT
TGGGGGAAAGCCTTGTGCAACATCCCCTGCTGAAT TTCGAATGTAGCGTTGAATCGCATGC IGGGGCTGCGT
CCCAGCCGCTGAAAGAGCGCCTCGTCCAGCCGTICCCCGTGGCTCCCGCGACCGCCTCCAGGCGACCGGATGG
TACGCGTGCAACACGATTGCGGGTGATGCCGGAGCGGGAGCGATTACGAAAATAATGTGGCTTATGGAGTGC
GCTTGCTTAACCTGAACCCGGGGGTEGGGGTAAGGCAGCGLTGTTGCGGCCTTTGTAACCGACCGGGCTGAG
CGGCCAGCAGTGGTGGCTAATATCCGCEGCAGCCCTGGACCCTATCGCGTCACAATTCAGTCAGCTGCGCAC
AATTTCGAAGGCCGATGCTGAATCTGAAGAGCTGGGTTTTAAGGATGCGGCAGATCATCACACGGATGACG
TGACGCACTGTCTTTTITGGCGGACAATTGTCGCTGAGTAATCCGGATCAGCAGGTGATCGGTTITGECGEGT
AATCCGACGGACACGTCGCACCCTTACAGCCAAGAGGGAAATAAGGACCTGECGTTCATGCGATATGAAAAA
ACTTGCCCAATTCCTCGCAGGCAAGCC TGAGCATCCGATGACCAGAGAAACGC TTAACGCCGAAAATATCG
CCAAGTATGCTTTITAGAATAGTCCCCTGA

>Sequéncia codificadora de HopH1:
ATGATCACTCCGTCTCGATATCCAGGCATCTATATCGCCCCCCTCAGTAACGAACCGACAGCAGCTCACALC
ATTTAAAGAACAAGCAGAGGAAGCACTTCACCATATCAGCGCCGCACCCTCTGGCGATAAGCTATTGCGAA
AAATATCCACTCTTGCCAGTCAAAAACGATAGAAAAGTCACCGCTAAAAGAGATTGAAATAAATAACCAGTGT
TATACCGAAGCIGTICTGAGCAGGAGGCAACTCCARAAGTACGAACCAGAAAACTTTAACGAGAACCGGCA
CATTGCATCACAGCTATCACGAAAGGGGACCTTTACCAAACGTGAAGGAAGCAACGCGATTATTGGCTGCET
CACCAGACAAAGCAAGCATACGCTTAARATCAGAATGCGCTCACCGTTACACCTTGGAATGGATAACGACGALC
AAAATCACGACCCTAGCTCATGAGCTCGTTCATGCTCGACATCTCTTAGGTGGCAGCTCCTTAGCGGATGE
CGGAGATCGCTATAATCCACGTACGGGATCTGGCAAAGAGGAACTTAGGGCCGTTGGATTAGATAAGTACC
GCTATTCACTTACAAAAAAACCGTCAGAGAACTCCATCCGAGCTGAACACGGCCTGCCTCTGCGCATGAAG

TACAGGGCACATCAATAG
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>Sequéncia codificadora de HopN1:

ATGTATATCCAGCAATCTGGCGCCCAATCAGGGGTTGCCGCTAAGACGCAACACGATAAGCCCTCGTCATT
GTCCGEACTCGCCCCCGGTTCETCCGCATCCEGTTICGCCCEGTTTTICATCCCEAAAAGGCGEGCGCCTITTISTICS
CATTGGAGGGGCATGAARGAGGTCTTTITCGATGCGCCCTCITCCTITTTCGTCGGTCGATGCCGCTGATCTT
CCCAGTCCCCAGCAGCTACAACCCCAGCTTICATICGTTCGCGTACCCTGCTACCGGATCTGATGGTCTCTAT
CGCCICATTACGTGACGGCGCCACCCAATACATCAAGACCAGAATCAAGGCTATEGCGGACAACAGCATAG
GCGCGACTGCGAACATCGAAGCCARAAACAAACGATTGCCCAAGAGCACGGCTGTCAGCTTEGTCCACCCGTITT
CACCAGAGCAARATTTCTATTTICAAAAAACTATCGATGATAGAGCGTTTGCTGCTGATTATGGCCGCGLGGS
TGGCGACGGGCACGCTTIGTICTCGGGCTATCAGTARATTGCTGTCAGAGC CETGCARAAGGGCAGTICGGATG
AGGCCTTCTTTCACAAACTGGAGGACTATCAGGGCGATGCATTGCTACCCAGGGTAATGGGCTTCCAGCAT
ATCCGAGCAGCAGGCCTATTCAAACAAGTTGCAGAACGCAGCACCTATGCTTCTGGACACACTTCCCAAGTT
GGGCATGACACTTGGAARAAGGCCTGGGCAGAGCACAGCACGCGCACTATGCGGTTIGCTCTGGARAACCTITG
ATCGCCATCTCAAAGCAGTGTTGCAGCCCEGTAAAGACCAGATCCTITCTIGTTTTTGAGTGATAGCCATGSG
ATGGCTCTGCATCAGGACAGTCAGGGATCTCTGCATTTTTITGATCCTCTTITTGGCGTIGGTTCAGGCAGA
CAGCTTCAGCAACATGAGCCATTTTCTTGCTCGATGCTGT TCAACCGCGACGTAGGTACGCACTGGLGTGGLCA
CCGAGCAACGTICTGCAACTGAGCCAAATGCTCCCCAGAGCAGACTTTCACTTGCGATAR

>Sequéncia codificadora de AvrPto:
ATGGGAAATATATGTGTCGGCGGATCCAGCGATGEGCCCATCAGGTGAACTCCCCAGACCGAGTTAGTAACAA

CTCGGGTGACGAAGATAACGTAACGTCCAGTCAACTGCTGAGCGTCAGACATCAACTTGCGGAGTCTGCTG
GTGTACCAAGAGATCAGCATGAATTITGTITAGTAACCAAGCACCTCAAAGCCTGAGRAATCGCTACAACAAT
CTTTACTCACATACGCAAAGAACACTGGATATGGCGGACATGCAGCATAGGTACATGACGGGAGCGTCAGE
AATCAATCCGGGAATGCTIGCCACATGAGAATGTGCACGATATGCGTAGCGCTATAACTGATTGGAGTGACA
TGCGCGAAGCTCTGCAGTACGCAATGGETATCCATGCCGACATCCCACCGTCTCCAGAGCGATTTGTTGCG
ACTATGAACCCGRACGGATCAATTCGAATGTCAACACTTTCTCCTAGCCCGTACCGTAACTGGCAATGA

As sequéncias de aminoacidos das proteinas Bss que suprimem
a biogénese de miRNA sao as seguintes:

>Sequéncia de aminoacidos de HopPtoB:

MAGINRAGPSGAYFVGHIDPEPVSGQAHGSGSGASSINSPQVQPRPSNTPP SNAPAPPPTGRERLSRSTAL
SRQTREWLEQGMP TAEDASVRRRPQVTADAATPRAEARRTPEATADASAPRRGAVARANS IVCQLVSEGAD
ISHTRNMLRNAMNGDAVAFSRVEQNIFRQHFPNMPMHGISRDSELAISLRGALRRAVHQCAASAPVRSPTP
TPASPAASSSGSSQRSLFGRFARLMAPNQGRSSENTAASCTPVDRSPPRVNQRP IRVDRAAMRNRCGNDEADA
ALRCLVCQOGVNLEHLRTALERHVMQORLPIPLDIGSALQNVGINPSIDLGESLVQHPLLNLNVALNRMLGLR
PSAERAFRFAVPVAPATASRRPDGTRATRLRVMPEREDYENNVAYGVRLLNLNPGVGVRQAVAAFVTDRAE
RPAVVANIRAALDP IASQFSQLRTISKADAESEELGFKCAADHHTDDVTHCLFGGELSLSNPDQQVIGLAG
NPTDTSQPYSQEGNKD LAFTMDMKKLAQF LAGKPEHPMTRETLNAENIAKYAFRIVP

>Sequéncia de aminoacidos de HopH1:
MYIQQSGAQSGVAAKTOHDXPSSLSGLAPGSSPAFARFHPEKAGAFVELEGHEEVEFDARSSFSSVDAADL
PCPEQVQPQLHSLRTLLPDLMVSIASLREDGATQCYIKTRIKAMADNSIGATANIEAXRKIAQERGCQLVHPE
HQSKELFEXTIDDRAFAADYGRAGGDGHACLGLSVNWCQSRAKGQSDEAFFHKLEDYQGDALLPRVMGEQH
IEQQAYSNXKLQONAAPMLLDTLPKLGMTLGKGLGRAQHAHYAVALENLDRDLKAVLQPGKDQMLLFLSDSHA
MALHQDSQGCLHREEDEPLFGVVQADSE SNMSHELADVEKRDVGTHWRGTEQRLQLSEMVPRADFHLR

>Sequéncia de aminoacidos de Hopn1:

MY IQQSGAQSGVAAKTQHDKP SSLSGLAPGSSDAFARFHPEKAGAFVPLEGHEEVFFDARSSEFSSVDAADL
PSPEQVQPQLHSLRTLLPDLMVSIASLRDGATQYIKTRIKAMADNS IGATANIEAKRKIAQEHGCQLVHPF
HQSKFLFEKTIDDRAFAADYGRAGGDGHACLGLSVNWCQSRAKGQSDEAFFHKLEDYQGDALLPRVMGFQH
IEQQAYSNKLONAAPMLLDTLPKLGMTLGKGLGRAQHAHYAVALENLDRDLKAVLQPGKDQMLLFLSDSHA
MALHQDSQGCLHFFDPLFGVVQADSF SNMSHF LADVFKRDVGTHWRGTEQRLQLSEMVPRADFHLR

>Sequéncia de aminoacidos de AvrPto:
MGNZuVGGSRMAHQVNSPDRVSNNSGDEDNVTSSQLLSVRHQLAESAGV?RDQHEFVSNQA?QSLRNRYNN
LYSHTQRTILDMADMQHRYMTIGASGINPGMLPHENVDDMRSAITDWSDMREALQYAMGIHADIPP? SPEREVA
TMNPNGSIRMSTLSPSPYRNWQ

Exemplo 6
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Identificacdo de Proteinas que Suprimem RISC Contendo AGO1

Foi investigado entdo se quaisquer efetores de Pst DC3000 po-
deriam suprimir a fungado de RISC que contém AGO1 como observado com
alguns supressores derivados de virus de silenciamento de RNA. O mesmo
conjunto de 23 efetores de Pto DC3000 foi testado adicionalmente quanto a
possivel interferéncia com as atividades de miRNA. A expressao transitoria
de um ou mais HopT1-1 nao afetou a acumulagdo de miR834, mas aumen-
tou dramaticamente os niveis de seu alvo cognato, a proteina 4 que interage
com COP (CIP4) (figura 11). Em contraste, nem os niveis de miR834 nem os
de CIP4 foram alterados apoés a liberagao transitoria de efetores HopC1, -X1
(figura 11A) nao relacionados de Pto DC3000.

A Figura 11A mostra que a superexpressao de hopT1-1 promo-
ve a acumulagao de mir384-alvo e nao tem efeito significativo sobre os ni-
veis estacionarios de miR834. Folhas erf! mutantes foram agroinfiltradas
com o construto 35S::hopT1-1 (OD=0,4) e os niveis de miR834 assim como
de miR834-alvo (proteina 4 que interage com COP, CIP4) foram monitora-
dos 3 dias apés a infiltragao por analise Northern (painel superior) e andlise
Western (painel inferior), respectivamente.

Esses resultados sugerem que Hde1-1 age a jusante da bio-
génese de miRNA, potencialmente pela inibigdo de RISC direcionado a A-
GO1, que é recrutada pela maioria dos miRNAs de planta.

Para testar essa hipétese, foi usada a linhagem repérter SUC-
SUL (SS)'®, na qual a expressdo especifica em floema de um transgene
repetido invertido desencadeia um RNAIi autdnomo nao-celular do transcrito
de SULPHUR (SUL) endégeno, resultando em um fenétipo clorético que se
expande além da vasculatura (figura 11B). A Figura 11B mostra que um ale-
lo fraco de ago? suprime o silenciamento artificial sem efeito significativo
sobre os niveis estacionarios de siRNAs com 21-24 nt. A mutagdo de Ago7-
12 suprime o silenciamento artificial ativado por uma forma de grampo artifi-
cial, atingindo o "sulphure" endégeno (SUL) e direcionado pelo promotor es-
pecifico para floema (SUC2). Ago1-12 suprime o fenétipo de nervura cloréti-
ca desencadeado pelo transgene SUC-SUL (painel superior). A mutagéo de
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Ago1-12 nao interfere significativamente com a acumulagao de siRNA de 21-
24 nt como ensaiado pela andlise Northern (painel inferior). Das espécies de
siRNA de SUL com 21 nt (dependente de DCL4) e 24 nt (dependente de
DCL3), apenas o primeiro & necessario para RNAi em uma maneira estrita-
mente dependente de AGO1. |

O construto 35S::HopT1-1 foi transformado em SUC-SUL e du-
as linhagens T2 independentes foram selecionadas, mostrando acumulagao
de mRNA de HopT1 moderada (#4) e acentuada (#22) (figura 11C). A Figura
11C mostra que a superexpressao de HopT1-1 suprime o fenétipo SUC-SUL
sem efeito significativo nem sobre a acumulagao de siRNA de 21-24 nr nem
sobre a de miRNA endégeno. Supressao do fenotipo de nervura clorética
ativada pelo transgene SUC-SUL (painel superior). Northern com baixo peso
molecular sobre 21-24 SUL siRNA (painel central e direito). RT-PCR sobre
MRNA de HopT1 (painel central e esquerdo), LMW Northern de um subcon-
junto de miRNAs endbégenos (painel inferior). Ambas as linhagens exibiram
pouca ou nenhuma clorose e acumularam niveis maiores de mRNA de SUL.
Entretanto, a acumulagao de siRNAs de SUL permaneceu inalterada, mime-
tizando os efeitos da mutagao de ago7-72 em plantas SUC-SUL. Também
como em mutantes ago7-12, os niveis de varios miRNAs candnicos estavam
normais em linhagens que expressam HopT1-1 apesar da grande acumula-
cao de seus transcritos-alvo.

A Figura 11D mostra a representagao esquematica que descre-
ve o efeito esperado de uma perturbagido de uma fungao RISC™RNA A Figu-
ra 11E mostra que a superexpressao de hopT1-1 promove a acumulagao do
alvo de miR834 (CIP4) sem efeito sobre a acumulagdao de miR384. Resulta-
dos da analise Western usando um anticorpo anti-CIP4. Figura 11F mostra
que a superexpressao de hopT1-1 promove o acimulo de alvos de miRNA.
Um subconjunto de alvos de miRNA esta mais elevado em duas linhagens
transgénicas independentes que superexpressam hopT1-1 (painel esquer-
do). O mesmo subconjunto de alvos de miRNA esta mais elevado em mutan-
tes ago1-11 e ago1-12 (painel direito). Coletivamente esses resultados indi-

cam que HopT1-1 provavelmente interfere com a fungdo de AGO1-RISC,
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resultando na supressao de miRNA, assim como das atividades de siRNA.

Foram obtidos resultados similares quando foi superexpressos o
efetor hopY1 na linhagem reporter de silenciamento SUC-SUL (figura 12),
exceto que um discreto aumento nos niveis de 21-24 nt SUL siRNA assim
como de miRNAs endégenos foi observado nesse caso particular. Linhagens
que superexpressam HopY1 exibiram um aumento significativo na acumula-
¢ao de varios alvos de miRNA (figura 12). A Figura 1C mostra que a super-
expressao de hopY1 aumenta discretamente a acumulagao de alguns miR-
NAs endbgenos. Entretanto, apesar de seu efeito sobre a atividade de miR-
NA, HopY1 nao induziu uma alteragao drastica do desenvolvimento (figura
12A). A Figura 12A mostra que a superexpressao de HopY1 reduz o fenétipo
de nervura clorética ativado pelo transgene SUC-SUL. A Figura 12B mostra
que a superexpressao de HopY1 aumenta discretamente a acumulagao de
21-24 nt SUL siRNAs. A Figura 12D mostra que a superexpressao de HopY'1
promove a acumulagdo de um subconjunto de alvos de miRNA assim como
de mRNA de SUL.

As sequéncias de nucleotideos que codificam as proteinas Bss
que interferem com a funcao de RISC™RMA s30 as seguintes:

>Sequéncia codificadora de HopT1-1:

ATGATGAAAACAGTCAGCAATCACTCGATACCCAGTACARATCTCGTCGTEGATCCGGGAACCGGAAACTTC
GGCGCRGAAATCCCAGCCGGTTTGCAGCGAAATCCAGCGTAACAGCAAGATCGAAAAAGCAGTCATCGAAC
ACATIGCCGACCACCCGGETAGCGARAATCACAATAAGTCGCGCTGGTTGACACGTTGACAGACCTITTIGIC
AGGGLTCATGCGGAGGTTAAGGGGTGGGCCCAAATCGTCCAGGCAGTCTCTCCGCCCTCATGACAGTAATCG
ACACCGCAGTGGAGTGCTCACCCCCGCGCTITGATGTAATGGGCAGTGTIGETTGCAATGCGECAGCTATCC
GGGCCACCAGTCGCCICGEGACGCTTCGACAGAAAGGTACACTGTTCACTAACCTIATGCTCAGTAACARC
TTTAAACATTITGCTTAAACGAGTGGTTAACGATCCAGCCTTGCAGCAAAAGCTCGACGGTGGGTTAGACCT
CAACTATCTGAAGGCTTGTCGAAGGCGATC TITATGTCATGTCAGCGTGGGCTCGCACGGGCTAGCGAAAGTC
GTGAACAAATTGGCAAAGCCCGGTATGAAACGGCATCARRTCTTAGCCAGACCCTGATCAGTGCACGIGAG
TIGGCTTTTCATCGTCACAATCCGGTTAATCATCCGTCTGCCCAAACGAARGCTGCGCTTCGATAAGGGTTT
GCCTGAGGAATCTGATCTECAGGTTCTGACGAGGCCATGGCAGCAGTGTATGCGAGTGTARAACCGGGCAGCG
ATTTCGCAAAGCGTGCTGRAAGTTICTCGAAAGCCTATTATCGCCGGCCCGTCCGETACCGCTTCGCGCATG
GTCGCTGTTGCGCGTTITICTEGCACCCGCTTGTTTGAAAARGCUTGGGTATTGAGAGTGAGCAGAACCTGAA
AGAGCTTGTGCGGTATGCCTECTATGCCTATTTCGGTCACGACAGCCACCATTCGATGCTTCGAAGTGAATC
TTGGTIGTCGCTTCCCATGGAATGCCGGRAACAATGGGACGACACGCTTTATARCGAGCCTTTCAGTAATTCA
ATTAAAGGTCGCGGGTTTGGTATAGACAATCTCGCGCATAGGCAAGTCGTCAGGCAGGCGGCTCAAAAGTC

ATGA
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>Sequéncia codificadora de HopY'1:

ATGAACATTACGCCGCTCACGTCAGCCGCEGECAAGGGCTCCTCCGCACAAGGCACAGACARAATTITCCAT
TCCCAACTCCACGCGCATGATCAATGCCGCTTCAATCAAGTGGTTCAATAAGGTGCGCTAGCGCCATCAGTG
ACCACATCCGCACCAGCATCGAGAAAGGGAAACTGTTCGAGCTCGCCTCCTTIGGGCAGCAACATGTTICGGT
GTCCCGCCTCTTTCAGCCLGLCCCTCGACCGCTCCAACCTETGTTIGGCGTTTCGAGGSTGACCCCAATCACGA
CCTGAACCTTGTCAGGCTCTATATGCAGGACAGCGCCGGTAAGC TCACTCCCTGGGACCCGACGCCCAALG
CGGTCACGACGACGTCCGAATCCATCAGAGCCTGATGCCGCAGAGCGATACGGCTTCGTCATCATTACCTICGE
CGGCCTICCCGCAGGCTICGGTGCTGAGTITGCTGGGCATTGCGCTGCATCACGCGCAACGCCACAGICCTCG
CGCCGACAGGTCTGCCAAGGGACCGACCTGCCCCAGAGGAGAGGAACGGCGCAACGTTCAATGCCAAGCAAA
CARAGCCGACAGAGGCTGAAGCCTACGGTGATCATCAGACACCCAATCCTGATTTGCACAGGCAAAANGAG
ACAGCTCAACGCGTTGCTGAAAGCATCAACAGCATGCGAGAGCAGCAAAATGGAATGCAACGCGCCGAAGE
GCTTCTCAGAGCCAARAGRAGCGTTGCAAGCTCGGGAAGCCCCGUGCAAGCAGCTTCTGGACGTGCTCGAGG
CCATCCAGGCTGGCCGTGAAGACTCCACCCACAAGAAGATCAGCGCCACTGAAAAGAACGCCACGGGCATC
AACTACCAGTIGA

As sequéncias de aminoacidos das proteinas Bss que interferem

cYmRNA

com a funcao de RIS séo as seguintes:

>Sequéncia de aminoacidos de HopT1-1:

MMKTVSNHSIPSTNLVVDAGIETSAQKIQPVCSEIQRNSKIEKAVIEHIADHPAAKMTIISALVDTLTDVEV
RAHGEVKGWAEIVQAVSRPHDSMRHGSGVLIPREDVMGSVGWNAAAIRATSRVGTLREKGTLE TNLMLSNN
FKHLLKRVVNDPALQQKLDGGLDLNYLKACEGDLYVMSGWAARASESREQIGKARYETASNLSQTLIZARE
LAFHRHNPVNHPSAQTKVGFDKGLPEEZ3DLQVLRGHGSSVWSVKPGSDFAXRAEVIGKP I IAGPSGTASRM
VAVARFLAPACLKSLGIESEQNLKELVRYACYAYSGOD SHHSMLEVNLGVASHCGMPEQWDDTLYNEPFENS
IKGRGFGIDNLAHRQVVRQAAQKS

>Sequéncia de aminoacidos de HopY1:

MNITPLTSAAGKGS3AQGTDKISIPNSTRMINAASIKWLNKVRSAISDHIRTS IEKGKLFELASLGSNMFG
VPALSARP STLQPVLAFEADPNHDLNLVRVYMODSAGKLTEWDP TPNAVTTTSNE SEPDAQSDTASSSLPR
RPPAGSVLSLLGIALDHAQRHSPRADRSAKGRPGREERNGARFNAKQTKP TEAEAYGDHQTPNPDLHRQKE
TAQRVAESINSMRECONGMORAEGLLRAKEALGAREAARKQLLDVLEATQAGREDSTDXKKISATEKNATGT
NYQ

Exemplo 7
Identificacdo de Proteinas que Suprimem a Inibicao Traducional de miRNA

Foi investigado finalmente se proteinas efetoras bacterianas po-
deriam suprimir‘a inibicdo traducional dirigida por miRNA, um fenémeno
bem-caracterizado em animais mas também eficaz em plantas. Para esse
propésito, foi liberado transitoriamente o0 mesmo conjunto de efetores de Pst
DC3000 nas folhas mutantes efr1 e foram rastreados os efetores que pode-
riam intensificar a acumulagao de proteina de alvos de miRNA sem um im-
pacto significativo nem sobre os niveis de alvo de mRNA nem sobre os ni-
veis de miRNA maduro. Entre o subconjunto de efetores testados, a mono-
ADP ribosiltransferase HopU1 preencheu esses critérios ja que ela induz
niveis elevados de proteina alvo de miR398:Superoxido dismutase 1 (CDS1)
e 2 (CDS2), sem efeito significativo sobre a acumulagéo dos niveis de mR-
NA de CDS1/2 ou dos niveis de miR398 (dados ndo mostrados). Além disso,



10

15

20

25

30

56

a liberagao de HopU1 no mutante efr1 que expressa o construto sensor de
miR171 restaurou uma grande acumulagao de proteina GFP mas nao alte-
rou os niveis de miRNA de GFP, indicando que HopU1 interfere de fato com
a inibicao traducional dirigida por miRNA (figura 13A/B e dados ndo mostra-
dos). A Figura 13A mostra que a superexpressidao de HopU1, mas nao da
versao mutante HopU1DD, restaura a expressdao de GFP em plantas efr1
que expressam os construtos sensores de miR171. Plantas com Sensor (e-
fr1) de miR171 foram Agroinfiltradas (OD=0,4) com os construtos
35S::GUSintron, 35S::HopU1 e 35S::HopU1DD e os niveis de GFP analisa-
dos visualmente sob UV. A Figura 13B mostra a analise Western usando
anticorpo anti-GFP. Significativamente, nenhum resgate de expressao de
GFP nem do alvo CSD2 de miR398 endégeno foi observado quando foi libe-
rada transitoriamente uma versdao mutante de HopU1 que abole a atividade
da ADP-ribosiltransferase. Isso indica que a atividade de ADP-
ribosiltransferase é necessaria para a supressao de silenciamento de RNA
ativada por HopU1.

Para adicionalmente investigar se HopU1 interfere na inibigao
traducional dirigida por um siRNA putativo, o construto 35S::HopU1 foi trans-
formado na linhagem de referencia SUC-SUL e selecionamos linhagens
transgénicas T2 que expressam niveis elevados de proteinas hopU1. A ex-
pressdao de HopU1 nessas linhagens transgénicas estaveis diminuiu discre-
tamente os niveis de 21-24 SUL siRNA, mas nao afetou os niveis de mRNA
de SUL. Figura 13C mostra plantas SUC-SUL que expressam HopU1. Figura
13 D mostra a analise LMW Northern. Entretanto, uma reducao significativa
no fenétipo da nervura clorética foi observada, o que é diagndstico de niveis
elevados de proteina SUL. A analise Western usando um anticorpo anti-
CSD2 sugere que 'HopU1 interfere adicionalmente com a inibigao da tradu-
cao dirigida por siRNA. Figura 13E mostra gqRT-PCR de SUL mRNA.

A sequéncia de nucleotideos que codifica a proteina Bss que in-

terfere com a inibigao traducional mediada por miRNA é a seguinte:
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>Sequéncia codificadora de HopU1:

ATCGAATATAAATCGACAACTGCCTGTATCAGGCTCCEGAGCGATTGTTGACTCCCGACGTGGECGTATCTCG
CCAGGCTTGCITCCGAAAGGCATTATTCTACTGGACAGGATCGGCATGATTTTTACCGTTTTGCTGCCAGGC
TACATCTGGATGCGCAGTGTTTTGCTC TGTCAATAGACGATTTGATGGATAAGTTTTCTGACAAGCACTTC
AGGGCTGAGCATCCTGAATACAGGGATGTCTATCCGGAGCAATGTICTGCCATTTATATGCATACCGCTCA
AGACTATTCTAGTCACCTCGTAAGGGCCGAAATAGGAACGCCCGCTGCTACCCAGAGGTCAATAATTATCTTC
GACTTCAACATGAGARATTCTGCGCGAGAAGC TGARATTGATAATCACGACGAAAAGC TATCGCCTCACATA
AARATGCTTTCATCTGCGCTTAATCGTITAATGGATGTCCCCGCTTTTAGAGGAACGGTTTATAGAGGCAT
TCGCGGTGATITAGATACCATTGCTCGCCTCTACCATCTATICGATACGGGCGGCCGGTACGTAGAGCCCG
CTTTICATGAGTACAACTCGAATAAAGGACAGTGCCCAGGTGTTTGAGCCAGGCACGCCAAACAACATAGCT
TTCCAGATAAGCCTAAARAGAGGCGECCGACATTTCGGGATCTICCCAAGCGCCCTCAGAGGAAGARATCAT
GCTACCCATGATGAGTGAGTTCGTCATTGAACATGCATCCCCTICTTTCCGAAGGAAAGCATTTATTTGTAT
TAAGTCAGATTTGA

A sequénbia de aminoacidos da proteina Bss que interfere com
a inibicao traducional mediada por miRNA é a seguinte:

>Sequéncia de aminoacidos de HopU1:

MNINRQLPVSGSERLLTPDVGVSROQACSERHY STGQDRHDF YREAARLHVDAQCFGLSIDDLMDKE SDKHF
RAEHPEYRDVYPEECSAIYMHTAQDYSSHLVRGEIGTPLYREVNNYLRLOQHENSGREAE IDNHDEKLSPHT
KML3SALNRLMDVAAFRGTVYRGIRGDLDTIARLYHLFDTGGRYVEPAFMSTTRIKDSAQVFEPGTPNNIA
FQISLXKRGADISGSSCAPSEEEIMLEMMSEFVIEHASALSEGKHLEVLEQI

Proteinas Bss mutadas em residuos-chave que nao perturbam a
supressao do silenciamento de RNA serao particularmente Uteis ja que elas
néo sao reconhecidas pelas proteinas de resisténcia (R) da planta e, portan-
to, ndo devem induzir a morte celular programada classica mediada por R
(que é geralmente prejudicial a planta). Exemplos incluem versdes de
HopN1 que sao mutadas nas triades cataliticas preditas de cisteina protease
e que ainda retém sua habilidade de suprimir o silenciamento de RNA (figura
10C). Essas versdes mutantes podem estar comprometidas no reconheci-
mento do gene R e ainda suprimir o silenciamento de RNA em diferentes
espécies de planta. O método descrito aqui permite, assim, a geragao de
versées mutadas de proteinas Bss a fim de desacoplar a supresséo de si-
lenciamento de RNA do reconhecimento do gene R.

Bss identificadas de acordo com essa invengdo também sao
proteinas Uteis para identificar componentes de planta e de animal envolvi-
dos na biogénese e/ou atividade de miRNA. Como um exemplo, a mono-
ADP-ribosiltransferase HopU1 discutida acima foi mostrada, recentemente,
interagir diretamente com as proteinas que se ligam a RNA ricas em glicina,
AtGRP7 e AtGRP8. A ADP-ribosilagdo de GRP7 por HopU1 ocorre sobre
dois residuos conservados de arginina localizados no dominio de reconhe-
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cimento de RNA de GRP7 e provavelmente perturba sua habilidade de se
ligar a RNA. Como a atividade de HopU1 ADP-ribosiltransferase é necessa-
ria para sua atividade de supressao de silenciamento de RNA, foi antecipado
que AtGRP7 e AtGRP8 sao novos fatores envolvidos na inibigdo traducional
dirigida por miRNA e siRNA. A Figura 13 mostra que a superexpressao de
HopU1, mas ndo da versdao mutante HopU1DD, restaura a expressao de
GFP em plantas efr1 que expressam construtos sensores de miR171. Outras
proteinas Bss também interagirdo diretamente e perturbardo componentes
do hospedeiro envolvidos no silenciamento de RNA e podem, portanto, ser
usadas como sondas moleculares para identificar fatores que silenciam RNA
ou seus reguladores, em ambos os sistemas de planta e de animal.

As sequéncias codificadoras dos novos componentes putativos

de silenciamento de RNA de Arabidopsis thaliana s&o as seguintes:

>Sequéncia codificadora de AtGRP7 (At2g21660)

ATGGCGTCCGGTGATGTTGAGTATCGGTGCTTCGTTGCGAGGTCTAGCATGGGCCACTGATGACAGAGCTCT
TGAGACTGCCTTCGCTCAATACGGCGACGTTATTGATTCCAAGATCATTAACGATCGTCAGACTGGAAGAT
CRAAGGGGATICGGATTICGTCACCTTCAAGGATGAGAAAGCCATGAAGGATGCGAT TGAGGGAATGAACGGA
CAAGATCTCGATGGCCGTAGCATCACTGTTAACGAGGCTCAGTCACGAGGAAGCGGTGGCGGCGGAGGCCA
CCGTGGAGGTGGTGGLGETGEATACCGCAGCGGCSCTGGTGGAGGTTACTCCGGTGGAGGTGGTAGCTACG
GAGGTGGCGGCGGTAGACGCGAGGCTGGAGCGAGCATACAGCGCCGGCGGCGGCGGTTACTCCTCAAGAGGT
GGTCGTGGCGGAAGCTACCGTGGTCGAAGACGTGAGGGACGAGCAGGATACGETGGTGETGAAGGAGGAGS
TTACGGAGGAAGCGGIGGTGGTGGAGGATGGTAA

>Sequéncia codificadora de AtGRP8 (At4939260)

ATGTCTGAAGTTGAGTACCGGTGCTTTGTCGGCGGCCTTGCCTGGGCCACCAATGATGAAGATCTTCAAAG
GACGTTCTCACAGTTCGGCGACGTTATCGATTCTAAGATCATTAACGACCGCGAGAGTGGAAGATCAAGGE
GATTCGGATTCGTCACCTTCAAGGACGAGARAGCCATGAGGGATGCGATTGAAGAGATCAACCGGTAAACGAL
CTCGATGGACGTGTCATCACCGTGAACGAGGCTCAGTCGAGAGETAGCGGCGGTGGCGCGAGGAGGLCETGE
TGCCAAGCCGTCGETGETTACCGCAGCGGAGGCGETGGTGCGATACTCAGGAGGCGGTGGCEGCGEATACTCAG
GAGGAGGCGGTGSTGCGTTACGAGAGACGTAGCGGAGGTTACGCGATCTGGTGGAGGLGETGCTGGCCGAGGA
TACCGCTGCCTGGTCCGACGCCGTGAGGGAGGTCCCTACGCAGGCGETGATGGTGCAAGTTACCGAGGLEGTIGE

TGGCGGCTGGTAA
As sequéncias de aminoacidos dos novos componentes putati-

vos de silenciamento de RNA de Arabidopsis sao as seguintes:

>Sequéncia de aminoacidos de AtGRP7

MASGDVEYRCFVGGLAWATDDRALETAFAQYGDVIDSKIINDRETGRSRGE GEVIFKDEKAMKDAIEGMNG
ODLDGRSITVNEAQSRGSGGCGCHRGGGCGEYRSGEGGGYSGGECSYGGGGGRREGGGGY SGGGGGYSSRG
GGGGSYGGGRRECGCGYGGGEGGGYGGSGEEGGHW

>Sequéncia de aminoacidos de AtGRP8

MSEVEYRCFVGGLAWATNDEDLQRTF SQFGDVIDSKI INDRESGRSRGE GFVTFKDEKAMRDAIEEMNGKE
LDGRVITVNEAQSRGSCGGGECRGGSGEGYRSGGGEGY SGGGGEEY SGGGGGGYERRSGGYESCCCGGERE
YGGGGRREGCGGYGGGDGGSYGGGECGH

Pesquisa de homologia em animais revelou varios ortdlogos
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possiveis de AtGRP8 em seres humanos, sugerindo que um ou varios des-
ses ortélogos podem estar envolvidos na execugao ou regulagao de fungtes
dirigidas por miRNA em animais. Portanto, Bss de planta e de animal tam-
bém sao ferramentas valiosas para descobrir novos componentes de silenci-
amento de RNA em uma ampla faixa de organismos.

As varias proteinas humanas com homologia com AtGRP8 estao
listadas abaixo:
>HsCIRBP gi|l4502847|ref|[NP_001271.1|proteina de ligacdo a RNA induzivel

pelo frio [Homo sapiens]

MASDEGKLEFVGGLSFDTNEQSLEQVE SKYGQISEVVVVXDRETQRSRGFGEVIFENIDDAKDAMMAMNGK S
VEGRQIRVDQAGK SSDNRSRGYRGGSAGGRGFFRGGRGRERGF SRGEGDRGYGGNRF ZSRSGGYEGSRDYY
SORESQSGGYSDRSSGGSYRDSYDSYATHNE

>HsCIRP CDS:

ATGGCATCAGATGAAGGCAAACTTITTGTTGGAGGGCTGAGTITTGACACCAATGAGCAGTCGCTGGAGCA
GGTCTICTCAAAGTACGGACAGATCTCTGAAGTGGTGGTTGTGAAAGACAGGGAGACCCAGAGATCTCGGE
GATTTGGGTTTIGTCACCTTTGAGAACATTGACGACGCTAAGGATGCCATGATGGCCATGAATGGGAAGTCT
GTAGATGGACGGCAGATCCGAGTAGACCAGGCAGGCAAGTCGTCAGACAACCGATCCCETGGGTACCGTIGE
TGGCTCTGCLGGGGGCCEGEGCTTCTTCCECTGGCGGCCGAGGACGGGGCCECTGGGTTCTCTAGAGGAGGAG
GGGACCGAGGCTATGGGGGGAACCGGTTCGAGTCCAGGAGTGGGGGCTACGGAGGCTCCAGAGACTACTAT

AGCAGCCGGAGTCAGAGTGGTGGCTACAGTGACCGGAGCTCGGGCGGGTCCTACAGAGACAGTTACGACAG
TTACGCTACACAC AACGRAGTARA

>HsRBP3 qi|5803137|ref|[NP___006734.1|proteina_3 do motivo de ligacdo a

RNA [Homo sapiens]

MSSEEGXLFVGGLNEFNTDEQALEDLHF SSFGPISEVVVVKDRETQRSRGFGF ITF TNPEHASVAMRAMNGE S
LDGRQIRVDHAGK SARGTRGGGFGAHGRGRI3YSRGCEGDQGYGSGRYYDSRPGGYGYGYGRSREDYNGRNQGG
YDRYSGGNYRDNYDN

>HsRBP3 CDS:
ATGTCCTCTGAAGAAGGRAAGCTCITCGTGGGAGGGCTCAACTTTAACACCGACGAGCAGGCACTGGAAGA
CCACTTCAGCAGTTTCGCACCTATCTCTCGAGGTGGTCGTTGTCAAGGACCGGGAGACTCAGCGGTCCAGGG
GTITTGGTTTCATCACCTITCACCAACCCAGAGCATGCTICAGTTIGCCATGAGAGCCATGAACGGAGAGTCT
CIGGATGGTCGTICAGATCCCIGTGCATCATGCAGGCAAGTCTGCTCGGGGAACCAGAGGAGGTGGCTTTGE
GGCCCATGGGCGTGGTCCGCAGCTACTCTAGAGGTGCETGGGGACCAGGGCTATGGGAGTGGCAGGTATTATC
ACAGTCGACCTGCAGCEGTATGCATATCCATATGCACGTTCCAGAGACTATAATGGCAGAAACCAGGGTGGT
TATGACCGCTACTCAGCAGGAAATTACAGAGACAATTATGACAACTIGA

>HsRBPX gi|89059830]ref|[XP_933552.1|PREDITA:similar a proteina do mo-
tivo de ligacdo a RNA, ligada a X [Homo sapiens]

MGEADRLGKFF IGGLNTETNKKALEAVE GKYGQIVEVHLMKDCETNKSRGFAT ITFERPADAKDAARDMNG
KSLDGKAIKVEQATKPSFESGRRGPPPPPRSRGPPRVLRGGRGGSGGTREPPSRGGHMDDWWIEHEF

>HsRBPX CDS:
ATGGGTGAAGCAGATCGCCTAGGAAAGTTTTTCATTGGTGGGCTTAATACGGARACAAATARGAAAGCTCT
TGAAGCAGTATTTGGCARATATGGACARATAGTGGAAGTACACTTGATGAAAGACTGTGAAACCAACAAAT
CAAGAGGATTTGCTTTTATCACCTTTGAAAGACCAGCAGACGCTAAGGATGCAGCCAGAGACATGAATGGA
AAGTCATTAGATGGAAAAGCCATCAAGGTGGAACAAGCCACCAAACCGTCATTTGAAAGTGGTAGACGTGG
ACCGCCTCCACCTCCAAGAAGTAGAGGCCCTCCAAGAGTITCTTAGAGGTGGAAGAGGAGGAAGTGGAGGAR
CCAGGGAACCTCCCTCACGGGGAGGACACATGGATCGACTGGTGGATATICCATGAATTITTAA
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REIVINDICAGOES

1. Método para modular a via de miRNA em plantas e animais,
cujo método compreende:

- introduzir em uma planta ou animal um construto de acido nu-
cleico que compreende um promotor responsivo constitutivo ou de patégeno
operativamente ligado a uma sequéncia de miRNA primario (pri-miRNA) res-
ponsivo a um padrao molecular associado a um patégeno (PAMP) ou uma
sequéncia que codifique uma proteina envolvida na biogénese ou atividade
de miRNA.

2. Método de acordo com a reivindicacdo 1, em que o dito pri-
miRNA ou a dita proteina envolvida na biogénese ou atividade de miRNA
aumenta a resisténcia ao patégeno apés a expresséo na dita planta ou ani-
mal.

3. Método de acordo com a reivindicagdao 1, em que o dito pri-
miRNA é selecionado a partir daqueles da Tabela 2.

4. Método de acordo com a reivindicagdao 3, em que o dito pri-
miRNA é diferente de miR393.

5. Método de acordo com a reivindicagédo 1 ou 2, em que a dita
proteina envolvida na biogénese ou atividade de miRNA é selecionada do
conjunto que consiste em DCL1, AGO1, SERRATE e HEN1.

6. Planta ou animal ndo-humano preparado pelo método como
definido em quaisquer das reivindicagées 1 a 5.

7. Construto de acido nucleico como definido em quaisquer das
reivindicagdes 1 a 5.

8. Método para identificar compostos Uteis na modulagdo seleti-
va da via de miRNA em plantas e animais, cujo método compreende:

- expor a planta ou animal ou células de uma planta ou animal
que tenham sido modificados para conter um sistema de expressao que
compreende sequéncias de controle para expressdo de um componente da
via de miRNA operativamente ligado a uma sequéncia repérter em que a dita
planta, animal ou células contenham opcionalmente também um desenca-
deador da expressao do componente da dita via de miRNA a um candidato a
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composto, e

- detectar a presen¢a ou auséncia de expressao da sequéncia
reporter,

através do que um composto que efetue a expressdo da se-
quéncia reporter é identificado como um composto ttil na modulagao seletiva
da via de miRNA em plantas e animais.

9. Método para identificar um gene atil na modulagao seletiva da
via de miRNA em plantas e animais, cujo método compreende:

- mutagenizar uma planta ou animal ou células de uma planta ou
animal que tenham sido modificados para conter um sistema de expressao
compreendendo sequéncias de controle associadas com a expresséo de um
componente da via de miRNA operativamente ligado a uma sequéncia repo6r-
ter, em que a dita planta, animal ou células contenham também, opcional-
mente, um desencadeador da dita expressdo de componente da via de
miRNA, e

- detectar o nivel de expressao da sequéncia reporter,

através do que um mutante que efetue a expressdo aumentada
da sequéncia reporter € identificado como contendo uma mutagéo de gene
atil na modulacdo seletiva da via de miRNA em plantas e animais, identifi-
cando o gene mutante.

10. Método para identificar compostos uteis na modulagao sele-
tiva da via de miRNA em plantas e animais, cujo método compreende:

- expor uma planta ou animal ou células de uma planta ou um
animal que tenham sido modificados para conter um sistema de expressao
constitutivo para uma sequéncia repérter que pode ser silenciada por um
miRNA, em que a dita planta, animal ou células contenham também, opcio-
nalmente, um desencadeador da expressdo do componente da dita via de
miRNA para um candidato a composto e,

- detectar o nivel de expressao da sequéncia reporter,

através do que um composto que diminua o nivel de expressao
da sequéncia reporter € identificado como um composto atil na modulagéo

seletiva da via de miRNA em plantas e animais.
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11. Método para identificar um gene util na modulagao seletiva
da via de miRNA em plantas e animais, cujo método compreende:

- mutagenizar uma planta ou animal ou células de uma planta ou
animal que tenham sido modificados para conter uma expressao constitutiva
para uma sequéncia repérter que pode ser silenciada pelo miRNA, em que a
dita planta, animal ou células contenham também, opcionalmente, um de-
sencadeador da dita expressdo do componente da via de miRNA a um can-
didato a compos_to, e

- detectar o nivel de expressao da sequéncia reporter,

através do que um composto que diminua o nivel de expressao
da sequéncia reporter é identificado como um composto util na modulagao
seletiva da via de miRNA em plantas e animais.

12. Método para identificar precursores de miRNA (pri-miRNA)
responsivos a PAMP, cujo método compreende:

- isolar o RNA total do dito hospedeiro, e

- selecionar o RNA do RNA total isolado de um hospedeiro modi-
ficado para conter uma proteina que induza uma resposta de PAMP que é
expressa em niveis elevados no dito hospedeiro quando comparado com um
hospedeiro que nao tenha sido exposto a dita proteina e que hibridiza com
complementos de sequéncias a montante das estruturas "stem loop" no ge-

noma.
13. Pri-miRNA isolado responsivo a PAMP identificado de acor-

do com 0 método como definido na reivindicagéo 12.

14. Pri-miRNA isolado responsivo a PAMP de acordo com a rei-
vindicagao 13, que esta descrito na Tabela 2.

15. Pri-miRNA isolado responsivo a PAMP da reivindicagado 14
que é diferente de miR393.

16. Método para conferir resisténcia aumentada a patégeno em
uma planta ou animal ou célula de planta ou animal, que compreende modi-
ficar a dita planta ou animal ou célula de planta ou animal para efetuar a ex-
pressdo do pri-miRNA responsivo a PAMP como definido em quaisquer das

reivindicagdes 12 a 15.
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17. Método de acordo com a reivindicagao 16, em que o dito pri-
miRNA é expresso sob o controle operativo de um promotor que é ativado
pela exposi¢do de uma planta ou animal ou célula de planta ou animal a um
patdgeno.

18. Método de acordo com a reivindicagao 17, em que o dito
promotor é selecionado entre o promotor WRKY6 e o promotor PR1 ou outro
promotor responsivo a patoégeno incluindo o promotor de miRNA responsivo
a PAMP.

19. Método de acordo com a reivindicagdo 18, em que um ou
mais elementos reguladores cis-atuantes estdo dispostos a montante, ou
incorporados dentro, do dito promotor e da sequéncia que expressa miRNA.

20. Método de acordo com a reivindicagdo 19, em que o dito e-
lemento regulador cis-atuante & selecionado do conjunto que consiste em
uma W Box, um elemento AuxRE, um elemento RY, um elemento FIM, mul-
tiplos desses elementos e combinagdes dos mesmos.

21. Supressor de silenciamento bacteriano identificado pelo mé-
todo aqui descrito.

22. Supressor de silenciamento bacteriano de acordo com a rei-
vindicagcdo 21, selecionado do conjunto que consiste em AvrPtoB, AvrPto,
HopN1, HopH1, HopU1, HopT1-1 e HopY1.

23. Método para modular seletivamente a expressao de miRNA

em uma célula, o qual compreende contatar a dita célula com o supressor de

- silenciamento bacteriano como definido na reivindicagao 21 ou 22, ou um

sistema de expressao para isso.

24. Método para produzir uma proteina desejada em células
hospedeiras recombinantes, cujo método compreende cultivar as células que
tenham sido modificadas para expressar um supressor de silenciamento
bacteriano (Bss) e expressar um construto de acido nucleico para expressao
de uma sequéncia de nucleotideos que codifica a proteina desejada.

25. Método de acordo com a reivindicagao 24, em que as células
hospedeiras recombinantes sao células de planta.

26. Método de acordo com a reivindicagdo 24 ou 25, em que Bss
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e a proteina desejada sao expressas como uma proteina de fusao.

27. Sistema de expressdo recombinante, o qual compreende
uma sequéncia de nucleotideos que codifica uma proteina de fusdo compos-
ta por um supressor de silenciamento bacteriano (Bss) e uma proteina dese-
jada operativamente ligada a sequéncias de controle que realizam sua ex-
pressao nas células hospedeiras recombinantes.

28. Sistema de expressao de acordo com a reivindicagédo 27, em
que as ditas sequéncias de controle sdo operaveis em células de planta.

_ 29. Sistema de expressao de acordo com a reivindicagao 26 ou
27, em que a proteina desejada é uma proteina que é terapeuticamente efi-
caz em animais.

30. Sistema de expressao, o qual compreende uma sequéncia
de nucleotideos que codifica um supressor de silenciamento bacteriano ope-
rativamente ligado a sequéncias de controle heterdlogas.

31. Método para conferir resisténcia a patégenos em uma planta,
o qual compreende selecionar plantas com componentes envolvidos na bio-
génese ou atividade de miRNA que se tornam resistentes a agao de supres-
sores de silenciamento.

32. Método de acordo com a reivindicagao 31, em que o dito su-
pressor & um supressor bacteriano de silenciamento.

33. Planta selecionada de acordo com o método como definido
na reivindicagdo 31 ou 32.

34. Método para manipular especificamente o acimulo de miR-
NA a fim de alterar processos fisiologicos e de desenvolvimento normalmen-
te orquestrados por aquelas moléculas, o qual compreende fundir uma se-
quéncia codificadora de supressor de silenciamento bacteriano Bss a um
promotor de planta especifico para tecido que direciona a expressao em rai-
zes, folhas, caule, inflorescéncias, incluindo opcionalmente elementos pro-
motores pato-miR para obter controle espacial e temporal da atividade de
miRNA.
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RESUMO

Patente de Invencao: "METODOS E COMPOSICOES PARA MODULAR A
VIA DE miRNA".

A presente invengao refere-se a um espectro especifico de miR-
NAs de planta e animal que confere resisténcia aumentada a patégenos viru-
lentos. Plantas deficientes de acumulo de miRNA sio hiper-suscetiveis a
patégenos bacterianos nao-virulentos e bactérias virulentas suprimem as
vias de miRNA por meio de proteinas tipo Il secretadas (TTS) injetadas. Mé-
todos e composigées para modular a via de miRNA em plantas e animais
sao descritos, através dos quais os efeitos adversos sobre o desenvolvimen-

- to da planta e animal sdo evitados ou minimizados.
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DALY
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1. Método para modular a via de miRNA em plantas e animais,
cujo método compreende: -

- introduzir em uma planta ou animal um construto de acido nu-
cleico que compreende um promotor responsivo constitutivo ou de patdgeno
operativamente ligado a uma sequéncia de miRNA primario (pri-miRNA) res-
ponsivo a um padrdo molecular associado a um patégeno (PAMP) ou uma
sequéncia que codifique uma proteina envolvida na biogénese ou atividade
de miRNA.

2. Método da reivindicagdo 1 em que o dito pri-miRNA ou a dita
proteina envolvidos na biogénese ou atividade de miRNA aumentam a resis-
téncia ao patdgeno apods a expressao na dita planta ou animal.

’ 3. Método da reivindicagao 1 em que o dito pri-miRNA é selecio-
nado a partir daqueles da Tabela 2.

4. Método da reivindicagdo 3 em que o dito pri-miRNA ¢ diferen-
te de miR393.

5. Método da reivindicagdo 1 ou 2 em que a dita proteina envol-
vida na biogénese ou atividade de miRNA ¢ selecionada do grupo que con-
siste em DCL1, AGO1, SERRATE e HEN1.

6. Planta ou animal ndo humano preparado pelo método de
quaisquer das reivindicagoes 1 a 5.

7. Construto de acido nucleico como definido em quaisquer das
reivindicagdes 1 a 5.

8. Método para identificar compostos Uteis na modulagao seleti-
va da via de miRNA em plantas e animais, cujo método compreénde

- expor a planta ou animal ou células de uma planta ou animal
que tenham sido modificados para conter um sistema de expressao que
compreende sequéncias de controle para expressao de um componente da
via de miRNA operativamente ligado a uma sequéncia repérter em que a dita
planta, animal ou células contenham opcionalmente também um desenca-
deador da expressao do componente da dita via de miRNA, a um candidato

a composto, e
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- detectar a presenca ou auséncia de expressao da sequéncia
repérter,

através do que um composto que efetue a expressao da se-
quéncia reporter é identificado como um composto util na modulagéo seletiva
da via de miRNA em plantas e animais.

9. Método para identificar um gene Util na modulagéo seletiva da
via de miRNA em plantas e animais, cujo método compreende:

- mutagenizar uma planta ou animal ou células de uma planta ou
animal que tenham sido modificados para conter um sistema de expressao
compreendendo sequéncias de controle associadas com a expressao de um
componente da via de miRNA operativamente ligado a uma sequéncia repdr-
ter, em que a dita planta, animal ou células contenham também, opcional-
mente, um desencadeador da dita expressdo de componente da via de
miRNA, e

- detectar o nivel de expressao da sequéncia reporter,

através do que um mutante que efetue a expressao aumentada
da sequéncia reporter é identificado como contendo uma mutacéao de gene
atil na modulagéo seletiva da via de miRNA em plantas e animais, identifi-
cando o gene mutante.

10. Método para identificar compostos Uteis na modulagao sele-
tiva da via de miRNA em plantas e animais, cujo método compreende:

- expor uma planta ou animal ou células de uma planta ou um
animal que tenham sido modificados para conter um sistema de expressao
constitutivo para uma sequéncia repoérter que pode ser silenciada por um
miRNA, em que a dita planta, animal ou células contenham também, opcio-
nalmente, um desencadeador da expressdao do componente da dita via de
miRNA para um candidato a composto e,

- detectar o nivel de expressao da sequéncia reporter,

através do que um composto que diminua o nivel de expressao
da sequéncia reporter & identificado como um composto Util na modulagao
seletiva da via de miRNA em plantas e animais.

11. Método para identificar um gene Gtil na modulagéo seletiva
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da via de miRNA em plantas e animais, cujo método compreende:

- mutagenizar uma planta ou animal ou células de uma planta ou
animal que tenham sido modificados para conter uma expresséao constitutiva
para uma sequéncia reporter que pode ser silenciada pelo miRNA, em que a
dita planta, animal ou células contenham também, opcionalmente, um de-
sencadeador da dita expressao do componente da via de miRNA a um can-
didato a composto, e

- detectar o nivel de expressao da sequéncia reporter,

através do que um composto que diminua o nivel de expressao
da sequéncia reporter € identificado como um composto util na modulagao
seletiva da via de miRNA em plantas e animais.

12. Método para identificar precursores de miRNA (pri-miRNA)
responsivos a PAMP, cujo método compreende:

- isolar o RNA total do dito hospedeiro, e

- selecionar o RNA do RNA total isolado de um hospedeiro modi-
ficado para conter uma proteina que induza uma resposta de PAMP que €
expressa em niveis elevados no dito hospedeiro quando comparado com um
hospedeiro que ndo tenha sido exposto a dita proteina e que hibridiza com
complementos de sequéncias @ montante das estruturas stem-loop no ge-
noma.

13. Pri-miRNA isolado responsivo a PAMP identificado de acor-
do com o método da reivindicagao 12.

14. Pri-miRNA isolado responsivo a PAMP da reivindicacao 13
que esta descrito na Tabela 2.

15. Pri-miRNA isolado responsivo a PAMP da reivindicagao 14
que é diferente de miR393.

16. Método para conferir resisténcia aumentada a patégeno em
uma planta ou animal ou célula de planta ou animal, que compreende modi-
ficar a dita planta ou animal ou célula de planta ou animal para efetuar a ex-
pressdo do pri-miRNA responsivo a PAMP de quaisquer das reivindicagoes
12 a 15.

17. Método da reivindicagédo 16, em que o dito pri-miRNA & ex-
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presso sob o controle operativo de um promotor que é ativado pela exposi-
¢ao de uma planta ou animal ou célula de planta ou animal a um patégeno.

18. Método da reivindicagao 17, em que o dito promotor € sele-
cionado entre o promotor WRKY6 e o promotor PR1 ou outro promotor res-
ponsivo a patégeno incluindo o promotor de miRNA responsivo a PAMP.

19. Método da reivindicagao 18, em que um ou mais elementos
reguladores cis-atuantes estao dispostos a montante ou incorporados dentro
do dito promotor e da sequéncia que expressa miRNA.

20. Método da reivindicagao 19, em que o dito elemento regula-
dor cis-atuante é selecionado do grupo que consiste em uma W Box, um
elemento AuxRE, um elemento RY, um elemento FIM, multiplos desses ele-
mentos e suas combinagdes.

21. Supressor de silenciamento bacteriano identificado pelo mé-
todo aqui descrito.

22. Supressor de silenciamento bacteriano da reivindicagao 21
selecionado do grupo que consiste de AvrPtoB, AvrPto, HopN1, HopH1, Ho-
pU1, HopT1 e HopY1.

23. Método para modular seletivamente a expressdao de miRNA
em uma célula, que compreende contatar a dita célula com o supressor de
silenciamento bacteriano da reivindicagdo 21 ou 22 ou um sistema de ex-
pressao para isso.

24. Método para produzir uma proteina desejada em células
hospedeiras recombinantes cujo método compreende cultivar as células que
tenham sido modificadas para expressar um supressor de silenciamento
bacteriano (Bss) e expressas um construto de &cido nucleico para expressao
de uma sequéncia de nucleotideos que codifica a proteina desejada.

25. Método da reivindicagao 24, em que as células hospedeiras
recombinantes sao células de planta.

26. Método da reivindicagdo 24 ou 25, em que Bss e a proteina
desejada sdo expressas como uma proteina de fus&o.

27. Sistema de expressao recombinante que compreende uma

sequéncia de nucleotideos que codifica uma proteina de fusdo composta por
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um supressor de silenciamento bacteriano (Bss) e uma proteina desejada
operativamente ligada a sequéncias de controle que realizam sua expressao
nas células hospedeiras recombinantes.

28. Sistema de expressao da reivindicagdo 27, em que as ditas
sequéncias de controle sdo operaveis em células de planta.

29. Sistema de expressado da reivindicagao 26 ou 27 em que a
proteina desejada & uma proteina que é terapeuticamente eficaz em ani-
mais.

30. Sistema de expressdo que compreende uma sequéncia de
nucleotideos que codifica um supressor de silenciamento bacteriano operati-
vamente ligado a sequéncias de controle heterdlogas.

31. Método para conferir resisténcia a patégenos em uma planta
que compreende selecionar plantas com componentes envolvidos na biogé-
nese ou atividade de miRNA que se tornam resistentes a agao de supresso-
res de silenciamento.

32. Método da reivindicagdo 31, em que o dito supressor € um
supressor bacteriano de silenciamento.

33. Planta selecionada de acordo com o método da reivindica-
¢do 31 ou 32.

34. Método para manipular especificamente o acumulo de miR-
NA a fim de alterar processos fisiolégicos e de desenvolvimento normalmen-
te orquestrados por aquelas moléculas, que compreende fundir uma se-
quéncia codificadora de supressor de silenciamento bacteriano Bss a um
promotor de planta especifico para tecido que direciona a expressao em rai-
zes, folhas, caule, inflorescéncias, incluindo opcionalmente elementos pro-
motores pato-miR para obter controle espacial e temporal da atividade de
miRNA.
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RESUMO
Patente de Invengéo: "METODOS E COMPOSIGOES PARA MODULAR A
VIA DE miRNA".

Um espectro especifico de miRNAs de planta e animal confere
resisténcia aumentada a patogenos virulentos. Plantas deficientes de acu-
mulo de miRNA sao hiper-suscetiveis a patdgenos bacterianos nao virulen-
tos e bactérias virulentas suprimem as vias de miRNA por meio de proteinas
tipo Hll secretadas (TTS) injetadas. Métodos e composi¢ées para modular a
via de miRNA em plantas e animais sdo descritos, através dos quais os efei-
tos adversos sobre o desenvolvimento da planta e animal sdo evitados ou

minimizados.
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