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20.1 INTRODUCAO

Virus de planta causam grandes prejuizos econémicos e ambientais. Esti-
ma-se que a perda mundial chegue a bilhdes de délares por ano. Barreiras
fitossanitarias, além de serem uma questdao de satide publica, é uma estraté-
gia de controle de mercado e estabelecimento de precos. Um dos principais
fatores limitantes da produgdo é a suscetibilidade das plantas as viroses, o
que resulta em menor rendimento e ma qualidade dos produtos.

Como outros virus, os virus que infectam plantas sao parasitas intracelu-
lares obrigatérios e, portanto, ndo possuem a maquinaria molecular neces-
saria para replicar seu genoma sem a célula hospedeira. Eles tém genoma
pequeno, com um numero limitado de genes que codificam para poucas
proteinas virais. A grande maioria das viroses de plantas possui genoma
de 4cido ribonucleico (RNA) positivo’, embora também existam genomas

*  RNA viral positivo: RNA na orientagdo 5-3’, que pode ser diretamente traduzido em proteinas
virais. Nesse caso, o genoma viral pode ser considerado um RNAm viral, podendo ser imediata-
mente traduzido pela célula hospedeira.




710 Biotecnologia Aplicada a Agro&IndUstria

de RNA negativo™ e de RNA dupla fita (double-stranded RNA — dsRNA).
Outras viroses de plantas tém dcido desoxirribonucleico (DNA) como
genoma, que pode ser fita simples (single-stranded DNA — ssDNA) ou fita
dupla (double-stranded DNA — dsDNA), e todos eles sao envoltos por um
capsideo (capa) proteico.

Durante o processo de infec¢dao, basicamente os virus replicam seu
genoma, formam novas particulas e, entdo, se movimentam de uma célula a
outra e entre os tecidos da planta. Durante a replica¢do, os virus precisam
sintetizar proteinas virais. Essa sintese ocorre a partir do RNA mensageiro
(RNAm) em sentido positivo, que é transcrito com o auxilio de uma enzima
polimerase, DNA ou RNA polimerase, dependendo de qual seja o genoma

viral (Figura 20.1).
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Figura 20.1 Esquema do processo de sintese de proteinas virais durante a replicacdo. As proteinas virais sdo sintetizadas a partir do
RNA mensageiro sentido positivo. A enzima polimerase, DNA ou RNA polimerase, dependendo de qual sejo o genoma viral, auxilia o
sintese do RNAm.
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O movimento célula-célula ocorre por meio dos plasmodesmos™ (Figura
20.2), e o movimento entre Orgdos ocorre, principalmente, por meio do

RNA viral negativo: RNA na orientagdo 3’-5’, sendo complementar ao RNAm viral. O RNA ne-
gativo deve ser convertido em positivo (RNAm) por uma polimerase para depois ser traduzido.

** Plasmodesmos sdo canais de comunicagio que permitem o trifego de macromoléculas entre células
adjacentes. Eles sdo responsaveis pela conexao citoplasmatica entre células vizinhas, possibilitando
a troca de moléculas de informacgao, funcionais e estruturais durante o crescimento e o desenvol-
vimento da planta.
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floema'!s. Alguns virus ainda podem se movimentar utilizando os vasos do
xilema*.
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Figura 20.2 Esquema da estrutura dos plasmodesmos. Os plasmodesmos sio envoltos pela membrana plasmatica confinua entre as
células adjacentes. Eles se estreitam no canaliculo que atravessa a parede celular de cada uma das células (famanho limite de exclusdo)
¢ permitem a ligacdo entre os seus citoplasmas. Fonte: SoBiologia®.

O movimento célula-célula do virus é auxiliado por proteinas de movi-
mento viral, que sdo capazes de aumentar o tamanho limite de exclusido do
plasmodesmo (Figura 20.2), tornando esse processo mais rapido e permi-
tindo, em alguns casos, que o virus alcance os vasos do floema, onde ocorre
o movimento em longa distancia para os diferentes 6rgaos da planta.

Os virus constituem um dos principais grupos de micro-organismos que
causam doencas em plantas, e seu controle nem sempre € eficaz. Por isso, o
ideal é prevenir a infec¢do. Alguns métodos convencionais tém sido utilizados
para esse proposito, como a rotatividade de culturas e, especialmente, o con-
trole dos insetos que transmitem o virus de uma planta a outra. Outro método
muito aplicado é a detec¢io precoce da doenga e a destrui¢ao das plantas infec-
tadas (roguing). Alternativamente, estirpes virais de baixa infectividade podem
ser utilizadas para aumentar a resposta de defesa da planta, agindo como uma
vacina. No entanto, o uso de cultivares com elevados niveis de resisténcia” é a
estratégia mais viavel para reduzir as perdas na colheita®. Apesar disso, nem
sempre existem cultivares resistentes disponiveis comercialmente. Através da
genética cldssica, o cruzamento tradicional entre cultivares selvagens permite
que a resisténcia seja introduzida em cultivares comerciais. Entretanto, essa
estratégia pode levar muitos anos até a obtengdo de uma variedade viavel.

3

A resisténcia genética pode ser definida como a habilidade da planta em prevenir ou retardar o
estabelecimento do patdgeno em seus tecidos, num processo altamente dinimico e coordenado.

m
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Assim, o uso de plantas geneticamente modificadas” capazes de impedir a repli-
cagdo e/ou o movimento do virus na planta é a melhor estratégia antiviral.

No transcorrer do processo evolutivo, as plantas e os patdégenos desenvol-
veram estratégias de sobrevivéncia, as plantas procurando impedir a infec-
¢do e os patogenos driblando essa resisténcia. Avangos no entendimento da
bioquimica de infec¢bes virais e do sistema natural de defesa das plantas
tém resultado em novas tecnologias que eficientemente limitam as doencas
causadas por virus”®.

20.2 ESTRATEGIAS PARA RESISTENCIA A VIROSES EM PLANTAS

A engenharia genética ofereceu novas perspectivas na resisténcia contra
viroses. A criagdo de plantas geneticamente modificadas resistentes a virus
teve inicio em plantas de tabaco expressando o gene para a proteina da
capsula proteica de tobacco mosaic virus (TMV)’. Essa descoberta levou a
produgio de varias plantas geneticamente modificadas resistentes a viroses,
usando diferentes tipos de genes virais®. Esse tipo de resisténcia é conhe-
cido como resisténcia derivada do patdgeno (do inglés pathogen-derived
resistance — PDR). No entanto, atualmente, a resisténcia mediada por
RNA, baseada no silenciamento poés-transcricional do gene (do inglés
post-transcriptional gene silencing — PTGS), é a estratégia mais importante
no desenvolvimento de plantas resistentes a viroses.

20.2.1 Resisténcia derivada do patéogeno (PDR)

Essa técnica consiste em inserir um ou mais genes do patdogeno na célula
da planta, gerando resisténcia especifica no hospedeiro. Dessa forma, plan-
tas hospedeiras expressando transgenicamente genes que codificam para
proteinas da cdpsula viral (do inglés coat protein — CP), para proteina de
movimento viral (do inglés movement protein — MP) ou para subunidades
da replicase viral sdo resistentes a esses virus'’.

A resisténcia adquirida pela expressao transgénica da CP em plantas
estd baseada no bloqueio da remontagem do virus invasor!!. A resisténcia
mediada por CP (do inglés coat protein mediated resistance — CPMR) ja foi,

Organismos geneticamente modificados (OGM) sdo aqueles que tiveram seu genoma modificado
mediante emprego de técnicas de engenharia genética. A tecnologia permite que genes individuais se-
lecionados sejam transferidos de um organismo para outro, inclusive entre espécies no relacionadas.
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por exemplo, conseguida em plantas de tabaco (Nicotiana tabacum), batata
(Solanum tuberosum) e mamao (Carica papaya) expressando, respectiva-
mente, a CP do tobacco mosaic virus (TMV)'?, a do potato mosaic virus
(PVY) e a do papaya ringspot virus (PRV)!3. A CPMR, no entanto, pode ser
ampla ou restrita. No caso das plantas de tabaco, a resisténcia foi conseguida
apenas contra estirpes de TMV cujas sequéncias gendmicas eram muito simi-
lares entre si, enquanto contra estirpes com maiores diferengas no genoma a
resisténcia foi consideravelmente menor!?. Para plantas de mamaio, a resis-
téncia por CP contra o PRV funcionou apenas para uma unica estirpe viral'.

A resisténcia mediada por replicase (do inglés replicase mediated
resistance — Rep-MR) pode ser adquirida pela expressdo de transgenes que
codificam para sequéncias completas ou parciais da enzima polimerase do
virus. A Rep-MR contra TMV, por exemplo, ocorreu em plantas genetica-
mente modificadas que codificavam para um fragmento proteico de 54 KDa
da replicase viral’>. Os mecanismos envolvidos nessa resisténcia nao sdo
bem entendidos, mas acredita-se que a replicase produzida pelo transgene
interfere de alguma maneira com aquela produzida pelo virus, ligando-se a
fatores do hospedeiro ou a proteinas virais envolvidas na regulagdo da repli-
cagdo viral. Ja foi relatado que plantas expressando replicase transgénica
inibem a replicacdo do virus invasor e, em muitos casos, a resisténcia ocorre
mesmo quando a planta é infectada com uma alta carga viral'®. Geralmente,
esta é uma resisténcia limitada a estirpe viral da qual se obteve a replicase!”.

Na resisténcia mediada por MP, as proteinas MP transgénica e viral, por
possuirem o mesmo dominio proteico, competem para interagir com fato-
res celulares que promovam e interfiram no movimento do virus na planta.
Assim, o transgene interfere na intera¢ao das MP virais com fatores da célula
hospedeira, dificultando o movimento célula-célula do virus'®. A infecciao de
TMYV, por exemplo, foi controlada quando a MP de TMV foi expressa trans-
genicamente em plantas, mostrando que o movimento viral célula a célula
foi impedido?”.

20.2.2 Silenciamento pés-transcricional do
gene (PTGS) por siRNAs e miRNAs

Um fendmeno conhecido como silenciamento do RNA ocorre em muitos
organismos vivos. Em plantas, esse fend6meno é conhecido como silencia-
mento pos-transcricional do gene (PTGS) e funciona como um mecanismo
natural de defesa contra virus. Basicamente, a planta reconhece moléculas
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de dupla fita de RNA (dsRNA) que sao geradas durante a replicagdo viral
e degrada moléculas especificas de RNA do virus, impedindo a sintese de
novas proteinas virais e, assim, o progresso da infec¢ao!”-2.

A célula, ao perceber a presenga do dsRNA viral, destréi moléculas de
RNA cuja sequéncia seja idéntica a do dsRNA. Inicialmente, essas molécu-
las sdo clivadas por proteinas denominadas DICER em moléculas menores
de 21 a 26 nucleotideos (nt) (do inglés small interfering RNA — siRNAs).
Uma das fitas do siRNA ¢é guiada por duas proteinas que trabalham juntas,
o complexo de silenciamento induzido por RNA (do inglés RNA induced
silencing complex — RISC) e a argonauta (AGO), para degradar o RNA men-
sageiro (RNAm) viral que lhe seja complementar, impedindo a replicacio e
a propagacao do virus na planta®' (Figura 20.3).

Outras moléculas de pequenos RNAs sao importantes na interacao pato-
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Figura 20.3 Esquema de imunidade antiviral baseada no RNA desencadeada por moléculas de dsRNA virais. No citoplasma, as moléculas
de dsRNA virais sdo processadas pela enzima DICER em moléculas de siRNA. Uma das fitas do siRNA é guiada pelo RISC, em associacdo
com a proteina AGO, a uma molécula de RNAm-alvo viral sequéncia-especifica. A proteina AGO, entiio, cliva o RNAm, promovendo o seu
silenciamento e impedindo o progresso da infeccdo viral. Fonte: Gene-quantification?.

geno-hospedeiro. Recentemente muitos microRNAs (miRNAs), moléculas
de 21 a 24 nucleotideos codificados por virus, foram identificados??, sendo
responsaveis pela regulagdo de varios genes de replica¢do viral bem como
de genes envolvidos na resposta de defesa do hospedeiro?2%. Em plantas,
os miRNAs estdo envolvidos na regulagio de RNAms que codificam para
importantes fatores regulatorios do desenvolvimento, de resposta a estresse
e de defesa contra patégenos®*°.

Basicamente, os miRNAs s3o derivados do processamento de longas
moléculas de miRNA primario (primary miRNA — pri-miRNA), molécu-
las de dsSRNA que formam uma estrutura em grampo?’!. Posteriormente, os
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pri-miRNAs sdo incorporados ao RISC. miRNA-RISCs podem, entdo, regu-
lar RNAms-alvos, que podem ser completa ou parcialmente complementa-
res ao miRNA. Isto resulta na destrui¢io do RNAm ou no impedimento da
traducio do RNAm em proteina’?* (Figura 20.4").

Também ja foi sugerido que miRNAs presentes nas plantas podem ter
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Figura 20.4 Formacdo de miRNAs e a regulacdo da expressdo génica. As moléculas de miRNA sdo primeiramente expressas no nicleo
como moléculas primdrias de miRNA (pri-microRNA), que so processadas pela enzima DROSHA em precursores de miRNA (pré-microRNA).
Estes sdo levados ao citoplasma, com o auxilio de proteinas de exportacdo presentes na membrana nuclear. No citoplasma, os pré-
-microRNAs sdo processados pela DICER em moléculas maduras de miRNA, de aproximadamente 21-25 nt. O miRNA é guiado a uma
molécula de RNAm-alvo complementar. Dependendo da complementaridade, pode ocorrer a repressdo da tradugdo ou o silenciamento do
RNAm-alvo.

como alvo genomas virais, funcionando, portanto, como um mecanismo de
defesa antiviral. Uma andlise por bioinformatica mostrou que varios miR-
NAs tém capacidade de ter como alvo genomas de virus invasores em plan-
tas*. Os resultados mostram que genes virais que codificam para a proteina
da cdpsula viral, por exemplo, sio um dos alvos dos miRNAs das plantas.
Isso demonstra que a via do miRNA é um suporte ao mecanismo de defesa
antiviral desencadeado por siRNAs*.

* Disponivel em http://www.microrna.ic.cz/obr/image023.png.
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Baseado nesses mecanismos naturais de defesa, desencadeados por siRNAs
ou miRNAs, é possivel promover a degradacdo de moléculas especificas de
RNA (da planta ou viral) por meio da expressdo de transgenes que possuem
a mesma sequéncia do RNA que se pretende degradar. No caso de transgenes
virais, isso resulta em plantas geneticamente modificadas resistentes a virus.

A aplicacio da tecnologia de engenharia genética é uma alternativa efetiva
para controlar doengas causadas por virus em plantas usando PTGS. Entre-
tanto, ainda existe uma grande preocupag¢do publica quanto a seguranga do
uso de plantas geneticamente modificadas na agricultura®. Assim, atualmente,
diferentes metodologias tém sido aplicadas para que a resisténcia baseada no
PTGS seja alcangada sem a modifica¢do genética da planta. Esse tipo de resis-
téncia € alcangada pela expressdo transiente” de genes de interesse exogenos.
Isso tem sido feito pelo bombardeamento das células da planta com parti-
culas de ouro ou de tungsténio carregando moléculas de dsRNA ou siRNA.
Outro método € o uso de silenciamento do gene induzido por virus (do inglés
virus-induced gene silencing — VIGS). Os VIGS s3o vetores com a sequéncia
completa do RNA de um determinado virus construidos in vitro, em que
sequéncias exdgenas podem ser inseridas. Assim, quando esse vetor é usado
para infectar plantas, a sequéncia inserida induz e se torna alvo do PTGS?.
Ja foi relatado que moléculas de dsRNA de origem viral, ao serem introduzi-
das artificialmente nas plantas por inoculagao mecanica, desencadeiam uma
resposta de defesa induzida por RNA, prevenindo a infec¢ao!'”?’. Essa mesma
resposta de defesa pode ser conseguida quando as plantas sao borrifadas com
uma solu¢do contendo moléculas de dsRNA viral'®*¢. Usando essa tecnologia,
plantas de Nicotiana benthamiana borrifadas dias antes da inoculagio viral
com dsRNA de pepper mild mottle virus (PMMoV), preveniram a infec¢ao
por esse virus'’. Da mesma maneira, plantas de milho (Zea mays) preveniram
a infec¢ao por sugarcane mosaic virus (SCMV)3°,

Apesar dessa resposta da planta, baseada no silenciamento transiente de
genes especificos, durar poucos dias, acredita-se que os siRNAs produzi-
dos durante o PTGS se movimentam por meio dos plasmodesmos e/ou do
floema, desencadeando um silenciamento sistémico na planta pela degrada-
¢ao de RNA em células distantes.

* Expressdo transiente é aquela em que um determinado gene de interesse é expresso por um curto
periodo de tempo na célula, sem que haja a manipulag¢do genética da planta. Dessa forma, o trans-
gene nao € integrado ao cromossomo e, portanto, nao é passado para as proximas geragcdes como
ocorre na transformacgado por engenharia genética.
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20.3 FERRAMENTAS QUE AUXILIAM O DESENVOLVIMENTO
TECNOLOGICO DE PLANTAS RESISTENTES

Algumas ferramentas usadas na biologia molecular siao chaves para auxi-
liar o desenvolvimento tecnoldgico de plantas resistentes a virus. Sabe-se
que a infecgdo viral altera o nivel e o perfil de expressio dos RNAs mensa-
geiros e de pequenos RNAs (miRNAs e siRNAs) nas plantas. As técnicas de
sequenciamento de RNA (RNAseq), o uso de marcadores moleculares e o
mapeamento dos microRNAs diferencialmente expressos em plantas sadias
e infectadas ddo base para identificar RNAs (mensageiros ou pequenos) que
podem ser usados na engenharia genética para desenvolver plantas resisten-
tes ao virus que a infecta.

20.3.1 RNAseq

Em plantas, o controle da resposta frente aos estados de estresse bidtico e
abidtico é mediado pela atividade transcricional de ativacao e repressao de
genes. A regulacdo da transcri¢io depende da ligacdo de ativadores ou repres-
sores com os elementos do promotor localizados na regido 5° de um gene. O
conjunto de todos os transcritos derivados de genes produzidos numa célula
sob uma determinada condig¢do fisiologica é chamado transcriptoma®”.

Desse modo, o estudo e a andlise do transcriptoma sio fundamentais
para compreender a fungdo, estrutura e as intera¢des dos genes envolvidos
num determinado processo. Na década de 1990 foram desenvolvidas algu-
mas tecnologias para o estudo de transcriptoma, como os Northern blots,
microarranjos’, os cDNA-AFLP e a analise serial de expressdo de genes (do
inglés serial analysis of gene expression — SAGE). No entanto, essas tecnolo-
gias tém limita¢des, como niveis de expressdo limitados ou a necessidade de
conhecer previamente o genoma de estudo?.

A tecnologia RNA-seq surgiu como uma das ferramentas transcriptomi-
cas mais promissoras e fundamenta-se no sequenciamento massivo de DNA
complementar (cDNA), que se apoia no desenvolvimento das plataformas
de sequenciamento de nova geracao (do inglés next generation sequencing
— NGS) e que tem conseguido superar as limitacdes das outras tecnologias
de amplo uso, como os microarranjos. O RNA-seq possui muitas vantagens,
entre as quais se destaca a necessidade de pequenas quantidades de RNA e

%

Microarranjo é uma técnica de biologia molecular que permite analisar a expressao génica de varios
genes simultaneamente. Ver animacdo em http://www.youtube.com/watch?v=VNsThMNjKhM.
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o fato de que ela permite encontrar a estrutura de éxons, introns e locais de
splicing” alternativo, além de possibilitar a identificacio das extremidades
5’ e 3’ dos genes®.

A tecnologia RNAseq encontra-se disponivel comercialmente, e existem
muitas plataformas disponiveis. A metodologia pode variar segundo a pla-
taforma de sequenciamento, principalmente na constru¢iao da biblioteca de
cDNA¥*. A escolha da plataforma mais apropriada depende das particulari-
dades de um determinado projeto; por exemplo, se existe ou nao um genoma
de referéncia e o tamanho do fragmento que se deseja obter. Nessa ordem de
ideias, se for necessario fazer montagem de novo, isto é, sem um genoma de
referéncia, é recomendavel escolher uma plataforma que gere leituras maio-
res para facilitar a montagem do genoma*.

Nessa tecnologia, um dos passos fundamentais é a obten¢do de um RNA
de boa qualidade. Para tanto, o ideal € utilizar reagentes para o isolamento
de RNA capazes de capturar a cauda poli-A3S.

Os dados obtidos pelo RNA-seq tém uma precisdo elevada e podem ser
usados para andlise de expressdo génica por reagao em cadeia da polimerase
quantitativa (do inglés quantitative polimerase chain reaction — qPCR)*'.
Como exemplo de uso dessa técnica, o trabalho de Gan e colaboradores
(2011)* revelou que a variacdo nos niveis de expressdo génica ¢ bem mais
elevada nos genes envolvidos na resposta ao estresse biotico. Além disso, os
genes que codificam para proteinas relacionadas a defesa sdo mais variaveis
do que aqueles que codificam para proteinas do metabolismo basal*2.

O RNA-seq também foi aplicado a analise de perfis transcriptomicos em
patogenos de plantas. E o caso de Phytophthora phaseoli, agente causal do
mildio do feijao. Os resultados mostraram que genes envolvidos na virulén-
cia foram superexpressos na interacao do patégeno com a planta*. Dessa
forma, observa-se que essa ferramenta também é apresenta grande potencial
na pesquisa de transcriptomas em patdgenos.

20.3.2 Marcadores moleculares

Marcadores moleculares sao sequéncias de DNA que revelam polimor-
fismos™ entre individuos geneticamente relacionados. Quando localizados

*  Splincing é o processo no qual os introns do RNA sdo removidos, permanecendo apenas os éxons,
que, juntos, formam o RNA mensageiro.

** Polimorfismo € a variagao na sequéncia de DNA que pode ser utilizada para diferenciar/comparar
individuos geneticamente relacionados.
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proximo a genes de interesse (ligagdo génica) a presenca de tais polimorfis-
mos pode ser utilizada para inferir a presenca de determinado gene. Eles tém
sido utilizados, por exemplo, para sinalizar genes de resisténcia a patogenos.
No amendoim, o uso combinado de diferentes marcadores moleculares per-
mitiu o mapeamento de 34 genes de resisténcia a patogenos*.

Os marcadores do tipo restriction fragment length polymorphism
(RFLP), random amplified polymorphic (RAPD) e amplified fragment length
polymorphism (AFLP) foram responsdveis pelo desenvolvimento dos pri-
meiros mapas genéticos de muitas espécies cultivadas, além da descoberta
de genes e de inumeros estudos de diversidade genética. A vantagem desses
marcadores é o grande nimero de fragmentos gerados e detectados em um
unico gel, permitindo que haja maior rapidez no mapeamento genético*’. De
qualquer forma, cada um deles apresenta vantagens e limitag¢des, cobrindo
um amplo espectro de aplicagoes®.

O marcador RFLP, por exemplo, foi usado para avaliar a presenga de
citrus tristeza virus (CTV) em plantas do género Citrus. As amostras uti-
lizadas foram extraidas de plantas com suspeita de infeccao e de plantas
pré-imunizadas no campo. O marcador foi utilizado para selecionar a pre-
sen¢a do gene que codifica para a proteina da capsula proteica viral (CP). Em
amostras em que o virus estava presente, o perfil eletroforético apresentou
trés bandas, indicando dois pontos de corte da enzima de restri¢io. Em amos-
tras sem virus, apenas duas bandas estavam presentes no gel de eletroforese*.

Os marcadores denominados sequéncias simples repetidas ou microssa-
télites (simple sequence repeats — SSRs) sao os mais polimoérficos e consis-
tem em pequenas sequéncias com um a cinco pares de bases que se repetem
em série, em numero varidvel (de uma dezena a uma centena de vezes).
Geralmente, os microssatélites identificam um unico l6cus no genoma e
sao frequentemente multialélicos*’. O SSR apresenta vantagens sobre os
demais marcadores baseados em reacdo em cadeia da polimerase (do inglés
polymerase chain reaction — PCR), porque sio dominantes e facilmente
reprodutiveis. SSRs foram usados, por exemplo, para analisar a variagao
somaclonal” em porta-enxerto de videira, e diferencgas genéticas sutis entre
gendtipos proximos foram detectadas*s.

*  Variag¢do somaclonal é o surgimento de variantes genéticos a partir da cultura de células in vitro.
Na propagacdo vegetativa in vitro supde-se que os descendentes sempre serdo geneticamente
iguais a planta mae, mas alguns fatores como tempo de cultura, nimero de subcultivos (quando as
plantas sdo passadas para um novo meio de cultura), fitorreguladores, tipo de explante, gendtipo,
composi¢ao do meio de cultura, nivel de ploidia e mosaicismo sao considerados agentes capazes de
induzir variabilidade in vitro. Dessa forma, obtém-se plantas que serdo diferentes da planta mae,
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Os diferentes tipos de marcadores moleculares disponiveis apresentam
uma ampla capacidade de amostragem do genoma, sendo de grande poten-
cial para a avalia¢do da diversidade genética, tanto para aplica¢des filogené-
ticas e evolutivas quanto para fins praticos em programas de melhoramento
genético. Os gendtipos sdo avaliados por meio dos marcadores; as bandas
comuns a todos os individuos sdo interpretadas como semelhangas genéticas
e as bandas ndo comuns, como diferengas. Os resultados sdao codificados a
fim de gerar uma matriz de similaridade ou dissimilaridade*® (Figura 20.5).

Figura 20.5 Esquema representando resultados imagindrios do uso de marcador molecular para comparar dez diferentes amostras de
Arabidopsis thaliana. As amostras a-c e i-j apresentam o mesmo padrdo de bandas, diferente do das amostras d-e e f-h. As amostras d-e
ndo possuem as bandas azul e rosa e possuem uma banda a mais, a vermelha. Jd as amostras f-h ndo possuem a banda verde e amarela.
As cores sdo ilustrativas. Legenda: MPM, marcador de massa molecular. Fonte: DAG — UFLA®.

As bandas de interesse geradas pelo marcador molecular podem ser
extraidas do gel de eletroforese, e seu DNA, sequenciado. Assim, marcadores
moleculares aliados a técnicas de engenharia genética e de sequenciamento
de genomas podem ser usados no melhoramento genético de plantas, permi-
tindo aos melhoristas, por exemplo, produzir gen6tipos mais produtivos e
tolerantes a estresses bioticos e abidticos*s.

20.3.3 Expressao diferencial de miRNAs

Estudos demonstram que a expressdo e atividade de miRNAs variam
em resposta a estresses bidticos e abidticos em plantas. Plantas modelo de
Arabidopsis thaliana submetidas a diferentes condigoes de estresse revelaram

mesmo ndo havendo reprodu¢do sexuada. Essas plantas sio chamadas de variantes somaclonais
ou somaclones.
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novos miRNAs nio detectados em experimentos com plantas condicionadas
a ambientes controlados®’.

Sabe-se que os virus sdo capazes de codificar proteinas conhecidas como
supressoras do silenciamento, que interferem no acimulo de miRNAs
e siRNAs do hospedeiro*!. Mudangas na expressio de miRNAs tém sido
associadas a infec¢ao viral em Arabidopsis’!, e a alteragdo da expressao de
miRNAs por proteinas virais parece estar associada ao desenvolvimento de
sintomas de doen¢a em Nicotiana tabacum’?. Um estudo encontrou tanto
aumento quanto queda na expressdo de miRNAs em plantas de tabaco infec-
tadas por diferentes virus®s.

Interessante é que os miRNAs, por exemplo, regulam genes de resis-
téncia importantes na planta, como aqueles que codificam para proteinas
nucleotide binding leucine rich repeat (NB-LRR)**, importantes na resposta
de defesa da planta a patogenos. Assim, essas pequenas moléculas de RNA
sdao fortes candidatas a serem usadas no desenvolvimento de plantas com
resisténcia antiviral. Definir quais miRNAs sdo interessantes para esse pro-
posito pode ser um desafio. No entanto, existe no mercado uma espécie de
microarranjo de miRNAs que permite mapear a expressio de centenas ou
mais miRNAs em uma placa de 96 ou 384 pogos (ou chips), dependendo do
numero de miRNAs analisados. A analise é feita pela PCR em tempo real’,
que permite quantificar a expressdo dos miRNAs. Isso pode ser utilizado,
por exemplo, para mapear miRNAs diferencialmente expressos em plantas
sadias e infectadas por virus. Com base nos resultados, é possivel selecionar
miRNAs cujos alvos estejam envolvidos em respostas de estresse e de defesa
antiviral e usa-los no desenvolvimento tecnolégico de plantas resistentes. No
entanto, essa técnica ainda pode ser de dificil utilizagdo porque nao existem
placas ou chips para muitos organismos. Assim, dependendo da espécie de
planta usada na pesquisa cientifica, torna-se necessario montar uma placa
com os miRNAs que se deseja estudar.

*  PCR em tempo real é uma técnica de biologia molecular que combina a metodologia da PCR com
um mecanismo de detec¢do e quantificagao por fluorescéncia. Ela permite que os processos de
amplificagdo, detec¢do e quantificagio do DNA sejam realizados em um tnico experimento.
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20.4 PLANTAS GENETICAMENTE MODIFICADAS
RESISTENTES A VIROSES

Desde a descoberta da via de silenciamento do RNA, a degradagido de
moléculas especificas de RNA é um potencial mecanismo para produzir
plantas geneticamente modificadas resistentes a algum virus especifico’”.

Plantas transformadas com RNA viral capaz de formar dupla fita sdo
imunes ao virus. Isso é possivel pela expressio de dsRNAs ou de RNAs
em forma de grampo (hairpin, Figura 20.6) de origem viral em células da
planta. Plantas de tabaco transformadas com o gene viral que codifica para
a protease (Pro) de potato virus Y em ambas as orientacdes, positiva e nega-
tiva, sdo imunes a esse virus. Nesse caso, a imunidade é mais efetiva do que
quando esse transgene é expresso em apenas uma das orientag¢des da fita de
RNA viral, pressupondo a formagio e o reconhecimento de dsRNA viral’®.

Os miRNAs também podem ser usados para esse propdsito. A expressao
em plantas de sequéncias artificiais de miRNAs que tém como alvo genes
virais especificos gera plantas resistentes ao virus em questao. Por exemplo,
em plantas de tabaco, a expressio de miRNAs artificiais cujo alvo era o
gene que codifica para o supressor do silenciamento 2b de cucumber mosaic
virus (CMV) inibiu eficientemente a expressdo desse gene, conferindo uma
resisténcia efetiva contra CMV?$,

Hairpin

Figura 20.6 Esquema da estrutura de RNA em forma de grampo (hairpin). Em plantas, o RNA em forma de grampo pode ser usado
para silenciar a expressdo de genes-alvos usando a via do PTGS. Fonte: Studyblue®’.
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Devido a simplicidade e a reprodutibilidade do método, a agroinfiltragiao
¢ um dos métodos mais utilizados na transformacdo de plantas. Basicamente,
a agroinfiltra¢do é a transferéncia de transgenes de um DNA de transferén-
cia (do inglés, transfer DNA — T-DNA) da Agrobacterium tumefaciens para
a célula da planta (Figura 20.7). Assim, esse método permite a coexpressao
de diferentes transgenes na mesma célula.

Figura 20.7 Esquema da transformacio de plantas por Agrobacterium tumefaciens. O plasmideo da A. fumefaciens possui uma regido
conhecida como T-DNA, que é transferido junto com proteinas de viruléncia para a planta por meio de um canal de transporte. Dentro da
célula vegetal as proteinas de viruléncia promovem a integragdo do T-DNA ao genoma da planta. Fonte: IGEM 2010%.

O DNA complementar (cDNA) de um determinado RNA viral é colocado
em um vetor de expressiao sob o controle de um promotor, normalmente o
promotor 35S de Cauliflower mosaic virus. Plasmideos chamados de vetores
binadrios contém as extremidades do T-DNA, entre as quais o transgene é
clonado (Figura 20.8). Esse vetor é usado para transformar Agrobacterium.

Os vetores binarios foram desenvolvidos para tornar a transformagao
mais facil, ja que os plasmideos indutores de tumor (tumor-inducing —Ti) de
Agrobacterium sio dificeis de serem manipulados por causa do seu grande
tamanho. Dessa forma, foi desenvolvida uma variedade de vetores binarios
disponiveis para agroinfiltrag¢do.

Uma vez que o DNA é uma molécula hidrofilica, ele ndo passa pela mem-
brana da bactéria. Assim, é necessario tornar a célula bacteriana competente,
isto €, capaz de receber o T-DNA com o transgene de interesse. A competén-
cia pode ser induzida pelo tratamento com cloreto de calcio. A membrana
da bactéria é permeavel a ions cloreto, que, ao entrar na célula, carregam
moléculas de dgua, facilitando a entrada do DNA®!,

Para verificar se as células bacterianas realmente receberam o transgene
de interesse, deve ser realizada uma analise pela PCR usando iniciadores
especificos para tal transgene. Havendo amplificacio, as culturas podem ser
preparadas para a infiltracio.
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Figura 20.8 Esquema de vetor bindrio. O vetor bindrio é usado para introduzir genes em plantas usando a
transformagdo por A. tumefaciens. Os genes de interesse (goi) sdo inseridos na regido do T-DNA, delimitados por
LB (do inglés left border) e RB (do inglés right border). O marcador de selecdo é usado para indicar o sucesso
da transformagdo. O gene de resisténcia a antibidtico (Abr) é usado para selecionar a presenca do vetor na
Agrobacterium. Legenda: ori, origem de replicacdo. Fonte: Plant Physiology®’.

A infiltracdo pode ser feita pelo método de cocultura®?. Um explante vege-
tal é cultivado em um meio de cultura juntamente com a Agrobacterium que
contém o vetor bindrio carregando o transgene a ser introduzido na planta.
Posteriormente, o explante devera ser transferido para um meio de regene-
racdo apropriado, contendo antibioticos, geralmente cefotaxima, ampicilina
ou carbenicilina, para eliminar as células de Agrobacterium que sio, a par-
tir desse momento, indesejdveis no meio de cultura. Esse meio devera con-
ter também um marcador de selecdo, geralmente antibiético ou herbicida,
que sera responsavel pela inibi¢ao do crescimento das células da planta nao
transformadas (Figura 20.8). O efeito nocivo do agente de sele¢ao serd anu-
lado pelo produto da expressio do gene marcador de sele¢do, geralmente
uma enzima, nas células transformadas. Assim, somente essas células serdo
capazes de se regenerar em meio seletivo. Tem-se, por fim, a regeneracdo de
plantas geneticamente modificadas expressando o(s) transgene(s) de inte-
resse para conferir resisténcia a planta.

20.5 ESTUDO DE CASO: INOCULACAO MECANICA
DE DSRNA DO ViRUS DA MELEIRA DO MAMOEIRO
(PAPAYA MELEIRA VIRUS - PMEV) EM MAMOEIROS

O virus da meleira do mamoeiro, papaya meleira virus (PMeV), cujo
genoma ¢ um RNA dupla fita (dsRNA), é um dos principais que infectam o
mamoeiro no Brasil. Esse virus é responsavel por causar uma doenga conhe-
cida como “meleira do mamoeiro”, um importante problema fitossanitario
na producao de mamao.
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Apesar de diferentes genotipos de mamoeiro serem constantemente ava-
liados em programas de reproducdo no Brasil, ainda ndo existe uma culti-
var resistente ao PMeV. Atualmente, a melhor estratégia para controlar a
meleira do mamoeiro é a identificagao dos sintomas da doenga e a subse-
quente erradicag¢do das plantas afetadas (roguing)®.

Uma maneira de induzir resisténcia antiviral em plantas é introduzir arti-
ficialmente moléculas de dsRNA de origem viral, que sao capazes de desen-
cadear uma resposta de defesa induzida por RNA'"2°, Considerando isso, o
dsRNA do PMeV foi usado para inocular mamoeiros infectados. Os resul-
tados mostram um atraso no processo de infeccao, sugerindo que a defesa
da planta tenha sido elicitada, inibindo a replicagdo viral*’. Esse resultado,
portanto, é um prospecto para o controle da meleira do mamoeiro.

Até o presente, o PMeV foi observado ocorrendo somente em células
do tipo laticiferos®, um sistema celular hostil para a grande maioria dos
micro-organismos®>®, O dsRNA do PMeV esta presente no latex de plantas
infectadas em alta concentragio e, atualmente, pode ser facilmente extraido
com protocolo de extragido de acidos nucleicos usando fenol/cloroférmio®’.
Rodrigues e colaboradores (2009)% mostram que o dsRNA do PMeV se
mantém integro por um longo periodo quando o latex de plantas infectadas
é diluido em tampao citrato pH 5,0 (1:1 v/v) e mantido a =20 °C, apontando
para importancia do uso de um tampao acido e de baixas temperaturas para
manter a integridade do dsRNA viral. Basicamente, para retirar proteinas
e manter os acidos nucleicos, preferencialmente RNA, ao litex diluido em
tampao citrato adiciona-se fenol acido (pH 4,3) e cloroférmio (2:1, v/v)
em igual volume. Procede-se a agitacdo e centrifuga¢ao por 15 minutos a
12.000 rpm a 4 °C. A solucio sobrenadante adiciona-se o0 mesmo volume
de cloroférmio, sempre mantendo as condicoes de agitacdo e centrifugagdo
descritas acima. Apos isso, transfere-se o sobrenadante para tubos contendo
acetato de s6dio 3 M pH 5,2 e etanol absoluto gelado para que os acidos
nucleicos sejam precipitados e, posteriormente, recuperados. Mantém-se as
amostras armazenadas a —20 °C por, pelo menos, uma noite, e apds isso
elas sdao centrifugadas por 50 minutos e colocadas para secar ao ar. Quando
secos, os acidos nucleicos, presentes no fundo do tubo como um precipitado,
sao ressuspendidos em 4dgua ultrapura. Assim, tem-se o0 dsRNA do PMeV,
que pode ser usado para inoculacio mecanica.

Diferentes métodos de inoculacao do PMeV foram usados a fim de avaliar
como poderia ocorrer a transmissdo desse virus®’. Basicamente, o latex coletado
de plantas sintomadticas para a meleira foi usado para inocular, por diferentes
métodos, plantas sadias. Estas foram avaliadas quanto ao desenvolvimento
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dos sintomas e quanto a presenca do dsRNA viral. A infec¢cdo ocorreu apenas
quando o latex foi injetado no dpice do caule®. Assim, a inoculacdo mecanica
do dsRNA pode ser feita com uma seringa estéril. Com a agulha faz-se um feri-
mento no apice do caule de plantas infectadas, e a solucdo aquosa contendo o
dsRNA ¢ injetada. Uma gota (~ 20 pL) é suficiente.

Apo6s a inoculagdo de dsRNA viral, é necessario avaliar qual seu efeito
no processo de infeccio do PMeV em mamoeiros. O método diagndstico
proposto por Rodrigues e colaboradores (2005)%” tem a vantagem de ser
relativamente rapido e de baixo custo. No entanto, a deteccdo de acidos
nucleicos pela simples corrida em gel de agarose é limitada. O limite de
detec¢do para uma banda de dsRNA é estimada em 100 ng”®. Outro método
diagnostico, baseado em transcrigao reversa da reagdo em cadeia da polime-
rase (do inglés, reverse transcription polymerase chain reaction — RT-PCR),
foi proposto usando litex de mamoeiro sem a extrag¢do prévia de acidos
nucleicos’!. Como a presenga do PMeV no latex de mamoeiros é bem esta-
belecida, ele é usado como primeira escolha na deteccao viral. No entanto, o
latex de mamoeiros possui uma alta concentracido de proteinas’, o que pode
resultar no baixo rendimento da RT-PCR. Além disso, a forte ligagdo entre
a particula viral e os polimeros do latex”® pode diminuir a quantidade de
dsRNA disponivel para a transcri¢do reversa. Outro ponto importante a ser
considerado é que a coleta de latex pode se tornar muito complicada quando
se trabalha, por exemplo, com mudas de mamoeiro.

Novos métodos diagndsticos baseados em RT-PCR convencional e em
tempo real permitiram a detec¢ao precoce do PMeV em amostras de tecido
do mamoeiro®’. Basicamente, o dsRNA do PMeV é extraido como descrito
por Rodrigues e colaboradores (2005)¢7, usando aproximadamente 100 mg
de tecido e tampao de extracdo Doyle”. O dsRNA ¢é tratado com DNAse I
para eliminar qualquer DNA que possa estar ainda presente na amostra e,
posteriormente, incubado a 96 °C por trés minutos para ser desnaturado. O
cDNA é sintetizado usando iniciadores randomicos e a enzima transcriptase
reversa, seguindo orientagdes do fabricante. A amplificacdo ocorre usando
iniciadores especificos para o PMeV7”.

Usando o método diagnéstico proposto por Abreu e colaboradores
(2012)7 foi detectada, pela RT-PCR, uma carga reduzida de PMeV apenas
57 dias ap6s a inoculacio de dsRNA”°, o que demonstra que a inoculacao
de dsRNA do PMeV em mamoeiros retardou o progresso da infeccdo. A
principio esta é uma resposta de defesa transiente que aponta para o uso de
fragmentos do dsRNA viral para induzir uma resposta constitutiva de defesa
contra o PMeV.
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20.6 CONCLUSOES

Neste capitulo, mostramos que, apesar de os virus causarem importantes
doencas nas plantas, os diversos métodos utilizados tradicionalmente para
prevenir a infec¢do viral ndo sdo eficientes no controle desses patogenos.
Assim, apresentamos as principais estratégias biotecnolégicas utilizadas no
desenvolvimento de plantas resistentes a virus. Dentre elas, o silenciamento
pos-transcricional do gene (PTGS) é um importante caminho para permitir
que plantas resistam as infecgoes virais. O desenvolvimento de plantas modi-
ficadas geneticamente é a melhor estratégia para que a resisténcia antiviral
seja efetiva. Alternativamente, a expressio transiente de genes de interesse
representa a possibilidade de alcancar a resisténcia antiviral sem a manipu-
lacdo do genoma da planta.

20.7 PERSPECTIVAS FUTURAS

O uso de plantas geneticamente modificadas ainda é motivo de questio-
namento no mundo. Em reposta a isso, varios biotecnologistas tém suge-
rido o uso de tecnologias diferentes da transgenia para o melhoramento das
plantas. O objetivo, nesse caso, é escapar do conceito de “organismo gene-
ticamente modificado” (OGM). Assim, as plantas poderiam ser melhora-
das geneticamente usando as técnicas de cisgenesis, mutagénese dirigida por
oligonucleotideo (do inglés oligonucleotide-directed mutagenesis — ODM),
nucleases do tipo dedo de zinco (do inglés zinc-finger nucleases — ZFN) ou
agroinfiltracdo sensu stricto.

Basicamente, em plantas conhecidas como cisgénicas, os genes inseridos
sao derivados da propria planta ou, no maximo, de espécies sexualmente
compativeis. A ODM é uma altera¢do (mutagénese) no genoma da planta
que afeta a expressao do gene ou altera as propriedades de uma proteina.
Essa mutagénese pode ser induzida por quimicos ou por radiacao. ZFNs
sao uma combinacdo de proteinas dedo de zinco que funcionam como fato-
res de transcrigao. O método baseado em ZFNs leva a muta¢des pontuais,
além de permitir a insercao de longas sequéncias no genoma da planta. Ja
a agroinfiltragdo sensu stricto é usada para expressar genes ex0genos na
planta apenas por um periodo de tempo (expressdo transiente). Assim, o
transgene nio é inserido no genoma da planta, e a progénie permanece livre
da sequéncia exdgena’®.
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O objetivo de todas essas técnicas é desenvolver plantas modificadas
geneticamente de uma maneira considerada mais natural. No entanto, ainda
nao ha consenso sobre isso, ja que a percep¢do de naturalidade varia entre
as pessoas’’.
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