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RESUMO

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

Palavras-chave adicionais: Interagdo patégeno/hospedeiro, silenciamento génico, evolucdo, ribozima, RNA
satélite, patogénese, taxonomia, quasispecies.

ABSTRACT
Viroids and virusoids: relics of the RNA world

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

Additional keywords: plant pathogen interaction, gene silencing, evolution, rybozime, satellite RNA, taxonomy,
quasispecies.

INTRODUCAO

Mais de 30 anos se passaram desde a descoberta
dos virdides como agentes fitopatogénicos (Diener, 1971).
Desde entdo, uma série de livros, capitulos de livro e
revisdes foram publicados (Diener, 1979, 2001; Flores et al.,
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2000; Flores, 2001; Hull, 2002; Hadidi et al., 2003; Tabler
& Tsagris, 2004; Flores ef al., 2005a, b) abordando os mais
diversos aspectos desses patdogenos. No Brasil, Fonseca &
Boiteux (1997) publicaram uma minuciosa revisdo sobre
virdides em que relacionaram aspectos da biologia, historia,
métodos de deteccdo e purificagdo, origem, sintomas, vias
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de transmissdo e estratégias de controle. Posteriormente,
porém, pouco se avangou nas pesquisas com virdides no
Brasil. Bartolini & Salazar (2003) destacam que os virdides
ainda ndo receberam a atengdo devida nos paises da América
do Sul. Ao contrario, na literatura mundial tem se observado
nos ultimos anos um volume grande de publicacdes,
principalmente visando elucidar aspectos da interagdo
viréide/hospedeiro como os mecanismos da replicagdo,
patogénese, movimento, silenciamento génico e agdo de
ribozimas (contidas em alguns deles) in vivo e in vitro.
Com a taxonomia moderna, os virdides sfo classificados em
familias, géneros e espécies, de acordo com caracteristicas
biolégicas e moleculares (Flores et al., 2005b). Além disso,
virdides tém sido descritos e identificados em novos paises e
regides do Mundo (Singh ez al., 2003b).

Esta revisdo visa atualizar o leitor nestes aspectos.
Estdo incluidas também algumas caracteristicas dos
virusoides, RNAs satélites circulares do tipo virdide (viroid-
like satellite RNAs, VL-satRNAs) que s3o encapsidados
por um virus auxiliar. Apresentam algumas caracteristicas
comuns aos virdides, porém diferem na seqiiéncia, fun¢do
e biologia (Symons & Randles, 1999; Mayo et al., 2000).
Aspectos relacionados a origem, evolugdo, biologia,
classificacdo e caracteristicas em comum aos virdides sdo
também apresentados e discutidos.

CLASSIFICACAO ATUAL DOS VIROIDES

A taxonomia moderna dos virdides (Flores et
al., 2005b) divide estes patogenos em duas familias:
Avsunviroidae, que contempla os virdides auto-cataliticos,
com dois géneros: Avsunviroid (espécie-tipo Avocado
sunblotch viroid, ASBVd) e Pelamoviroid (espécie-tipo
Peach latent mosaic viroid, PLMVd); e Pospiviroidae,
com os géneros Pospiviroid (espécie-tipo Potato spindle
tuber viroid, PSTVd), Hostuviroid (espécie-tipo Hop
stunt viroid, HSVd), Cocadviroid (espécie-tipo Coconut
cadang-cadang viroid, CCCVd), Apscaviroid (espécie-
tipo Apple scar skin viroid, ASSVd) e Coleviroid (espécie-
tipo Coleus blumei viroid, CbVd). Os nomes dos gé€neros
derivam da espécie tipo (Pospiviroid de Potato spindle
tuber viroid) e o das familias do género-tipo. Os géneros
distinguem-se, na familia Pospiviroidae, de acordo com o
tipo de regido central conservada (central conserved region,
CCR) e a presenca de “motivos” (“motifs”’) denominados
regido terminal conservada (terminal conserved region,
TCR) e forquilha terminal conservada (terminal conserved
hairpin, TCH). Os dois géneros da familia Avsunviroidae
distinguem-se em fun¢@o da composi¢do de bases, estrutura
secundaria (bastonete ou ramificada) e morfologia da
estrutura ribozimatica de cabega-de-martelo (hammerhead).
Atualmente sdo aceitas 28 espécies e 8 possiveis novos
virdides ainda ndo classificados dentro dos 7 géneros citados
acima (Tabela 1). Os critérios para a discriminacdo das
espécies de virdides consideram a similaridade de seqiiéncia
menor que 90%, que caracterizam virdides distintos. Quando
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a similaridade de seqiiéncia de nucleotideos ¢é superior a
90%, consideram-se variantes de um mesmo viroide (Flores
et al., 2005b). Além disso, pelo menos uma propriedade
biologica diferencial deve ser considerada, como circulo
de hospedeiros, modo de transmissdo e o fendomeno de
protecdo cruzada. Ressalte-se que, das 28 espécies de
virdides aceitas pelo “Comité Internacional de Taxonomia
de Virus” (ICTV), 25 pertencem a familia Pospiviroidae.
Estas apresentam em comum a CCR, estrutura secundéria
em forma de bastonete ou quase-bastonete e a auséncia
de estruturas ribozimaticas de cabeca-de-martelo, além
de replicarem-se no nucleo seguindo um mecanismo de
circulo rolante assimétrico. Os trés membros da familia
Avsunviroidae apresentam como caracteristica principal
os elementos estruturais tipicos das ribozimas cabeca-de-
martelo, ndo possuem CCR e se replicam nos cloroplastos
seguindo um mecanismo de circulo rolante simétrico (Flores
et al., 2005b). Recentemente, a espécie Eggplant latent
viroid (ELVd) foi proposta como candidata a espécie-tipo de
um novo género, Elaviroid, da familia Avsunviroidae (Fadda
et al., 2003a). Uma compilagdo das seqiiéncias de virdides
incluindo as variantes e seus respectivos nimeros de acesso
estdo disponiveis em banco de dados (Pelchat ef al., 2003).

PROPRIEDADES DOS VIROIDES

Caracteristicas gerais

Os virdides constituem os menores € mais simples
fitopatdgenos conhecidos. Diener (1991) cita os virdides
como parasitas moleculares no limiar da vida, pois consistem
de uma molécula de RNA fita simples, circular, com forte
estrutura secundaria e desprovidos de proteinas. Estes
patégenos apresentam genomas com tamanho que varia
entre 246 e 401 nucleotideos e ndo codificam proteinas,
sendo totalmente dependentes da célula hospedeira para
sua replicagdo (Diener, 1996). A molécula de RNA dos
virdides da familia Pospiviroidae apresenta cinco dominios
(Figura 1) denominados: Dominio C — que contém a CCR;
Dominio P — Relacionado a patogenicidade e expressao dos
sintomas em alguns virdides, além de conter uma regido
rica em purinas; Dominio V — Com maior variabilidade
entre virdides que apresentam elevada similaridade;
Dominios TL (que contém os “motivos” TCR ou TCH) e
TR — Localizados nas extremidades esquerda e direita da
molécula, respectivamente, ¢ provavelmente relacionados
com recombinagdo e replicagdo dos virdides (Keese &
Symons, 1985; Sano & Ishiguro, 1998; Steger & Riesner,
2003).

O primeiro virdide (Potato spindle tuber viroid,
PSTVd) foi identificado e caracterizado por Diener (1971)
e seqlienciado por Gross et al. (1978). Desde entdo,
diversos virdides tém sido relatados em diversas espécies
de plantas cultivadas, como o virdide da exocorte dos citros
(Citrus exocortis viroid, CEVd), do nanismo do crisdntemo
(Chrysanthemum stunt viroid, CSVd), do “cadang-cadang”
do coqueiro (CCCVd), do nanismo do lapulo (HSVd), do
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TABELA 1 — Classificacao dos virdides em familias, géneros e espécies e os respectivos acronimos, de acordo com
o Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) (Flores ef al., 2005b). As espécies-tipo de cada género estdo

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

!Género e espécie-tipo candidatos dentro da familia Avsunviroidae (Fadda et al., 2003a).

mosaico latente do pessegueiro (PLMVd), entre outros.

No Brasil ja foram identificados e caracterizados
o CSVd, o CEVd e o CbVd, ocorrendo naturalmente
em plantas de crisintemo (Dendranthema grandiflorum
Ramat.) S. Kitamura, Citrus sp. e Coleus [Solenostemon
scutellarioides (L.) Codd] respectivamente, além do Hop
latent viroid (HLVd) e do PSTVd, ambos detectados em
material isolado em quarentena (Batista ef al., 1995; Fonseca
et al., 1990, 1993). Barbosa et al. (2000) e Rodrigues ef al.
(1999) detectaram o CEVd em pomares de lima ‘Tahiti’
(Citrus aurantifolia Swingle) na Bahia e viroides associados
a exocorte em laranjeiras (Citrus sinensis Osbeck) no Estado
de Sergipe, respectivamente. Targon et al. (2003) detectaram
por meio de sondas ndo-radioativas o CEVd, o Citrus viroid
11 (CVd-II) (variante do HSVd) e o Citrus viroid Il (CVd-I1I)
em pomares de citros no Estado de Sao Paulo. CEVd e HSVd
também foram detectados em videiras (Vitis vinifera L.)
provenientes do Rio Grande do Sul por meio de eletroforese
em gel de poliacrilamida e hibridizag@o “dot-blot” (Fonseca
& Kuhn, 1994), e recentemente identificados via RT-PCR
e seqlienciados (Eiras et al., 2004). A distribuicdo mundial
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dos virdides estd representada na Tabela 2, incluindo os
virdides que ja foram detectados no Brasil, tanto ocorrendo
naturalmente como interceptados no sistema de quarentena
(Singh et al., 2003a; Bartolini & Salazar, 2003).

Os sintomas induzidos pelos virdides nas plantas
hospedeiras sdo semelhantes aos induzidos pelos fitovirus, o
que dificulta o diagnostico. De fato, para uma série de doencas
inicialmente consideradas de etiologia viral, comprovou-se
posteriormente que o agente causal era um virdide e ndo
virus. Os sintomas foliares incluem malformagoes, epinastia,
rugosidade e manchas necréticas e/ou clordticas. Causam
no caule de plantas lenhosas o encurtamento dos entrends,
descolorag¢des, caneluras e necrose. Finalmente, nos frutos
e oOrgdos de reserva causam deformagdes, descoloragdes e
necrose (Hadidi et al., 2003). Plantas de citros infectadas
com um complexo de virdides exibiram sintomas similares a
exocorte na auséncia do CEVd, o que evidencia a importancia
da caracterizacdo prévia do(s) patogeno(s) implicado(s) no
desenvolvimento da doenga (Ito ef al., 2002).

Como no caso dos virus, o estudo dos virdides
progrediu intensamente, quando foram descobertos
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FIG. 1 — A. Estrutura do PSTVd, membro tipo da familia Pospiviroidae, apresentando os cinco dominios denominados: Dominio C — que
contém a Regido Central Conservada (CCR, “central conserved region”), delimitada por estrelas; neste dominio também se destaca a
presenga do “loop E”, elemento de estrutura tercidria caracterizado em PSTVd que apresenta homologia com rRNA 5S de eucariontes.
Nas caixas negras, estdo representados os nucleotideos das seqiiéncias invertidas responsaveis pela formagdo do grampo (“hairpin”) I;
Dominio P — relacionado a patogenicidade; Dominio V — onde se localiza a maior variabilidade entre virdides que apresentam elevada
similaridade; Dominios TL ¢ TR — localizados nas extremidades esquerda ¢ direita da molécula, respectivamente. Estdo indicadas também
as seqiiéncias TCH (“terminal conserved hairpin™), presente nos géneros Hostuviroid e Cocadviroid ¢ TCR (“terminal conserved region”),
presente em Pospiviroid, Apscaviroid e em dois membros do género Coleviroid. B. Estrutura secundaria do ASBVd, membro tipo da familia
Avsunviroidae, apresentando conformagao de (quase) bastonete; C. Estrutura secundaria ramificada do PLMVd, espécie tipo do género
Pelamoviroid, familia Avsunviroidae. Nas estruturas secundarias do ASBVd e PLMVd destacam-se em caixas os residuos conservados
na maioria das ribozimas cabeca-de-martelo descritas na natureza (caixas cheias e vazias para as polaridades positiva e negativa,
respectivamente). As bandeiras delimitam a regido da estrutura das ribozimas de cabega-de-martelo e as flechas apontam para os sitios de
auto-corte das moléculas. As linhas descontinuas correspondem a interacdo do tipo “kissing-loop”.

hospedeirosherbaceos,aexemplodotomateiro (Lycopersicon A via principal de difusdo de alguns virdides,
esculentum Mill.) para o PSTVd e de Gynura aurantiaca sobretudo aqueles que afetam plantas lenhosas de interesse
DC. para o CEVd, que sdo faceis de cultivar, desenvolvem econdmico, tem sido o intercdmbio internacional de
sintomas especificos em pouco tempo e propiciam elevada material propagativo infectado. Os virdides sdo facilmente
concentragdo do patdgeno. Contudo, nem sempre t€ém sido transmitidos mecanicamente, podendo raramente ser

encontrados tais hospedeiros experimentais, ¢ ¢ possivel transmitidos por pdlen (PSTVd) e por sementes (PSTVd,
que ndo existam para alguns virdides, com os quais ndo ha CbVd, ASBVd e CSVd). A transmissio eficiente de virdides

alternativa sendo trabalhar com o hospedeiro natural, ainda por afideos somente foi relatada para o Tomato planta
que seja uma planta lenhosa. Em alguns patossistemas macho viroid (TPMVd). Os virdides também podem ser
naturais, como o abacateiro (Persea americana Mill.) — transmitidos por instrumentos de poda (Hadidi ef al., 1997).

ASBVd, o virdide pode se acumular em niveis elevados, o
que permite emprega-lo em estudos de replicagdo (Flores et Replicacio
al., 2000). Os virdides se propagam nas plantas hospedeiras
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TABELA 2 — Anos de descoberta ¢ atual distribuicdo geografica mundial dos virdides!

Espécie Ano Distribuicao geogrifica atual

Potato spindle tuber viroid 1971 Australia, Brasilz, Canada, Chile, China, Costa Rica, Escocia 2, fndiaz, Nova
Zelandia 2, Rassia, USA

Chrysanthemum stunt viroid 1973 Brasil, Holanda, Italia, Japao, Reino Unido, USA

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

Columnea latent viroid 1989 Alemanha, Canada, USA

Iresine viroid 1 1996 Alemanha

Mexican papita viroid 1996 Meéxico

Tomato apical stunt viroid 1981 Alemanha, Costa do Marfim, Indonésia

Tomato chlorotic dwarf viroid 1999 Canada, Holanda

Tomato planta macho viroid 1982 México

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

Coconut cadang - cadang viroid 1975 Filipinas

Citrus viroid 1V 1988 Australia, USA

Coconut tinangaja viroid 1988 Guam

Hop latent viroid 1988 Africa do Sul, Asia, Brasilz, Europa, Reino Unido

Apple scar skin viroid 1982 Canada, China, Grécia, Japao

Apple dimpl e fruit viroid 1996 Italia

Australian grapevine viroid 1988 Australia

Citrus viroid IIT 1986 Australia, Espanha, USA

Citrus bent leaf viroid 1988 Israel

Grapevine yellow speckle viroid 1 1988 Alemanha, Australia, USA

Grapevine yellow speckle viroid 2 1988 Alemanha, Australia, USA

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

Coleus blumei viroid 1 1989 Alemanha, Brasil, Canadd, Costa Rica, [ndia, Japao, USA

Coleus blumei viroid 2 1989 Alemanha, Canada, Costa Rica, India, Japao ,USA

Coleus blumei viroid 3 1989 Alemanha, Canada, Costa Rica, India, J: apao, USA

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

Peach latent mosaic viroid 1988 Canada, China, Espanha, Franga, Grécia, Italia, Tugoslavia, Japao, Nepal,

Paquistdo, Roménia, USA

Chrysanthemum chlorotic mottle viroid 1975

Dinamarca, Franca, India, USA

'Dados obtidos e modificados de Singh e al. (2003a) e Bartolini & Salazar (2003).

*Detectado em material quarentenario.

como populagdes de seqiiéncias de RNAs similares mas
ndo idénticas (quase-espécie, “quasispecies ), derivadas de
muta¢des devido a auséncia de mecanismos de corregdo nas
RNA polimerases (Diener, 1996). Certos dominios presentes
nas moléculas de RNA dos virdides sdo responsaveis pela
interagdo direta com fatores do hospedeiro e influenciam
a replicagdo (Baumstark et al., 1997; Schroder & Riesner,
2002). Além disso, a estrutura secundaria em determinados
dominios pode ser fundamental tanto para o sucesso na
replicagdo como na protegdo contra agdo de RNAses
celulares (Dingley et al., 2003). A replicagdo dos virdides,
ao contrario do que os primeiros experimentos sugeriam,
se da exclusivamente por meio de intermediarios de RNA
(Grill & Semancik, 1978). Pela estrutura circular dos
virdides, sugeriu-se que poderiam seguir em sua replicagdo
o modelo do circulo rolante proposto anteriormente para a
replicacdo de alguns virus. O RNA circular infeccioso mais
abundante, ao qual se atribui arbitrariamente a polaridade
(+), é reconhecido por uma RNA polimerase celular
(ativada, mas ndo codificada pelo genoma viroidal), que

Fitopatol. Bras. 31(3), maio - jun 2006

transcreve repetidamente o molde circular dando origem a
oligdbmeros lineares (-), que sdo processados em tamanhos
unitarios e fechados por uma RNAse e uma RNA ligase,
respectivamente. O RNA monomérico circular (-) inicia
entdo a segunda metade do ciclo que € simétrica a primeira,
razdo da denominagdo simétrica a esta variante do modelo
do circulo rolante.

Na variante alternativa, a assimétrica, os oligdmeros
lineares (-) servem diretamente de molde de transcrigdo
para a sintese de oligdmeros lineares (+), que sdo clivados
e ligados para gerar o produto final, 0 RNA monomérico
circular (+). Assim, este modelo prediz a existéncia de
intermediarios oligoméricos, de uma ou ambas polaridades.
A identificacdo de RNAs desta classe em tecidos infectados
por varios virdides ¢ uma prova a favor deste modelo
(Branch & Robertson, 1984). Os dados disponiveis indicam
que membros da familia Pospiviroidae seguem a variante
assimétrica (Hutchins et al., 1985; Branch et al., 1988),
enquanto que os da familia Avsunviroidae a simétrica
(Daros et al., 1994; Flores et al., 2005b). O mecanismo de
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replicagdo pode gerar duplicagdes em regides da molécula de
RNA, as quais sao responsaveis pelo aumento do tamanho
das moléculas de determinados virdides conforme tem sido
observado para o CCCVd (Haseloff et al., 1982) e 0 CEVd
(Semancik et al., 1994; Fadda et al., 2003b). As interagdes
com fatores do hospedeiro e a pressdo de selegdo determinara
o sucesso ou nao dessas moléculas maiores (Fadda ez al.,
2003b). Dards & Flores (2004), estudando a interacdo de
virdides em plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana
L. transformadas com constru¢cdes diméricas de cDNAs
de CEVd, HSVd, CCCVd, ASSVd e ASBVd, mostraram
que esta planta, apesar de ndo ser hospedeira de virdides,
apresenta o aparato enzimatico necessario para a replicacao
de virdides representativos da familia Pospiviroidae. Os
autores sugerem que os fatores limitantes para que um
virdide colonize plantas de Arabidopsis sejam a deficiéncia
no movimento ou a baixa taxa de replicacao.

Dispde-se também de dados sobre outras duas
atividades enzimaticas requeridas na replicagdo dos virdides.
Experimentos de inibigdo com o—amanitina sugerem que no
PSTVd e outros virdides relacionados a RNA polimerase
implicada ¢ a II nuclear (Miihlbach & Sénger, 1979;
Flores & Semancik, 1982; Schindler & Miihlbach, 1992).
Experimentos paralelos com tagetitoxina sugerem no caso do
ASBVd aparticipagao de uma RNA polimerase cloroplastica
codificada no nucleo (Navarro & Flores, 2000). Em ambos
0s casos trata-se de RNA polimerases que em condigdes
fisioldgicas normais atuam sobre moldes de DNA e que
os virdides sdo capazes de subverter em beneficio proprio.
Quanto a atividade da RNA ligase, hd poucas informagdes
disponiveis, mas provavelmente se trata de enzimas
distintas, nuclear e cloroplastica nos virdides das familias
Pospiviroidae e Avsunviroidae, respectivamente (Flores et
al., 2005a). Liu & Symons (1998) descreveram transcritos
de CCCVd (membro da familia Pospiviroidae) capazes de
auto-clivagem in vitro, com o “motivo” de corte posicionado
em uma estrutura conservada em todos os membros desta
familia, sugerindo que estes viréides podem também se auto-
clivar por um ou mais novos tipos de ribozimas distintas das
do tipo cabega-de-martelo.

Ribozimas: RNAs auto-cataliticos

Inicialmente, acreditava-se que as trés atividades
enzimaticas requeridas eram provenientes da célula
hospedeira, pois ja havia indicacdes de que os virdides
careciam de capacidade codificante. Foi surpreendente
descobrir que no ASBVd (Hutchins et al., 1986; Forster
& Symons, 1987), e mais tarde em trés outras espécies da
familia Avsunviroidae (Hernandez & Flores, 1992; Navarro
& Flores, 1997; Fadda et al., 2003a), o processamento dos
oligdmeros de ambas polaridades aos monomeros lineares
correspondentes era mediado por ribozimas (RNAs capazes
de catalisar uma reag@o na auséncia total de proteinas) da
classe denominada estruturas de cabeca-de-martelo. Este
nome deriva da conformag¢do bidimensional proposta para
estas ribozimas, que se assemelha a dita ferramenta e que
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¢ constituida por um nucleo central de 11 nucleotideos
conservados, flanqueados por trés ramos de nucleotideos
ndo conservados que formam duplas hélices. Estudos
envolvendo cristalografia de raio X (Scott et al., 1995)
demonstraram que a conformagdo tridimensional das
estruturas em cabega-de-martelo ¢ mais proxima do tipo vy,
com a hélice III formando a base, € a I e II, os dois ramos
superiores (Figura 2). Existem provas solidas de que estas
ribozimas sdo operativas ndo so in vitro, mas também in vivo
(Flores et al., 2000). Além disto, as ribozimas manipuladas
convenientemente tém se mostrado poderosas ferramentas
biotecnologicas para degradagdo de RNAs especificos em
plantas transgénicas e outros sistemas (Yang et al., 1997).
A presenga das ribozimas em alguns virdides tem também
importantes implicagdes evolutivas. Além dos virdides,
estas ribozimas t€m sido descritas em outros pequenos
RNAs (Prody et al., 1986; Diener, 1991; Symons, 1997).
Recentemente, Khovorova et al. (2003) e De la Pena et al.
(2003) demonstraram que modifica¢cdes na periferia das
estruturas de cabega-de-martelo promovem uma redugdo
de 100 vezes na capacidade de auto-clivagem da ribozima.
Esses dados indicam que regides externas ao nucleo central
da cabeca-de-martelo desempenham papel chave na catalise
e sugerem a existéncia de interacdes entre estas regides
periféricas. Outros trabalhos tém sido realizados visando
a compreensdo dos aspectos que influenciam a eficiéncia e
acdo das ribozimas do tipo cabega-de-martelo, tanto naturais
como artificiais, as possiveis interagdes com proteinas
do hospedeiro, as seqiiéncias especificas de nucleotideos

A N-N B .
m -\ m N-N

N-N

N-N N-N

FIG. 2 — A. Estrutura secundaria consenso da ribozima do tipo
cabeca-de-martelo, onde se destacam os onze nucleotideos
conservados presentes na maioria dessas ribozimas encontradas na
natureza. Esta estrutura estd formada por trés hélices (I, I e III)
que flanqueiam um “loop” central conservado. Na maioria das
ribozimas naturais as hélices I e II estdo fechadas por dois pequenos
“loops” 1 e 2, respectivamente. A flecha aponta para o ponto de
auto-clivagem da molécula; N indica qualquer nucleotideo possivel
e linhas continuas e descontinuas correspondem aos pareamentos
Watson-Crick e ndo-candnicos, respectivamente; B. Modelo
derivado de cristalografia de raio-X de uma ribozima artificial onde
nota-se que os “loops” 1 e 2 estdo fisicamente proximos (interacao
representada pelas linhas descontinuas).
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envolvidos em maior ou menor eficiéncia de corte, a a¢do
do pH e a concentragdo de magnésio (Daros & Flores, 2002;
para uma revisao ver Flores ef al., 2005a).

Interacfo viréide/hospedeiro

Como efeito da auséncia de proteinas codificadas
pelos virdides, parece evidente que estes aparentemente
simples RNAs devam interagir com proteinas celulares
utilizando-as para mediar diferentes passos no seu ciclo
infeccioso (Gozmanova et al., 2003; Qi & Ding, 2003a).
Apesar de haver alguns dados sobre o envolvimento da
RNA polimerase de plantas hospedeiras na replicagdo de
membros da familia Pospiviroidae (Miihlbach & Sénger,
1979; Flores & Semancik, 1982; Schindler & Miihlbach,
1992; Warrilow & Symons, 1999) e da participagdo de
uma proteina de floema no movimento de virdides desta
familia (Gomez & Pallas, 2001; Owens et al., 2001),
pouco se sabe sobre outras interagdes biologicamente
relevantes com proteinas. Martinez de Alba et al. (2003)
identificaram uma proteina (Virp1l) de tomateiro capaz de se
unir especificamente ao PSTVd. Para membros da familia
Avsunviroidae ha somente informagdes sobre a natureza da
RNA polimerase do cloroplasto que provavelmente catalisa
a replicagdo do ASBVd (Navarro et al., 2000) e do PLMVd
(Pelchat et al., 2001). Daros & Flores (2002) relataram o
primeiro caso de uma proteina do hospedeiro (no caso o
abacateiro) fisicamente associada ao RNA viroidal, que
media a clivagem de uma ribozima cabeca-de-martelo in
vitro ¢ presumivelmente in vivo, possivelmente favorecendo
o processo de replicagdo do virdide (ASBVd). Os autores
sugerem também que esta familia de proteinas, envolvidas no
processamento e estabilidade dos transcritos do cloroplasto,
esteja relacionada com a preservagao da integridade do RNA
viroidal, atuando como uma “capa protéica”. Além disso,
estas proteinas poderiam facilitar o transporte do virdide
para os cloroplastos (Dards & Flores, 2002).

Noquesereferealocalizagdo subcelular, experimentos
de hibridizacdo in situ combinada com microscopia
confocal mostraram que membros representativos da
familia Pospiviroidae acumulam-se no nucleo e alguns
deles especificamente no nucléolo (Harders et al., 1989).
Isto sugere que deve haver sinais que os dirigem aos
ditos compartimentos celulares de forma analoga a alguns
pequenos RNAs nucleares da célula. Por outro lado, pelo
menos dois dos trés membros da familia Avsunviroidae,
ASBVd e PLMVd, acumulam-se nos cloroplastos
(Bonfiglioli ef al., 1994; Lima et al., 1994; Bussiére et al.,
1999), o que ressalta, uma vez mais, as diferencgas entre estas
duas familias. Observou-se também no caso do PSTVd que,
além da forma circular mais abundante, os RNAs viroidais de
polaridade complementar (que atuam como intermediarios
no ciclo replicativo) também se localizam no nucleo, o que
indica que estes virdides nao s6 se acumulam como também
se replicam nesta organela. De forma paralela, o ASBVd se
replica e se acumula nos cloroplastos (Flores et al., 2000).
Recentemente, Qi & Ding (2003b), em um elegante trabalho
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envolvendo hibridizagéo in situ, propuseram um modelo para
a replicagd@o e transporte do PSTVd no interior do nucleo
da célula: (i) apds a passagem do virdide do citoplasma
para o nucleo, ocorre a sintese das moléculas de ambas
polaridades no nucleoplasma; (ii) as moléculas de polaridade
negativa (complementar) permanecem no nucleoplasma;
(iii) as moléculas de polaridade positiva sdo transportadas
seletivamente para o nucléolo; (iv) apds a circularizagio,
as novas moléculas (positivas) retornam ao nucleoplasma e
em seguida passam ao citoplasma para serem transportadas
célula-a-célula. Assim, como ja demonstrado para outros
RNAs (Lewis & Tollervey, 2000), o nucléolo deve ser o sitio
de processamento dos membros da familia Pospiviroidae, os
quais devem conter “motivos” para a localizagao e transporte
para esta organela (Qi & Ding, 2003a).

Movimento na planta

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

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

Apos a replicacdo e transporte intracelular e acamulo
nas primeiras células, o sucesso da colonizagdo das plantas
pelos virdides dependera da capacidade que estes tenham de
se mover célula-a-célula. Este movimento foi estudado, no
caso do PSTVd, mediante microinje¢cdes de RNA viroidal
em células e protoplastos de mesdfilo de fumo (Nicotiana
tabacum L.) e tomateiro. Os resultados indicaram que o
virdide se move célula-a-célula através dos plasmodesmas e
que este movimento é determinado por elementos estruturais
especificos do RNA viroidal (Ding ef al., 1997). Além disso,
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um sofisticado modelo de transporte de RNAs célula-a-célula
foi recentemente proposto por Ding ef al. (2005). Os autores
sugerem que “motivos” distintos de estrutura secundaria do
RNA viroidal devem interagir com fatores especificos do
hospedeiro e que esta interagdo deve regular o transporte em
fases distintas do desenvolvimento da planta.

O movimento célula-a-célula culmina com a chegada
do virdide ao sistema vascular, de onde sera distribuido via
floema para toda a planta. Experimentos com o patossistema
PSTVd/tomateiro revelaram que o virdide se transloca via
floema junto com os produtos da fotossintese (Palukaitis,
1987), seguindo a mesma via da maioria dos virus de plantas
(Maule ef al., 2002). Hammond (1994) havia indicado que
a estrutura e/ou a estabilidade do dominio TR era essencial
para o movimento do PSTVd célula-a-célula e a longa
distancia, e Palukaitis (1987) sugeriu que para ambos tipos
de movimento os virdides deveriam se associar a proteinas
da planta hospedeira. Maniataki et al. (2003) descreveram
a interacdo da proteina Virpl de tomateiro com uma regido
de 71 nucleotideos localizada no dominio TR do PSTVd, e
Gozmanova et al. (2003) demonstraram a importancia do
“motivo” RY (denominado assim por sua composi¢do de
bases), dentro do mesmo dominio TR, na interagdo com a
proteina Virpl de tomateiro para o movimento sist€émico do
PSTVd. Com experimentos de hibridizacdo in situ, Zhu et
al. (2001) demonstraram que o PSTVd, além de se mover
a longa distancia, também se replica ativamente no floema.
Sugeriram também que o movimento do PSTVd via floema
pode ser governado por parametros celulares relacionados
ao desenvolvimento. O PSTVd foi detectado em tomateiro e
Nicotiana benthamiana Domin., em células do parénquima
floematico, no mesoéfilo e na epiderme, nido tendo sido
detectado nos meristemas apical caulinar e laterais. Nos
orgaos florais, foi detectado somente nas pétalas, no sendo
encontrado nas sépalas, estames e carpelos. No caule, foi
detectado em praticamente todos os tecidos como epiderme,
cortex, floema e xilema. Os autores observaram também que
o PSTVd tem seu movimento direcionado para as folhas
jovens (drenos) e ndo para as folhas fonte (responsaveis pela
fotossintese) durante o desenvolvimento, sugerindo que o
virdide segue o padrdo de transporte dos fotoassimilados
(Zhu et al., 2001). O movimento sistémico de sinais para
mecanismos de silenciamento génico segue o mesmo
padrao (Voinnet et al., 1998). Zhu et al. (2002), analisando
plantas transgénicas transformadas com o PSTVd sob o
controle do promotor constitutivo 35S do Cauliflower
mosaic virus (CaMV), observaram que o PSTVd ¢é capaz
de se replicar em todos os orgdos florais. O fato do PSTVd
ndo ter sido detectado em alguns 6rgdos florais de plantas
ndo transformadas inoculadas mecanicamente indica que
o movimento de RNAs nos vasos ndo segue simplesmente
um fluxo direcionado da fonte para o dreno, ao contrario,
¢ controlado por mecanismos que envolvem a interacdo
de “motivos” do RNA viroidal com fatores do hospedeiro.
Portanto, os virdides podem ser considerados como RNAs
exogenos que desenvolveram “motivos” estruturais que
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mimetizam “motivos” de RNAs endogenos de plantas, de
maneira que sdo reconhecidos por fatores celulares que
facilitam seu movimento (Zhu et al., 2002). Neste contexto,
Qi et al. (2004) identificaram um “motivo” presente na
molécula do PSTVd que media seu transporte unidirecional
das células da bainha do floema para o mesofilo. Além disso,
os autores demonstraram, com ensaios de hibridizagdo in
situ, que o transporte ¢ regulado por fatores relacionados ao
desenvolvimento.

Recentemente, Gomez & Pallas (2004), utilizando
ensaios de imunoprecipitagdo, demonstraram que uma
proteina de floema de espécies de Cucurbita interage com
o HSVd in vivo formando um complexo ribonucleoprotéico
(RNP), que deve permitir que o RNA do HSVd possa se
mover via floema. Os autores também caracterizaram a
proteina (denominada CsPP2), a qual apresenta um dominio
estrutural com propriedades para ligagdo a RNA. O seu
possivel envolvimento no transporte de um RNP sugere que
essa proteina atue como uma chaperona (Gomez & Pallés,
2004). Nao ha dados disponiveis sobre o movimento dos
viroides da familia Avsunviroidae.

Silenciamento génico

A ativagdo de mecanismos de defesa do hospedeiro
do tipo silenciamento génico pds-transcricional (PTGS) tem
sido relatada para viroides (Itaya et al., 2001; Papaefthimiou
etal.,2001; Martinez de Alba et al., 2002). Em muitos casos,
esses mecanismos sdo insuficientes para impedir a indugdo
de efeito patogénico (Diener, 1999). O PTGS, mecanismo
que regula a expressdo génica em eucariontes, resulta em
degradagdo de RNAs de fita simples (ssSRNAs) e é ativado
por RNAs de fita dupla (dsRNAs) derivados em muitos
casos de ssRNAs, que alcangam niveis anormais na célula e
servem como molde para a RNA polimerase dependente de
RNA. Esses dsRNAs sdo subseqiientemente processados em
fragmentos de 21 a 25 nucleotideos, denominados pequenos
RNAs interferentes (siRNAs) (Vance & Vaucheret, 2001;
Baulcombe, 2002), que sdo considerados marcadores desse
fendmeno por estarem sempre associados a sistemas exibindo
PTGS. Recentemente, siRNAs homdlogos as fitas positiva e
negativa do PSTVd foram detectados em plantas infectadas
por este virdide, indicando que o PSTVd induz PTGS (Itaya
et al., 2001; Papaefthimiou et al., 2001). Martinez de Alba
et al. (2002) observaram também, para dois virdides da
familia Avsunviroidae, a presenca de siRNAs indicando
que o PLMVd e o Chrysanthemum chlorotic mottle viroid
(CChMVd) (Navarro & Flores, 1997) sdo indutores de
PTGS. Porém o mesmo ndo se verificou para o ASBVd,
que se acumula em niveis elevados no tecido da hospedeira,
enquanto o PLMVd e o CChMVd apresentam baixas
concentragdes. Esta correlagdo inversa entre acimulo do
virdide e a presenga ou auséncia dos siRNAs ¢ consistente
como envolvimento dostltimos emumaresposta de defesado
tipo PTGS do hospedeiro que atenuaria o efeito dos viroides
reduzindo seu titulo. Markarian et al. (2004) demonstraram
que 0 ASBVd também ¢ alvo de PTGS, particularmente em
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areas sintomaticas, observando uma correlagdo direta entre
a concentragdo de siRNAs e do virdide. Os mesmos autores
analisaram também plantas de Gynura infectadas com dois
variantes de CEVd, que causam sintomas severos e fracos, e
verificaram que os niveis de acimulo de siRNAs, e ndo com
o titulo do virodide, estdo relacionados com a severidade dos
sintomas.

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

Patogénese

Os virdides induzem doengas em culturas de
importancia econdmica de plantas tanto herbaceas como
lenhosas. Em alguns casos, seus efeitos podem ser
devastadores como sucedeu com o CCCVd que matou mais
de vinte milhdes de coqueiros (Cocos nuciferal..) no sudoeste
asiatico. Em outros casos, a infec¢do transcorre de forma
latente, sem sintomas perceptiveis no hospedeiro natural,
como € o caso do CLVd. Alguns virdides apresentam circulo
de hospedeiros restrito, como na familia Avsunviroidae, cujo
membro tipo, 0 ASBVd, s6 infecta abacateiro e cinamomo
(Melia azedarach L.) (familia Lauraceae). Certos membros
da familia Pospiviroidae também apresentam poucos
hospedeiros, como o ASSVd, que infecta apenas macieira
(Pyrus malus L.) e pereira (Pyrus communis L.),e o CCCVd
que infecta palmaceas. Ja o PSTVd, HSVd, CSVd e 0 CEVd
apresentam amplo circulo de hospedeiros, podendo no caso
do PSTVd infectar mais de 160 espécies em 13 familias
botanicas (Singh et al., 2003b).

Trabalhos recentes, envolvendo padrdo de expressdo
de genes em hospedeiros infectados, tém sido realizados por
meio de analise de “macroarrays” para virdides (Itaya et
al., 2002). Entretanto, mesmo com a utilizagdo de técnicas
sofisticadas de andlise de expressdo génica e hibridizacdo
comparativa, ¢ dificil associar interacdes moleculares com
expressao de sintomas. A expressao dos sintomas e os niveis
de severidade observados em um determinado hospedeiro
sdo, muitas vezes, determinados por diferengas minimas de
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seqiiéncias de nucleotideos entre as variantes de um virdide
(Gross et al., 1981; Schnélzer et al., 1985; Visvader &
Simons, 1986; Skoric et al., 2001). Essas diferengas, porém,
podem resultar em mudangas na estrutura secundaria da
molécula com conseqiiente influéncia na ligagdo a fatores do
hospedeiro e expressdo dos sintomas (Schmitz & Riesner,
1998). Alguns estudos tém demonstrado que elementos
ndo codificantes de genomas de RNA podem controlar o
desenvolvimento de sintomas via interagdo entre estruturas
do RNA e fatores do hospedeiro. Porém, parece evidente
que essas interagcdes devem ter um papel na patogénese e
a0 mesmo tempo promover o sucesso dos virdides, virus e
RNAs satélites na colonizagao dos tecidos vegetais (Maule et
al.,2002). Qi & Ding (2003b) demonstraram que a infec¢ao
do PSTVd em tomateiro causa restricio na expansdo
celular mas ndo altera divisdo e diferenciacdo, o que leva
ao encurtamento dos entrends e diminui¢ao do tamanho das
folhas. Por outro lado, uma série de evidéncias sugere que
mecanismos de fosforilagdo de proteinas desempenham um
importante papel na patogenicidade dos virdides (Hiddinga
et al., 1988), e neste contexto Hammond & Zhao (2000)
caracterizaram uma proteina quinase de tomateiro que tem
sua transcrigdo ativada pelo PSTVd. Qi & Ding (2003b),
analisando o patossistema PSTVd/tomateiro, demonstraram
que a modificagdo de um nucleotideo no “loop E” da
regido central conservada confere uma condicdo letal
aos tomateiros infectados, além de promover a inibigao
do crescimento celular e do desenvolvimento da parte
aérea. Os mesmos autores, em estudos prévios, analisaram
substitui¢cdes nesse mesmo “loop E”, e embora ndo tenham
ocorrido alteragdes na estrutura do RNA, houve aumento
dos niveis de transcricdo em até 100 vezes em células de
fumo (Qi & Ding, 2002). Isso indica que o “motivo” supra
citado do PSTVd deve atuar no processamento, transcri¢ao
e patogenicidade (Qi & Ding, 2003b). Um papel patogénico,
similar ao desempenhado pelo “loop E” do PSTVd, seria
desempenhado por um “fetraloop” no CChMVd; uma
simples mutacdo no “fetraloop” pode converter variante
sintomatica em assintomatica (De la Pefa et al., 1999, De la
Pena & Flores, 2002).

Apds a introdugdo do virdide na planta hospedeira,
o primeiro evento relacionado a patogénese envolve a
interacdo entre o RNA viroidal e fatores do hospedeiro de
natureza desconhecida. Estudos relacionando seqii€ncias
ou estruturas determinantes de patogenicidade tém sido
realizados, principalmente com o PSTVd e outros membros
da familia Pospiviroidae, pela facilidade de conducdo de
ensaios bioldgicos e por possuirem hospedeiros herbaceos
(Gross et al., 1981; Schnélzer et al., 1985; Visvader &
Symons, 1986; Sano et al., 1992; Schmitz & Riesner,
1998; Reanwarakorn & Semancik, 1998). Trabalhos dessa
natureza para membros da familia Avsunviroidae t€m
sido limitados pela dificuldade de realizagdo de ensaios
biologicos, pelo limitado niimero de hospedeiros e pelo
normalmente longo periodo de tempo apds a inoculacao
necessario para o aparecimento de sintomas (Semancik &
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Szychowski, 1994; Ambrds et al., 1998; Malfitano et al.,
2003; De la Peiia et al., 1999). Outro fator que dificulta os
estudos de aspectos ligados a patogenicidade do PLMVd ¢é
a elevada variabilidade deste virdide (Ambros ef al., 1998).
Ja o CChMVd, quando inoculado em plantas de crisdntemo,
exibe sintomas entre 8 ¢ 10 dias (Navarro & Flores, 1997).
Além disso, a ocorréncia de estirpes severas e latentes
deste virdide permitiu a identificacdo via mutagénese sitio-
dirigida de “motivos” especificos, possibilitando estudos
experimentais de protecdo cruzada e de evolugdo destes
patdgenos in vivo (De la Pefia & Flores, 2002).

A construgdo de quimeras contendo seqiiéncias
derivadas de variantes de um simples viroide (Gora et al.,
1996; Visvader & Symons, 1986), de virdides relacionados
(Sanoetal., 1992) e de virdides de diferentes géneros (Sano &
Ishiguro, 1998), tem possibilitado verificar que a patogénese
¢ controlada por determinantes distribuidos em uma ou mais
regides da molécula. Mutagdes de ponto na regido central
conservada podem alterar o circulo de hospedeiros e a
eficiéncia de replicagdo do PSTVd (Wassenegger et al., 1996;
Zhu et al., 2002). Em membros da familia Pospiviroidae,
mutagdes tém sido associadas a dominios especificos
similares para o PSTVd e CEVd, com importantes efeitos
na patogenicidade (Visvader & Symons, 1986; Sano ef al.,
1992). Mutacdes que geram alteragdes na conformacao de
regides associadas a patogenicidade e presumivelmente nas
interagdes RNA-proteina tém sido relatadas para alguns
virdides (Owens et al., 1996; Schmitz & Riesner, 1998). O
“motivo” da estrutura secundaria RY localizado no dominio
TR do PSTVd também parece determinar o circulo de
hospedeiros (Gozmanova et al., 2003). Owens et al. (2003),
ao compararem as propriedades estruturais das quimeras
PSTVd/CLVd (construidas artificialmente), sugeriram que
interacdes entre nucleotideos no dominio de patogenicidade
eno “loop” do dominio terminal direito (TR) desempenham
papel critico na replicagdo e movimento do CLVd. Além
disso, resultados de bioensaios indicaram que mudangas na
porgdo direita do dominio de patogenicidade tiveram efeito
acentuado na infectividade do CLVd.

Para 0o CChMVd, conforme ja comentado, uma
alteragdo no “tetraloop” da conformagdo ramificada foi
implicada como determinante da patogenicidade (De la Pefia
& Flores, 2002). Malfitano et al. (2003), analisando variantes
de PLMVd em pessegueiros com sintomas de forte clorose
nas folhas, talos e frutos conhecidos como “peach calico”,
estabeleceram uma relagdo causal entre esses sintomas e uma
inser¢do de 12 a 13 nucleotideos na molécula do RNA viroidal.
Este caso difere do comumente observado para virdides,
em que substituigdes ou insergdes/delecoes de um pequeno
numero de nucleotideos estdo associadas com patogenicidade.
A associagdo dos sintomas causados pelas variantes de PLMVd
em pessegueiro e por variantes de ASBVd em abacateiro,
virdides com propriedades biologicas e estruturais distintas,
indica que efeitos fenotipicos similares podem ser causados por
diferentes interagdes moleculares (Malfitano ef al., 2003).

Em nivel citologico, tém sido observadas diversas
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alteragdes que afetam a parede celular ¢ a membrana
plasmatica em plantas infectadas com o CEVd, e
malformagoes dos cloroplastos em plantas infectadas pelo
ASBVd. Isto ocorre provavelmente em conseqiiéncia da
localizagdo do ASBVd nesta organela. Em tecidos com sintomas
induzidos pelo CEVd tem-se detectado o acimulo de uma série
de proteinas denominadas PR (“pathogenesis related”), que
incluem enzimas hidroliticas do tipo proteases, glucanases e
quitinases, ou de oxido-redu¢do como peroxidases, além de
modificagdes nos niveis de certos hormonios como o etileno.
E possivel que estas alteragdes formem parte da cadeia de
transduc@o do sinal que conecta o efeito patogénico primario
com os sintomas macroscopicos. Desconhece-se, contudo,
o fator da célula hospedeira que interage inicialmente com
o RNA viroidal, determinando o efeito patogénico primario
(Semancik, 2003).

VIRUSOIDES: PEQUENOS RNAs SATELITES
CIRCULARES

Os satélites sdo agentes sub-virais que, diferentemente
dos virdides, ndo se replicam de forma auténoma; a sua
replicagdo depende da co-infec¢do de uma célula hospedeira
com um virus auxiliar. Os 4acidos nucléicos dos satélites
caracterizam-se por seqiiéncias que sdo substancialmente
distintas das de seus virus auxiliares e de seus hospedeiros
e nisto se diferenciam dos “RNAs defectivos interferentes”
(DI) e dos “RNAs defectivos”, derivados em sua totalidade
do genoma do virus auxiliar (Rubino et al., 2003).
Entretanto, os acidos nucléicos de satélites e¢ do virus
auxiliar correspondente podem compartilhar seqiiéncias
curtas, normalmente nas extremidades da molécula; um
replicon quimérico com seqiiéncias que provém de um RNA
satélite (satRNA) e de seu virus auxiliar foi descrito por
Simon & Howell (1986). A presenca de um satélite também
pode afetar o nivel de acumulo do virus auxiliar. Por todas
as caracteristicas anteriores, considera-se os satélites como
parasitas moleculares de seus virus auxiliares.

Normalmente, a relagdo virus auxiliar/satélite
¢ especifica, uma vez que a replicagio de um satélite
particular s6 ¢ mantida por uma espécie de virus ou
por um grupo de espécies relacionadas. Porém, ndo ha
correlacdo entre a taxonomia dos satélites ¢ a de seus
virus auxiliares, sendo que um determinado virus pode
ter satélites taxonomicamente distintos. Isto sugere que
o “satelitismo” evoluiu independentemente uma série de
vezes (Vogt & Jackson, 1999). A epidemiologia dos satélites
esta condicionada por caracteristicas do virus auxiliar (Vogt
& Jackson, 1999). Diferentemente, a disseminagdo dos
virdides, por ndo dependerem de um virus auxiliar e por
ndo apresentarem envolvimento com vetores, ¢ efetuada
pelas praticas agricolas (Diener, 2001). Do mesmo modo, o
controle das doengas associadas aos satélites ¢ semelhante
ao das causadas pelo virus auxiliar.

Os satélites ndo formam uma unidade taxondmica,
ja que constituem um grupo muito mais heterogéneo que os
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virdides. Ha satélites que codificam e expressam proteinas
in vivo e satélites que sdo acidos nucléicos ndo codificantes.
Quando a proteina codificada pelo satélite é estrutural,
este é referido como virus satélites, e é encontrado como
componente nucleoprotéico diferenciado nas preparagdes
purificadas do virus auxiliar. Os satélites que ndo codificam
proteinas estruturais sd@o denominados acidos nucléicos
satélites. Os virus ou 4cidos nucléicos satélites ndo sdo
necessarios para a multiplicagdo dos virus auxiliares, porém
foram descritas moléculas de RNA com caracteristicas de
satélite que ndo sdo necessarias para que o virus auxiliar
infecte em condigdes experimentais, mas que podem ser
necessarias para que complete seu ciclo em condigdes
naturais. Também foram descritos agentes sub-virais do
tipo satélite que dependem de um virus auxiliar para serem
encapsidados, mas nlo para sua replica¢do (Symons, 1997;
Hull, 2002; Rubino ef al., 2003).

O termo satélite foi cunhado por Kassanis (1962) para
denominar as particulas de 17 nm de didmetro associadas
com o Tobacco necrosis virus (TNV) e dependentes deste
para acumular-se. A partir dai, o termo satélite se estendeu
para incluir acidos nucléicos satélites. A maioria dos satélites
descritos sio RNAs de fita simples que se associam a virus de
RNA, mas também existem satélites de DNA de fita simples
e RNA de fita dupla. Além dos satélites que se associam a
virus de plantas, ha também os associados a virus de insetos,
de protozodrios e de fungos (Mayo et al., 2000). Os satélites
tém sido considerados modelos apropriados para o estudo
de aspectos fundamentais na virologia, como 0s processos
de replicagdo, encapsidagdo, patogénese, recombinagdo e
variabilidade genética. As relagdes, geralmente complexas,
entre satélites e virus auxiliar suscitam questoes interessantes
de biologia evolutiva sobre os satélites (Collmer & Howell,
1992; Vogt & Jackson, 1999). Apesar dos avangos recentes
da biologia molecular, o conhecimento ¢ ainda escasso
em questdes fundamentais tais como: (i) de que maneira a
magquinariade replicagdo do virus auxiliar replica os satélites?
(i1) como os satélites alteram o acimulo e a patogénese do
virus auxiliar? (iii) qual a origem dos satélites e como eles
influenciam as populag¢des do virus auxiliar?

Os VL-satRNAs, também denominados virusoides,
sdo subdivididos em: (i) membros dependentes de um virus
auxiliar do género Sobemovirus, os quais sdo encapsidados
como moléculas circulares com forte estrutura secundaria;
(i) membros dependentes de um virus auxiliar dos géneros
Nepovirus e Polerovirus, os quais sdo encapsidados na forma
linear (Mayo et al., 2000; Rubino ef al., 2003). Juntamente
com os virdides, os virusoides sdo os menores agentes
infecciosos conhecidos. Apresentam caracteristicas fisicas
de viréides, porém diferem na seqiiéncia, fungao e biologia
(Symons & Randles, 1999). Foram primeiramente relatados
como satélites do Velvet tobacco mottle virus (VTMoV).
Posteriormente, demonstrou-se que um isolado de VTMoV
livre de satélite poderia encapsidar o PSTVd (Francki et al.,
1986), o que sugere a possibilidade de viroides serem RNAs
satélites que escaparam, ¢ que inicialmente eram auxiliados
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em sua replicag@o e transmissdo por um virus auxiliar.

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

A replicagdo dos VL-satRNAs ocorre por meio de
um mecanismo de circulo rolante conforme descrito para os
virdides (e por isto sdo também chamados de satRNAs do
tipo virdide). Para alguns foi demonstrada a auto-clivagem
das cadeias multiméricas lineares mediada por ribozimas
para gerar as formas monoméricas. As ribozimas que
apresentam estrutura de cabega-de-martelo promovem auto-
clivagem do RNA, enquanto que as que possuem estrutura
do tipo forquilha catalisam tanto a clivagem como a ligacao
do RNA (Buzayan et al., 1986; Prody et al., 1986; Forster &
Symons, 1987). Deve-se destacar que, pelo menos paraum RNA
com estas caracteristicas, foi encontrada uma contrapartida de
DNA, formando um elemento do tipo “retrovirdide” (Daros
& Flores, 1995). Vera et al. (2000) obtiveram evidéncias
do possivel envolvimento de uma transcriptase reversa do
Carnation etch ring virus (CERV) na origem desse retroviroide.
Em animais também foram relatados RNAs similares aos
virdides. O RNA do Hepatitis delta virus (HDV) depende para
sua encapsidacdo do Hepatitis B virus (HBV), e apresenta
caracteristicas estruturais e mecanismo de replicagdo comuns
aos viroides e VL-satRNAs, como molécula circular com forte
estrutura secundaria e ribozimas especificas presentes nas duas
polaridades (Taylor, 1999; Harris & Elder, 2000).

ORIGEM E EVOLUCAO DOS VIROIDES E
VIRUSOIDES: UMA VIAGEM AO MUNDO DE RNA

Diener (1996) aponta os virdides como os patdogenos
que apresentam os processos evolucionarios mais dindmicos
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entre os sistemas biologicos conhecidos. A presenga de
estruturas peridodicas com repeticdes de nucleotideos, o
tamanho reduzido do genoma e a atividade auto-catalitica
caracterizam os virdides como moléculas muito antigas
que podem ser considerados “fosseis vivos” (Diener, 1989,
2001). Ha outras hipoteses sobre a possivel origem dos
virdides. A primeira delas sugere que os virdéides poderiam
ter se originado a partir de elementos genéticos transponiveis
ou de retrovirus, pois ha certas semelhancas de seqiiéncia
entre a CCR de alguns virdides ¢ os extremos de uma
regido polipurinica que também esta presente em retrovirus
(Kiefer et al., 1983). Numa segunda hipotese, os virdides
seriam “introns fugitivos”, pois foram observadas certas
semelhancas de seqiiéncia entre virdides e introns do grupo
I. Além disso, virdides e introns do grupo I tém tamanhos
similares e alguns deles sdo capazes de auto-processamento
(clivagem e circularizagdo) (Hadidi, 1986; Cech, 1990).
Entretanto, analises mais detalhadas demonstraram que
0 mecanismo auto-catalitico ¢ muito diferente em ambos
os casos e, além disso, apesar de repetidos esforcos ndo
foi encontrada em virdides uma contrapartida de DNA
homélogo como ocorre com os introns.

Comparagdes entre seqiiéncias de nucleotideos de
virdides ¢ RNAs satélites indicam que estes constituem
um grupo monofilético, apresentando como ancestrais os
virdides auto-cataliticos (Elena ef al., 1991) (Figura 3).
Outros resultados sugerem uma origem quimérica do RNA
do HDV, a partir de um RNA do tipo virdide que capturou um
RNA mensageiro codificando uma proteina que favoreceria
sua replicagdo (Brazas & Ganem, 1996). A descoberta da
atividade catalitica em alguns RNAs viroidais refor¢ou a idéia
de que previamente ao mundo celular atual, baseado em DNA
e proteinas, existiu provavelmente um “Mundo de RNA” em
que tanto as macromoléculas que armazenavam como as que
expressavam a informacao genética eram de RNA (Gilbert,
1986). Os virdides e os VL-satRNAs poderiam ser reliquias
evolutivas dessa era antiga (Diener, 1989). A estrutura dos

RNAs do tipo virdide, e em particular seu pequeno tamanho
e alto conteido de G+C, teriam permitido superar a baixa
fidelidade de copia dos sistemas replicativos primitivos e,
por outro lado, sua estrutura circular teria dispensado os
sinais de inicio e término da replicagdo. Porém, o argumento
que mais reforca esta hipdtese ¢ a presenca nos virdides
da familia Avsunviroidae e em todos os VL-satRNAs de
ribozimas estruturalmente muito simples que poderiam ter
catalisado a replicagdo durante as etapas iniciais da evolugdo
da vida na Terra (Diener, 1989; Landweber et al., 1998).
Posteriormente, os virdides teriam adquirido dependéncia
de uma célula hospedeira (¢ os VL-satRNAs, de um virus
auxiliar), convertendo-se assim em parasitas intracelulares.
A atividade ribozimatica presente em alguns RNAs do tipo
virdide seria um vestigio de seu passado evolutivo (Diener,
1996, 2001; Elena et al., 1991, 2001).

Héa também fortes evidéncias que sustentam a
hipotese de que cloroplastos sdo organelas que evoluiram de
cianobactérias por simbiose (Margulis, 1993; Martin, 1999),
sugerindo que estes procariontes de vida livre poderiam
ter hospedado virdides, principalmente os ancestrais da
familia Avsunviroidae, anteriormente a colonizagdo das
plantas superiores. Isso implica que os membros da familia
Avsunviroidae sejam os virdides mais antigos (Lima et
al., 1994; Flores et al., 2000). Analises filogenéticas sdo
consistentes com essas suposicdes e também sugerem que
virdides possam estar presentes atualmente em cianobactérias
(Elena et al., 1991; Flores et al., 2000).

A andlise detalhada das seqiiéncias dos virdides
mostra que alguns deles parecem ter surgido como quimeras
resultantes da recombinag@o de duas ou mais seqiiéncias
parentais co-infetando a mesma hospedeira (Keese &
Symons, 1985). Portanto, a histéria evolutiva dos virdides
pode ter sido moldada por fendmenos de recombinagdo
similares aos que tém sido descritos para virus. O exemplo
mais representativo de recombinagao entre virdides é o caso
do CLVd, que ¢ formado por um mosaico de seqiiéncias

Apscaviroid

Cocadviroid

Hostuviroid

Pospiviroid

Avsunviroidae

HDV

VL - satRNA circulares
(“virusoides”)

VL - satRNA lineares

FIG. 3 — Arvore filogenética obtida pelo alinhamento das seqiiéncias de RNAs de viréides, VL-satRNAs e o dominio
viroidal do RNA do Hepatitis delta virus (HDV). A distribuicdo indica uma origem monofilética para estes agentes sub-
virais, sendo os membros da familia Avsunviroidae os provaveis ancestrais tanto dos Pospiviroidae (2 esquerda) como dos
satélites (a direita). Modificado de Elena ez al. (1991). Ver texto para maiores detalhes.
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provenientes do PSTVd, TPMVd, HSVd e TASVd
(Hammond et al., 1989). Esta natureza quimérica em nivel
estrutural manifesta-se também em suas propriedades
biolégicas, pois 0 CLVd compartilha a gama de hospedeiros
de dois de seus parentais presumiveis, o PSTVd e o HSVd
(Hammond, 2003).

Ha outra fonte de variabilidade genética que merece
destaque. H4 algum tempo sabe-se que os genomas de RNA
sdo capazes de variar e evoluir muito mais rapidamente que
os de DNA (Joyce, 1989). A diferenga principal entre ambos
os sistemas reside na existéncia de tamanhos populacionais
muito grandes nos genomas de RNA e em baixa fidelidade
de replicagdo em comparagdo com os de DNA. Isto se deve a
auséncia de uma atividade corretora de erros nas polimerases
de RNA, assim como de mecanismos pos-replicativos
de reparacdo que operam em sistemas baseados no DNA.
O resultado final é que os virus de RNA e os virdides se
propagam em seus hospedeiros como um conjunto de
seqiiéncias estreitamente relacionadas, mas ndo idénticas,
que formam o que se denomina uma quase-espécie viral
ou viroidal (Domingo & Holland, 1994). Esta estrutura em
quase-espécie, flutuante no espaco e no tempo, confere aos
virus de RNA e aos virdides sua grande plasticidade e, como
conseqiiéncia, a capacidade de evadir de pressdes evolutivas
adversas. Deve-se ressaltar, contudo, que esta plasticidade
tem restrigdes que impedem a fixagdo de mutacdes em
regides da molécula determinantes de algumas funcdes-
chave. E o caso dos nucleotideos que formam o niicleo
central das estruturas em cabeca-de-martelo, onde ndo se
observa variabilidade (Ambros et al., 1998; Flores et al.,
2001).

Os satélites constituem grupo altamente heterogéneo,
e por ndo haver correlagdo entre sua taxonomia e a de
seus virus auxiliares, provavelmente apresentam origens
distintas. Uma origem comum para as ribozimas cabeca-de-
martelo e hairpin foi recentemente proposta por Harris &
Elder (2000). Elena et al. (2001) sugerem que as ribozimas
do tipo cabeca-de-martelo possam ser o elo evolucionario
de ligacdo entre virodides e VL-satRNAs, que teriam origem
filogenética comum. Seqii€ncias do tipo cabega-de-martelo
ndo ativas foram recentemente relatadas para variantes do
HSVd, membro da familia Pospiviroidae, cujos membros
carecem de ribozimas (Amari et al., 2001). Virdides e VL-
satRNAs contém seqiiéncias e estruturas na molécula que
atuam como sinais necessarios na interacdo com fatores
e enzimas da célula hospedeira e, conseqiientemente,
requeridas para completar seu ciclo infeccioso. Alguns
destes sinais tém sido identificados em virdides, como o sitio
de inicio da transcrigdo e possiveis seqiiéncias promotoras
para o ASBVd (Navarro & Flores, 2000). Para o PSTVd
os dados, até hoje obtidos, sdo contraditorios (Tabler &
Tsagris, 2004). Pouco se conhece sobre sinais presentes nas
moléculas de VL-satRNAs. Contudo, possiveis sinais de
reconhecimento devem estar presentes, considerando que
os virus auxiliares sustentam grande numero desses satélites
(Sehgal et al., 1993). Conforme mencionado, virdides ¢ VL-
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satRNAs poderiam derivar de moléculas auto-replicativas
anteriores a0 mundo celular baseado no DNA e que teriam
passado a depender, para sua replicagdo, de um hospedeiro
(os virdides) ou de um virus auxiliar (VL-satRNAs). Esta
hipotese ligaria os VL-satRNAs e virdéides em um processo
evolutivo no qual teria ocorrido perda de autonomia
replicativa (Rubino ef al., 2003).

CONSIDERACOES FINAIS:
PERSPECTIVAS FUTURAS PARA MOLECULAS
DO PASSADO

Atémeados do século XX, os virus eram considerados
os representantes mais simples da escala biologica (Hull,
2002). A descoberta dos satélites e dos virdides (Kassanis
1962; Diener, 1971) foi surpreendente, pois a partir de entdo
se comprovou a existéncia de uma nova classe de parasitas
intracelulares ainda mais simples, denominados agentes sub-
virais, que inspiraram diferentes linhas de pesquisa, visando
a sua caracterizagdo e entendimento. Atualmente, os virdides
e os VL-satRNAs sdo considerados o nivel mais baixo da
escala biologica e com origem evolutiva independente dos
virus (Elena ef al., 1991, 2001). A simplicidade dos virdides
e dos VL-satRNAs, e o fato de que a molécula de RNA
deve interagir diretamente com componentes celulares do
hospedeiro para o desenvolvimento do seu ciclo infeccioso,
sugerem esses agentes como modelos interessantes para o
estudo dos processos biologicos ¢ moleculares envolvendo
aspectos da interacdo patdgeno/hospedeiro (Diener, 2001;
Rubino et al., 2003). Avangos nos estudos dos mecanismos
da interacdo virdide/hospedeiro deverdo auxiliar no
entendimento dos processos de regulacdo da expressdo
génica mediados por RNAs e permitir o desenvolvimento de
“motivos” artificiais de RNA como ferramentas moleculares
para o estudo de processos bioldgicos especificos (Qi &
Ding, 2003b).

Ainda ¢ escasso o conhecimento dos mecanismos
envolvidosnasdiversasintera¢cdes dosvirdidese VL-satRNAs
com fatores do hospedeiro, apesar dos avangos obtidos nos
ultimos anos. A compreensdo de como RNAs patogénicos
que ndo codificam proteinas proprias desenvolveram a
capacidade de completar seu ciclo infeccioso nas plantas
hospedeiras, os mecanismos moleculares das interagdes
RNA-RNA e RNA-proteina, a ativacdo e repressdo de
processos que regulam a expressdo génica, a regulacdo
da expressdo de sintomas ¢ o recrutamento de fatores da
célula para a replicagio e movimento na planta apresentam
questionamentos para pesquisas futuras.

Outras aplicagdes para moléculas de RNA e
“motivos” como ribozimas cabega-de-martelo tém sido
intensamente estudadas. Nas tultimas décadas, diversas
empresas farmacéuticas t€m investido no desenvolvimento
de ribozimas artificiais para utilizacdo em trans visando
o controle de virus humanos como o da Hepatitis C virus
(HCV) e 0 Human immunodeficiency virus (HIV) (Persidis,
1997). Outras aplicagdes para as ribozimas em estudos de
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evolugdo in vitro (Tsang & Joyce, 1996), no controle de
viroides via plantas transgénicas (Yang et al., 1997) ¢ em
estudos de interagdo de moléculas de RNA com fatores do
hospedeiro (Daros & Flores, 2002) foram recentemente
relatadas, e provavelmente continuardo sendo alvo de
estudos e discussdes sobre o potencial biotecnologico das
ribozimas, abrindo um futuro promissor para o uso destas
moléculas do passado.

Com origens distintas e incertas e com relagdes
evolutivas pouco conhecidas, os agentes sub-virais
apresentam um continuo de relagdes complexas com outros
agentes patogénicos e com suas plantas hospedeiras, que
tornam o seu estudo intrigante e a0 mesmo tempo fascinante.
Nos ultimos 30 anos, desde a descoberta dos RNAs auto-
cataliticos, houve uma profunda reviravolta no pensamento
evolutivo, pois acreditava-se que essa propriedade fosse
exclusiva das proteinas. Assim, juntamente com outras
evidéncias, postulou-se a existéncia de um mundo baseado
exclusivamente em moléculas de RNA.

Apesar de talvez serem reliquias de um passado
longinquo, os virdides parecem ter emergido como patdogenos
somente no século XX, e provavelmente causaram doengas
pela sua introdugdo acidental em plantas cultivadas a partir
de plantas selvagens (Diener, 1996). Uma possibilidade
que complementaria a anterior postula que os problemas
causados por virdides se deram principalmente quando
a agricultura se tornou mais intensiva e quando plantas
sensiveis a estes patdgenos foram introduzidas em regides
geograficas nas quais ja havia plantas cultivadas tolerantes
aos virodides, tendo estes “saltado”, via praticas agricolas,
para as plantas suscetiveis (Diener, 1979).
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ERRATA

Por um erro na composigao da revista, as letras A, B e C da Figura 1 do Artigo “EIRAS, M., DAROS, J.A., FLORES, R. &
KITAJIMA, E.W. Viréides e viruséides: reliquias do mundo do RNA. Fitopatologia Brasileira 31:229-246. 2006.” do
Volume 31(3) ndo foram reproduzidas. Segue, abaixo, a Figura 1 correta.
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FIG. 1 — A. Estrutura do PSTVd, membro tipo da familia Pospiviroidae, apresentando os cinco dominios denominados: Dominio C — que
contém a Regido Central Conservada (CCR, “central conserved region”), delimitada por estrelas; neste dominio também se destaca a
presenga do “loop E”, elemento de estrutura terciaria caracterizado em PSTVd que apresenta homologia com rRNA 5S de eucariontes.
Nas caixas negras, estdo representados os nucleotideos das seqiiéncias invertidas responsaveis pela formagdo do grampo (“hairpin”) I;
Dominio P — relacionado a patogenicidade; Dominio V — onde se localiza a maior variabilidade entre virdides que apresentam elevada
similaridade; Dominios TL ¢ TR — localizados nas extremidades esquerda e direita da molécula, respectivamente. Estdo indicadas também
as seqiiéncias TCH (“terminal conserved hairpin®), presente nos géneros Hostuviroid ¢ Cocadviroid ¢ TCR (“terminal conserved region”),
presente em Pospiviroid, Apscaviroid e em dois membros do género Coleviroid. B. Estrutura secundaria do ASBVd, membro tipo da familia
Avsunviroidae, apresentando conformagao de (quase) bastonete; C. Estrutura secundaria ramificada do PLMVd, espécie tipo do género
Pelamoviroid, familia Avsunviroidae. Nas estruturas secundarias do ASBVd e PLMVd destacam-se em caixas os residuos conservados
na maioria das ribozimas cabega-de-martelo descritas na natureza (caixas cheias e vazias para as polaridades positiva e negativa,
respectivamente). As bandeiras delimitam a regiao da estrutura das ribozimas de cabega-de-martelo e as flechas apontam para os sitios de
auto-corte das moléculas. As linhas descontinuas correspondem a interagao do tipo “kissing-loop”.



Oarquivo disponivel sofreu correcdes conforme ERRATA publicadano Volume 31 NUmero 4 darevista.



