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Introducio

A estrutura gendmica de plan-
tas pode ser alterada por transfor-
mag¢io genética durante o processo
de transferéncia génica utilizando-
se Agrobacterium tumefaciens, bio-
balistica e outras técnicas que inte-
gram parte de um genoma (gene
exdgeno) em um outro genoma (no
caso, vegetal). A transgenia tem sido
usada com o proposito de integrar
sequiéncias génicas de interesse com
consequente alteracio da expressio
génica. A expressio desse transgene
nem sempre pode ser predita. Desse
modo, o estudo das consequiéncias
dessas transformacdes tem-se torna-
do relevante nos ultimos anos
(VOINNET & BAULCOMBE, 1997;
WATERHOUSE et al., 1998;
VAUCHERET et al., 2001).

Virios termos podem ser en-
contrados na literatura para descre-
ver o silenciamento génico. Esses
incluem cossupressio, RNAi (RNA
de interferéncia) e quelling (inter-
rup¢io da sequéncia génica) em
leveduras. A cossupressio seria o
termo aplicado ao silenciamento
génico do gene endégeno pela acao
do RNA do transgene. Aqui ambos
os genes, exégeno e enddégeno, sao
coordenadamente suprimidos.
Quelling é um termo de cossupres-
sao usado em Neurospora crassa, e
o RNAi é aplicado ao silenciamento
génico em animais, quando esse
acontece pela a¢io de uma fita du-
plade RNA, causando a ndo transcri-
¢do nem a traducio de determinado
gene(BAULCOMBE, 2002).
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Em virios experimentos, fo-
ram obtidas evidéncias do silencia-
mento génico em plantas, que leva-
ram a conclusio que, ao aumentar
o nimero de cépias de um gene de
interesse em particular, poderia re-
duzir a sua expressio (MAZTKE &
MAZTKE, 1995; DEPICKER & VAN
MONTAGU, 1997). WEI etal. (2001)
comentam sobre uma correlaciao
positiva entre o nimero de insertos
com pobre expressio génica. Vari-
os transgenes inseridos podem ser
silenciados ap6s uma (relativamen-
te) longa fase de expressio e po-
dem, as vezes, silenciar a expres-
sio (parcialmente) de genes homo-
logos localizados em posicoes
ectépicas no genoma (FAGARD &
VAUCHERET, 2000). Em alguns ca-
sos, o silenciamento génico de
transgenes pode desencadear a re-
sisténcia a virus e, em outros casos,
a infec¢ao viral pode silenciar a
expressio de genes endégenos nas
plantas (BAULCOMBE, 1996).

Mecanismos de
silenciamento génico

O silenciamento génico, como
processo, corresponde a uma intera-
¢do entre seqiéncias homologas de
DNA ou RNA. Até hoje, sabe-se que
o RNA estd envolvido em 2 tipos de
silenciamento génico dependente de
homologia (SGDH): 1) SGPTS (si-
lenciamento génico pés-transcricio-
nal), onde a degradacio de RNAs
homologos no citoplasma levaria a
nio traducio e 2) SGT (silenciamen-
to génico transcricional), que estd



relacionado com o bloqueio na trans-
cricao induzido por um RNA anti-
senso derivado do préprio DNA,
que promoveria uma metilacio na
regido promotora, a nivel nuclear, e
ahomologia para a metilagao dirigida
ocorreria nas regides transcritas
(WASSENEGGER, 2000; FAGARD &
VAUCHERET, 2000; VAUCHERET et
al., 2001).

Embora os genes que interagem
podem estar muito préximos no
mesmo Ccromossomo e iniciar a
inativacdo em cis, muitos sistemas
estudados envolvem a interacao de
sequéncias localizadas em diferen-
tes cromossomos ou a trans-
inativacao. Ambos os tipos de SGDH
estdo freqientemente associados
com metilacdes de novo em se-
quéncias-especificas do DNA nu-
clear (KOOTER et al., 1999;
WASSENEGGER, 2000).

O mecanismo de silenciamento
génico transcricional (SGT) estaria as-
sociado a metilagdes denovona regiio
do promotor do transgene, que pode-
rlam ser meioticamente herddveis
(KOOTER etal., 1999). Essa metilacio
seria induzida por pareamento de regi-
6es homologas de DNA ouainda DNA-
RNA. Esse pareamento constitui o pas-
so inicial para a iniciacio do SGPT
(WASSENEGGER & PELISSIER, 1998).
O pareamento induziria a uma
metilacao dentro da regido codificante
do transgene, que levaria a uma pre-
matura interrup¢ao de sua transcricao.
Como resultado dessa sintese irregular
de mRNA, um RNA aberrante (abRNA)
seria formado (WASSENEGGER &
PELISSIER, 1998: HAMILTON &
BAULCOMBE, 1999; MATZKE et al.,
200D).

Estudos recentes tém encontra-
do presenga de um RNA de, aproxi-
madamente, 25 nt em sense e
antisense, com homologia ao RNA
alvo, em plantas que apresentam
cossupressdo e resisténcia a virus,
mas que ndo sio encontradas em
plantas usadas como controle. Tal
fato contribui para evidenciar que
existem diferentes formas de silenci-
amento, porém todas agindo num
mesmo mecanismo (HAMILTON &
BAULCOMBE, 1999).

A resisténcia a virus seria
explicada pelo fato de estes abRNA
serem o molde para que as RNA
polimerases dependentes de RNA
(RPdR) do hospedeiro (vegetal) pos-
sam sintetizar pequenas moléculas
de RNA anti-sense (METTE et al.,
1999; MATZKE et al., 2001;
MLOTSHWA etal., 2002). Esses pe-
quenos RNA antisense agiriam em
trans, em sequéncias de RNA com-
plementares (RNA viral), levando a
formacao de RNA fita dupla (dfRNA).
Um complexo de RNAses especifi-
cas para esses dfRNAs (conhecidas
como Complexo DICER ou RNAses
tipo 111, especificas para as dfRNAs),
levariam a degradac¢io dessas molé-
culas hibridas e, em consequéncia,
tornariam a planta resistente ao vi-
rus (METZLAFF et al., 1997;
CERUTTI, 2003).

No caso das integracdes multi-
plas, como as cépias do transgene, o
silenciamento se iniciaria por um
pareamento nio reciproco entre o
transgene e o gene endégeno, ou
entre os transgenes e, COMO conse-
quiéncia desse pareamento, o locus
receptor seria metilado, levando a
uma termina¢io prematura da trans-
cricio (ENGLISH & BAULCOMBE,
1996; WASSENEGGER, 2000).

A posicio de integracio do
transgene também parece ser impot-
tante para o silenciamento pelo fato
de olocisilenciador usualmente con-
sistir de multiplas cépias do transgene
ligadas. Outro modelo que explica o
silenciamento de transgenes em c6-
pias multiplas e invertidas é a forma-
¢do de um RNA em alca (alRNA),
que, posteriormente, se transforma-
ria em dfRNA pela acio de RNA
nucleases causando o efeito do silen-
ciamento conforme foi descrito aci-
ma (WATERHOUSE etal., 2001). De
modo similar, o dfRNA poderia tam-
bém ser usado como molde para
algumas RNA polimerases que trans-
creveriam moléculas de RNA anti-
senso, homologos aos mRNAs, for-
mando os dfRNAs e continuando o
ciclo de silenciamento por indu¢io
do SGT e SGPT (KOOTER et al,,
1999; FAGARD & VAUCHERET,
2000).

Modelos para explicar o
silenciamento génico

Virios autores tém sugerido
modelos para os mecanismos mole-
culares envolvidos no silenciamen-
to génico, que nio sdo eventos mu-
tuamente exclusivos, mas que po-
dem ser usados individualmente ou
em conjunto para explicar o silenci-
amento génico.

1. Silenciamento mediado
pelo pareamento DNA-DNA

Esse modelo tem sido proposto
para explicar certos tipos de cossu-
presssio (JORGENSEN, 1990; MEYER
& SAEDLER, 1996); a trans-inativacio
(MATZKE & MATZKE; 1990;
CHANDLER & VAUCHERET, 2001) e
a paramutac¢io (MEYER et al., 1993;
CHANDLER & VAUCHERET, 2001).

O pareamento de regides homo-
logas do DNA, devido a interagio
entre duas sequéncias homologas
numa interfase da meiose, levaria a
formacio de estruturas emalgas, que
seria o precursor da difusio de
metilacdes no DNA, induzindo o SGT
(ENGLISH & BAULCOMBE, 1996).

Os transgenes diferem muito em
sua capacidade de trans-inativar copi-
ashomologas, o que parece estarasso-
ciado 2 capacidade de procurar outras
posicdes cromossomais com homolo-
gia. A presenca de genes silenciadores
muito proximos ao telémero sugere
que regides teloméricas sio sitios favo-
raveis para a interagdo com sequiéncias
homologas (MEYER & SAEDLER, 2001).

2. Degradacao de RNA em
€excesso

Em transgénicos, é comum o
uso de promotores fortes para se
conseguir a alta expressio do
transgene. Como consequiiéncia, para
a detecgio de planta com o inserto,
sao esperados niveis altos do mRNA
do transgene. Nesse modelo, os
abRNA seriam produzidos devido a
uma alta taxa de transcricio do DNA,
com isso, os altos niveis de mRNA. Se
essa taxa de mRNA exceder a taxa de
traducdo, pode ocorrer, além da de-
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gradacio parcial desses mRNA, a
terminagido abrupta da transcri¢io, o
processamento irregular, originando
abRNAs e induzindo ao SGPT
(WASSENEGGER & PELISSIER, 1998).

Outrossim, o excesso de produ-
cdode uma determinada proteina pode
transmitir um sinal para a maquinaria
de traducio a fim de induzir a termi-
nagdo de sua propria transcri¢io. As
proteinas em excesso seriam marcadas
por ubiquitinas, por fosforilacio ou
por outras modificacdes pos-transcri-
cionais (HOCHSTRASSER, 1996;
WASSENEGGER & PELISSIER, 1998).

3. Hibridos DNA-RNA

A observa¢io de que o parea-
mento DNA-RNA pode induzir pa-
droes de metilagio sugere mudancas
no estado epigenético caracterizado
porum estado especifico de metilacio
do DNA ouda estrutura da cromatina,
durante o periodo pré-meidtico ou
de hibridizag¢io somatica (MEYER &
SAEDLER, 2001). Estudos indicaram
que fragmentos de RNA poderiam
induzir uma hipermetilacio em se-
quéncias homologas (pareamento
DNA -RNA), causando as mudangas
epigenéticas. Tal fendmeno foi com-
provado em estudos com plantas
transgénicas que continham o cDNA
dos viriéides do PSTV da batata. A
metila¢do no genoma do viréide foi
observada mesmo sem que a
replicacio do seu RNA tivesse ocor-
rido (WASSENEGGER et al., 1994;
WASSENEGGER, 2000).

Os transcritos poderiam induzir
a metilacio em regides homologas
de DNA, que seria comum em trans-
formantes, os quais acumulariam
grandes concentragdes dos transcri-
tos no nucleo, devido as altas taxas
de tradugao e do processamento irre-
gular desses RNAs. Como consequi-
éncia dessa marcac¢io, a proteina e
seus produtos, ap6s degradacio, po-
deriam reconhecer seqiiéncias ho-
mologas surgindo nos ribossomos, e
levando ao término prematuro da
transcricao, além de uma deadenila-
¢do na posicao 3’ e, com isso, ao
surgimento dos abRNAs e a indu¢io
do SGPT (JONES et al., 1999).

4. Modelo mediado por
RNA antisenso

O RNA antisenso parece ser
fundamental nos mecanismos de
cossupressio. As fitas duplas de RNA
seriam alvos gerados pelos promo-
tores presentes no DNA do transgene
e pela acio de RNA polimerases
dependente de RNA ( RPdR)
(LINDBO et al., 1993).

WASSENEGGER & PELISSIER
(1998) ainda propdem que esse RNA
poderia surgir devido a posi¢ao da
sequéncia de DNA produtora do
RNA antisenso, préximo a um pro-
motor localizado adjacente a uma
copia de T-DNA integrado e em
anti-senso .

A producio de RNA antisenso
pelas RPdR dependeria de niveis
especificos do RNA senso e do
acumulo de intermedidrios de RNA
(durante o processamento ou trans-
porte). Essa hipdtese se baseia no
fato de que as RPdR reconheceriam
os transcritos aberrantes, que seri-
am derivados de transcri¢do, trans-
porte ou traduc¢do incorreta do
transgene. A produ¢io de abRNA
poderia induzir as mudancas
epigenéticas do gene que influenci-
aria o seu processamento (MEYER &
SAEDLER, 1996; WASSENEGGER,
2000).

Certos transgenes somente po-
dem silenciar ou cossuprimir seqiién-
cias caso contenham um final 3’
homdlogo, enquanto certos transgenes
com regides 5’ homodlogas nio sio
afetadas (ENGLISH etal., 1996). Essas
observagdes sugerem que os transcri-
tos antisenso sao feitos preferencial-
mente nas regides 3’ do transgene
(WASSENEGGER & PELISSIER, 1998).

O papel da metilacido e da
estrutura da cromatina no
silenciamento génico

Em recentes estudos sobre si-
lenciamento em plantas, a ocorrén-
cia de pareamento entre seqiiéncias
homologas parece ser condi¢io im-
portante para o silenciamento
(BAULCOMBE & ENGLISH, 1996;
VOINNET et al., 1998). O silencia-
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mento em frans seria quando uma
regiao metilada teria homologia com
a regido promotora de um determi-
nado gene, dirigindo uma metilacio
de novo nessa regiao, para induzir o
SGT. Tal fendbmeno é conhecido
como metilacio do DNA dirigida
por DNA (MDdD)(JONES etal., 1999;
METTE etal., 1999; WASSENEGGER,
2000).

Muitos genes eucaridticos e ele-
mentos transponiveis exibem uma
forte correlagdo inversa entre den-
sidade de metilacio do DNA e ati-
vidade transcricional ou transposi-
cional. Ao certo, nio se sabe se a
acio da metilagio da citosina alte-
raria a estrutura da cromatina, mas
estudos em plantas demonstram
uma correlacio positiva entre o
numero de copias do transgene, o
aumento da metilagdo e a diminui-
cao da atividade transcricional
(KUMPATLA et al.,1997).

Em eucariontes, os residuos de
citosina do DNA gendmico podem
ser metilados na posi¢ao 5’da citidina.
As enzimas das DNA metiltransferases
que realizam essa reac¢io tém prefe-
réncias por grupos CpG ou CpNpG.
Em ambos os casos, o DNA recente-
mente replicado, que contém grupos
CpG ou CpNpG hemimetilados, sio
fortes substratos para a acdo das
DNA metiltransferases. Tal padrio
asseguraria as metilacdes de manu-
tencio e de padrdes de metilacio
pré-existentes nos cromossomos fi-
lhos (ATHERLY et al.;1999).

Em transgenes, esse padrio de
metilacio nao é igual. As metilacoes
localizadas em residuos de citosina
nio estdo localizadas em sequiiénci-
as CpG ou CpNpGp. Os fatores que
especificam esse padrio de metilagio
nio simétrico sdo ainda uma incég-
nita, mas parece que a metilacio do
DNA é dirigida por um RNA. Nio se
sabe se esse RNA seria o sinal em
todos os casos da metilacio nio
simétrica das citosinas em plantas
(FINNEGAN et al., 1998). Alguns
autores denominam esse fendmeno
de metilacio do DNA dirigida por
RNA (MDdR)(WASSENEGGER, 2000;
BAULCOMBE, 2002). Esse padrio
também nao parece ser conservado



durante a meiose, em contraste com
o padrio de metilacio simétrica
(PARK et al., 1996; LUFF et al.,
1999).

Estudos tém demonstrado que
a metilacaio do DNA e a estrutura da
cromatina tém um importante papel
no SGT e SGPT. Nessa forma de
silenciamento, a regiio promotora
e, as vezes, a regido codificante dos
transgenes silenciados apresentam-
se densamente metilados (KOOTER
etal., 1999). Plantas mutantes para
o gene da proteina DDM1, que re-
modela a cromatina, ndo apresenta-
ram o silenciamento génico. Isso
indica um possivel papel da
metilacio do DNA e da estrutura da
cromatina no estabelecimento e na
manutengdo de SGPT. Supode-se que
o aumento da metilacio leve a
heterocromatizag¢io do DNA e, com
isso, ao dificil acesso as RNA
polimerases, diminuindo a agao
transcricional (YE et al., 1996;
WASSENEGGER & PELISSIER, 1998;
WASSENEGGER et al., 2000).

Embora os modelos atuais pro-
ponham que a produgio de um
RNA aberrante, fruto de uma
metilacdo, seja o causador de uma
finalizacdo prematura da transcri-
c¢do do mRNA, existem estudos com
linhagens defeituosas de N. crassa
para o gene da metilase da citosina
(dim2) que exibiram a mesma capa-
cidade de silenciamento que a li-
nhagem controle (dim +) (COGONI
& MACINO, 1999). Fato semelhante
foi observado em estudos realiza-
dos com plantas transgénicas de
fumo, onde o gene nptll (neomicina
fosfotransferase) metilado
transcricao e o SGPT normais quan-
do comparado com uma cépia do
gene nptll nio metilado e nao si-
lenciado (VAN HOUDT etal., 1997).
Tais fatos indicam que a metilagio
niao parece ser condi¢do sine qua
non para a inducio e a manutencio
do SGPT (PARK et al., 1990).

teve a

Razées para a ocorréncia do
silenciamento génico

Diversos autores tém levantado
o papel do silenciamento génico . O

silenciamento génico parece estar
envolvido com a defesa a acidos
nucléicos estranhos (COVEY, 2000;

JORGENSEN, 1995; MOURAIN etal.,

2000), com a protecio do genoma
contra a insercio de elementos
transponiveis (KETTING etal., 1999;
BAULCOMBE, 2002) e com a
regulacio da expressio génica de
familias de multigenes ou ainda
genes duplicados em plantas
(TANZER etal., 1997; CHANDLER &
VAUCHERET, 2001).

Uma outra questdo poderia ser
levantada, se seqtiéncias homologas
de DNA podem parear e se tornar
silenciadas, como entio explicar que
membros de familias de genes pode-
riam escapar da inativacio? MATZKE
& MATZKE (1995) propdem a exis-
téncia de duas maneiras de prevenir
esse pareamento: ou pela divergén-
cia de sequiéncias encontradas em
alelos (heterozigosidade) ou devido
a reducio do comprimento de se-
quéncias homélogas, o que sugere
um papel muito importante para os
introns, que dividiriam a regido
codificante da proteina em segmen-
tos pequenos demais para realizar
um pareamento efetivo.

Parece bastante uninime en-
tre varios autores que o silencia-
mento génico tem como fungio
principal prevenir a superexpres-
sido génica, controlando o nimero
de copias de determinado gene ou
ainda ser um mecanismo de defesa
contra a superexpressio de
transgenes (WASSENEGGER &
PELISSIER, 1998; KOOTER et al.,
1999; WASSENEGGER, 2000).

Difusdao e amplificacao do
silenciamento génico

Um dos mais importantes aspec-
tos do silenciamento génico é que
este é um mecanismo autdmato, isto
é, pode ser induzido localmente e
pode se espalhar para distantes locais
no organismo (VOINNET etal., 1998;
COVEY, 2000). Esse transporte
sistémico do sinal de silenciamento
parece relacionar-se com um sinal
movel, nio metabdlico, ainda nao
completamente identificado. Esse si-

nal, sendo parte integral do processo
de silenciamento, parece interagir com
proteinas de membranas, movendo-
se de célula em célula através do
floema (plasmodesmata), assemelhan-
do-se com o padrio de infecgao de
virus nas plantas (PALAUQUI et al.,
1997; VOINNET & BAULCOMBE, 1997;
VOINNET et al., 1998; MLOTSHWA
etal.,, 2002).

O SGPT teria trés fases: inicio,
manutencio e difusio propriamen-
te dita. Os transgenes, os virus e até
mesmo o DNA exdégeno (proveni-
ente da transformaciao) poderiam
iniciar o SGPT. Alguns autores su-
gerem que esse sinal seja na forma
de RNA, mas nio é conhecido ainda
qual o tipo de RNA que estaria
envolvido: se abRNA, dfRNA ou
ainda o asRNA (METTE etal., 1999;
KOOTER et al., 1999; MATZKE et
al., 2001; MLOSTHWA etal., 2001).

Esse conceito de difusao célula-
célula e de transporte a longas dis-
tincias nio pode ser descartado,
visto que o virus tem seu genoma
composto por RNA e esse RNA di-
funde-se para dentro da planta, po-
dendo se mover de célula-célula
através de proteinas codificadas pelo
seu proprio genoma (WATERHOUSE
et al., 2001).

Ainda ndo estd completamente
elucidado como o sinal para o silen-
ciamento pode se espalhar sistemi-
camente pela planta e ainda ter seus
efeitos amplificados. O silenciamen-
to parece ser um mecanismo de pre-
ven¢do, como a vacina € para os
humanos. Parece sensato estabele-
cer que o silenciamento nada mais é
que uma mensagem enviada pelas
células jd infectadas pelo virus para
aquelas que ainda ndo o foram, mas
que estejam na iminéncia de o ser,
para que essas preparem suas defe-
sas contra o agente invasor. Se esse
sinal contiver fragmentos da seqiién-
cia viral, as células receptoras pode-
riam estar preparadas para degradar
qualquer RNA que contivesse essas
sequiéncias, mesmo antes de o virus
chegar (RATCLIFF et al., 1997,
WATERHOUSE et al., 2001).

Esse modelo poderia explicar al-
gumas observacodes:1) de que plantas
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transgénicas com transgenes deriva-
dos de virus podem apresentar uma
recuperacdo, isto €, apresentar os sin-
tomas da infecgio inicial do virus,
seguida de crescimento sem os sinto-
mas e de resisténcia ao virus. 2) plan-
tas transgénicas apresentando cossu-
pressao tendem, inicialmente, a apre-
sentar atividade do transgene, mas
um silenciamento progressivo em te-
cidos em crescimento (WATERHOUSE
etal., 2001).

Consideracoes finais

Na ultima década, o estudo do
silenciamento génico cresceu consi-
deravelmente. Ja existem evidénci-
as de que caracteristicas especificas
do DNA, como a metilagio e a estru-
tura da cromatina, sio importantes
para o fenébmeno do silenciamento.
Todavia, o seu mecanismo molecu-
lar ainda nao foi totalmente
elucidado, mas, em razao de obser-
vacdes funcionais dos RNA anti-sen-
so,abRNA, dfRNA, RNA polimerases
e RNA nucleases, os estudiosos des-
se assunto puderam elaborar mode-
los para os mecanismos de SGDH
o SGT e SGPT.

E notéria a existéncia de algu-
mas dificuldades para o estudo do
silenciamento génico em plantas
transgénicas. Variacdes entre as li-
nhas de plantas transgénicas consti-
tuem uma grande barreira para o
completo estudo desses mecanismos.
Duas linhas transgénicas ndo sio
similares pelo fato de o transgene em
cada planta se situar em diferente
dominio no cromossomo, em dife-
rente arranjo e também devido 2
associagao com diferentes quantida-
des de DNA do vetor de transforma-
cao (IGLESIAS etal., 1997; STAM et
al., 1997).

Apesardas dificuldades, vislum-
bram-se para essa drea da ciéncia
grandes e importantes descobertas: o
completo entendimento da regulacio
génica, a identificacdo dos fatores
que podem afetara expressao génica
e dos transgenes (talvez se discuta no
futuro algumas propriedades dessa
tecnologia) e, ainda mais, a compre-
ensdao dos mecanismos evolutivos.

Agradecimentos

Aos pesquisadores Ivan
Schuster (Coodetec) e Maria Jdlia
Corazza Nunes (UEM/PR) pelas
corregdes e sugestoes dadas. Agra-
deco a Deus por tudo.

Referéncias bibliograficas

ATHERLY, A.; GIRTON, J.; MCDONALD,
J. F. The molecular structure of
prokaryotic and eukaryotic
chromosomes. The science of
genetics. Ed. Saunders College
Publish. 1999, p.299-301.

BAULCOMBE, D..RNA silencing.
Current Opinion in Biology.
12(3),R82-R84,2002.

CERUTTI, H. RNA interference:
traveling in the cell and gaining
functions? Trends in Genetics.
19(1),39-46,2003.

CHANDLER, V. & VAUCHERET, O.
Gene activation and gene
silencing. Plant Physiology. 125,
145-148, 2001.

COGONI, C. & MACINO, G. Gene
silencing in Newrospora crassa
requires a protein homologous to
RNA dependent RNA polymerase.
Nature 399, 166-169, 1999.

COVEY, S. Silencing genes silencing
genes. Trends in Plant Science.
5(10), .404-4006,2000.

DEPICKER, A. & VAN MONTAGU, M
post-transcriptional gene silencing
in plants. Current Opinion in
Cell Biology. 9, 373-382, 1997.

ENGLISH, J. J. & BAULCOMBE, D. C.
Ectopic pairing of homologous
DNA and post-transcriptional
gene silencing in transgenic
plants. Current Opinion in
Biotechnology.7:173-180,1996.

ENGLISH, J. J.; MUELLER, E.;
BAULCOMBE, D.C. Suppression
of virusaccumulation in transgenic
plants exhibiting silencing of nu-
clear genes .Plant Cell.8,787-
797,1996.

FAGARD, M. & VAUCHERET, H.
(Trans) gene silencing in plants:
How many mechanisms? Annual
Review of Plant Physiology
and Plant Molecular Biology.
51:167-194, 2000.

Revista Biotecnologia Ciéncia & Desenvolvimento - Edi¢do 1° 31 - julbo/dezembro 2003

FINNEGAN, E.J. DNA methylation in
plants. Annual Review of Plant
Physiology and Plant Molecu-
lar Biology.49,223-247,1998.

HAMILTON, A.J. & BAULCOMBE,
D.C. A species of small antisense
RNA in posttranscriptional gene
silencing in plants. Science 280,
950-952, 1999.

HOCHSTRASSER, M. Ubiquitin-
dependent protein degradation.
Annual Review in Genetics.
30:405-439, 1996.

IGLESIAS, V.A. Molecular and
cytogeneticanalyses of stably and
unstably expressed transgene loci
in tabacco .Plant Cell. 9:1251-
1264, 1997.

JONES, L; HAMILTON, A. J.; VOINNET,
O.; THOMAS, C. L.; MAULE, A. J.;
BAULCOMBE, D.C.. RNA-DNA
interactions and DNA methylation
in Post-transcriptional gene
silencing. Plant Cell. 11, 2291-
2301, 1999.

JORGENSEN, R. Altered gene expression
in plants due to trans interactions
between homologous genes.
Trends in Biotechnology. 8:340-
344, 1990.

JORGENSEN, R..Cossupression, flower
color patternsand metastable gene
expression states. Science.
208:880-891., 1995.

KETTING, R F.; HAVERKAMP, T. H.
A.; VAN LEUNEN, H. G.;
PLASTERK A .Mut-7 of C. elegans
required for transposon silencing
and RNA interference, is a
homolog of Werner Syndrome
helicase and RNAse D. Cell
99:133-141, 1999.

KOOTER, J. M.; MATZKE, M. A.;
MEYER, P. Listening to the silent
genes: transgene silencing, gene
regulation and pathogen control.
Trends in Plant Science. 4(9),
340-346, 1999.

KUMPATLA, S.; TENG, W.;
BUCHLOLZ, W.: HALL, T.
Epigenetic transcriptional
silencing and 5-azacytidine-
mediated reactivation of a
complex transgene in rice. Plant
Physiology. 115:361-373, 1997.

LINBDO, J. A.; SILVA-ROSALES, L.;
PROEBSTING, W. M.



DOUGHERTY, W.G. Induction
of a highly specific antiviral state
in transgenic plants: implications
forregulation of gene expression
and virus resistance. Plant Cell.
5:1749-1759, 1993.

LUFF, B.; PAWLOWSKI, L.; BENDER,
J. An inverted repeat triggers
cytosine methylation of identical
sequences in Arabidopsis. Mole-
cular Cell 3,505-511,1999.

MATZKE, M.; MATZKE, A. J. M.
Homology-dependent gene
silencing in transgenic plants:
what doesitreally tell us? Trends
in Genetics.11(1):1-3,1995.

MATZKE, M.; MATZKE, A. J. M.;
PRUSS, G.; VANCE V. RNA-based
silencing strategies in plants.
Current Opinion in Genetics
and Development. 11:221-
227,2001.

MATZKE, M. A.; MATZKE, A J M. Gene
interactions and epigenetic
variation in transgenic planta.
Developmental Genetics.11:214-
223,1990.

METTE, M. F.; AUFATZ, W.; VAN DER
WINDER, J.; MATZKE, M. A.;
MATZKE, A.J. M. Transcriptional
silencingand promoter methylation
triggered by double stranded RNA.
EMBO Journal. 19, 5194-5201,
2000.

METTE, M. F.; VAN DER WIDEN, J.;
MATZKE, M. A.;; MATZKE, A. J.
M. Production of aberrant promo-
tor transcripts contributes to
methylation and silencing of
unlinked homologous promoters
intrans. EMBO Journal.18(1):241-
248,1999.

METZLAFF, M.; O'DELL, M.; CLUSTER,
P.D.;FLAVELL, R. B.RNA mediated
RNA degradation and chalcone
synthase A silencing in Petunia.
Cell 88,345-854,1997.

MEYER, P & SAEDLER, H.Homology-
dependent gene silencing in
plants. Annual Review of Plant
Physiology and Plant Molecu-
lar Biology.47:23-48,1996.

MEYER, P.; HEIDMANN, L; NIDENHOF,
L. Differences in DNA methylation
are associated with a paramutation
phenomenonin transgenic petunia.
Plant Journal. 4:86-100,1993.

MLOTSHWA, S.; VOINNET, O.
METTE, M. F.; MATZKE, M.;
VAUCHERET, H.; DING, S.;
PRUSS, G.; VANCE, V. RNA
silencing and the mobile silencing
signal. Plant Cell. 289-301,2002.

MOURRAIN, P.; BEELIN, C.; ELMAYAN,
T.; FEUERBACH, F.; GODON, C.;
MOREL, J.; JOUETTE, D.;
LACOMBE, A.; NIKIE, S.; PICAULT,
N.; REMOUE, K.; SANTAL, M.; VO,
T.; VAUCHERET, H. Arabidopsis
SGS2 and SGS3 genes are required
for posttranscriptional gene
silencing and natural virus
resistence.Cell. 101, 533-542, 2000.

PALAUQUI, J. C.; ELMAYAN, T,
POLLIEN, J. M.; VAUCHERET, H.
Systemic acquired silencing:
transgenic specific post-
transcriptional silencing is
transmitted by graffiting from
silenced stocks to non-silenced
scions. EMBO Journal.16:4738-
4745,1997.

PARK, Y. D.; PAPP, I.; MOSCONE, E.
A.;IGLESIAS, V. A.; VAUCHERET,
H.; MATZKE, A. J.; MATZKE, M.
A .Gene silencing mediated by
promoter homology occursat the
level of transcription and results
inmeiotically heritable alterations
in methylation and gene activity.
Plant Journal. 9,183-194,1996.

RATCLIFF, F.; HARRISON, B.;
BAULCOMBE, D. A similarity
between viral defense and gene
silencing in plants. Science.
276,1558-1560,1997.

STAM, M; MOL, J. N. M.; KOOTER, ]
.M. The silence of genes in
transgenic plants. Annals of
Botany.79:3-12,1997.

TANZER, M. M.; THOMPSON, W. F.,
LAW, M. D.; WERNSMAN, E. A.;
UKENES, S. Characterization of
post-transcriptionally suppressed
transgene expression that confers
resistance to tobacco etch virus
infection in tobacco. Plant Cell.
9,1411-1423,1997.

VAN HOUDT, H.; INGELBRECHT, L;
VAN MONTAGU, M.; DEPICKER,
A. Post-transcriptional silencing
of a neomycin phosphotransferase
II transgene correlates with the
accumulation of unproductive

RNAs and with the increase
cytosine methylation of 3’flanking
regions. Plant Journal. 12, 379-
392,1997.

VAUCHERET, H.; BECLIN, C.;
FAGARD, M. Post-transcriptional
gene silencing in plants. Journal
of Cell Science.114:3083-
309,2001..

VOINNET, O & BAULCOMBE, D.C.
Systemic signaling in gene
silencing. Nature.389:553,1997.

VOINNET, O.; VAIN, P; ANGELL, S.;
BAULCOMBE, D. C. Systemic
spread of sequence specific
transgene RNA degradation in
plants is initiated by localized
introduction of ectopic
promotorless DNA.Cell.95,177-
187,1998.

WASSENEGGER, M. & PELISSIER, T.
A model for RNA-mediated gene
silencing in higher plants. Plant
Molecular Biology.37,349-
362,1998.

WASSENEGGER, M..RNA-directed
DNA methylation. Plant Mole-
cular Biology.43:203-220,2000.

WASSENEGGER, M.; HEIMES, S.;
RIEDEL, L.; SANGER, H. L. RNA-
directed de novo methylation of
genome sequences in
plants.Cell.76,567-576,1994.

WATERHOUSE, P.; WANG, M.;
LOUGH, T. Gene silencing as an
adaptative defence against viruses.
Nature 411,834-842,2001.

WATERHOUSE, P. M.; GRAHAM, M.
W.; WANG, M. B. Virus resistance
and gene silencing in plants can
be induced by simultaneous
expression of sense and antisense
RNA. Proceedings of National
Academy of Science USA.95,
13959-13964,1998.

WEIL, T.; LUO, X. Y.; SANMUELS, V.
Gene silencing: double stranded
RNA mediated mRNA degradation
and gene inactivation. Cell
Research.11(3)181-186,2001.

YE, F.; SIGNER, E. R. RIGS (repeat-
induced gene silencing) in Ara-
bidopsis is transcriptional and
alters chromatin configuration.
Proceedings of National
Academy of Science USA.
93:10881-10886,1996. *

Revista Biotecnologia Ciéncia & Desenvolvimento - Edigcdo n® 31 - julbo/dezembro 2003



