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Apresentacao

Os virus sao importantes patégenos de plantas, responsaveis por grandes
perdas na producao das culturas. O entendimento das bases bioquimicas de
sua replicacao nas plantas, o sequenciamento de genomas virais e outros
estudos semelhantes foram muito importantes para a obtencao de
resisténcia de plantas a viroses. Este documento descreve alguns destes
aspectos tedricos e sera de utilidade para os que desejarem conhecer parte

destes fundamentos.

Luiz Paulo de Carvalho
Chefe Adjunto de Pesquisa e Desenvolvimento
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Estratégias para Obtencao de
Resisténcia a Viroses Vegetais

Marcia Soares Vidal

1. Virus Vegetais

As doencas vegetais sao responsaveis por enormes perdas na economia
mundial sendo que, de modo geral, os maiores prejuizos sdo provocados por
fungos e virus (MATTEWS, 1991).

Os virus vegetais constituem um grupo complexo de fitopatégenos,
normalmente nomeados de acordo com os sintomas desenvolvidos na
planta hospedeira. Os virus sao divididos em dois grandes blocos, tendo em
vista a composicao do seu material genético: 1) os que possuem o genoma
composto por moléculas de acido ribonucléico (RNA); 2) aqueles cujo
genoma é composto por moléculas de 4cido desoxirribonucléico (DNA)
(MATTEWS, 1991).

Embora apresentem diferencas em seus genomas, todos os virus vegetais
precisam efetuar duas etapas fundamentais para o estabelecimento da
infeccao sistémica em seus hospedeiros. A primeira etapa consiste na sua
replicacao dentro das células primariamente infectadas. Esta etapa pode
ser efetuada de varios modos dependendo do virus em questao, porém, na
maioria dos casos, necessita de pelo menos uma proteina codificada por
seu genoma, a polimerase viral, assim como de fatores do hospedeiro
(WITTMAN et al., 1997; OSMAN e BUCK, 1997). Em alguns casos, outras
proteinas virais sdo também necessarias como: proteina do capsideo, VPg
(Viral Genome-linked Protein), entre outras (HOUWING e JASPARS,
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1993). A segunda etapa necessaria para o estabelecimento da infeccao é o
movimento do virus de célula a célula, até atingir o sistema vascular,
responsavel pela dispersao do virus por toda a planta. Uma das proteinas
envolvidas no movimento célula a célula é a proteina do movimento.

O entendimento de como os virus vegetais se replicam nas plantas cresceu
nos ultimos anos por conta do seqiienciamento do genoma viral e da anélise
da seqUiiéncia de aminoécidos, deduzida a partir deste seqlienciamento. Este
avanco foi crucial, pois possibilitou, com o desenvolvimento de novas
tecnologias de manipulacdo do DNA, a clonagem dos genes virais, seu
estudo em sistemas de transcricao e traducao in vitro, assim como a
producao de transcritos infecciosos, empregados nos estudos de replicacao
viral in vivo utilizando-se protoplastos ou plantas hospedeiras. A producao
de plantas transgénicas contendo seqliéncias virais também abriu novos
caminhos para o estudo da replicacao viral in vivo, visto que nas células
dessas plantas transgénicas o produto de um gene viral estaria sendo
expresso, e com isso, as etapas do ciclo replicativo poderiam ser
analisadas, assim como as proteinas que estariam sendo necessérias para a
replicacdao (MATTEWS, 1991).

2. Mecanismos de Protecdo a Virus

Doencas causadas por virus tém enorme impacto negativo na producao
agricola de todo o mundo e, conseqlientemente, varios esforcos tém sido
empregados no seu controle, assim como na identificacao de viroses e de
seus agentes causadores. Técnicas classicas como quarentena,
erradicacao, rotacao de culturas e sementes/plantas certificadas livre de
virus, sdo ferramentas ainda muito utilizadas e que apresentam algumas
desvantagens por serem dispendiosas e perderem a efetividade ao longo
dos anos (SCHOLTHOF et al., 1993).

2.1. Protecdo Cruzada

Em 1929, McKinney demonstrou que plantas de tabaco poderiam ser
protegidas contra a infeccao provocada por uma estirpe severa do 7obacco
mosaic virus (TMV - Género Tobavirus), desde que tivessem sido
previamente tratadas com uma estirpe branda do mesmo virus. Este tipo de
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protecao, conhecida como protecao cruzada, pode ser facilmente
demonstrada se a estirpe protetora produzir sintomas brandos ao longo de
toda a planta e, também, se a estirpe severa for virulenta e capaz de
produzir lesbes necréticas. Em plantas cuja protecao ao virus brando foi
observada, as leses geradas pela infeccao com a estirpe virulenta muitas
vezes estdo ausentes ou em menor nimero, e o tamanho verificado das
lesdes é menor, quando comparadas com as produzidas pelo virus severo
em plantas nao protegidas. (VALLE et al., 1988).

A estratégia de protecao cruzada foi empregada em diversos paises em
culturas de importancia econémica, como: tomate, citricos, mamao e
pimenta (YEH et al., 1984), além de ser usada para protecao de culturas
em gue nenhum outro mecanismo de resisténcia esteja disponivel (FULTON,
1986). Esta mesma estratégia, no entanto, pode apresentar alguns
inconvenientes como: o efeito sinergistico da estirpe viral branda com
outros virus nao relacionados; a mudanca da estirpe protetora para estirpe
severa, através de mutacoes; além de suplantar a protecao pela estirpe
virulenta ao longo do tempo (COSTA e MULLER, 1980; FULTON, 1986;
NEJIDAT et al., 1990; BUCK, 1991).

2.2. Resisténcia Derivada do Patégeno

Com o desenvolvimento da engenharia genética surgiram novas
possibilidades para o controle da infecc&o viral. E o caso da producdo de
plantas transgénicas resistentes a virus que mimetizam vias de resisténcia
existentes na natureza (BUCk, 1991).

Com base nas hip6teses levantadas para explicar os resultados obtidos na
protecdo cruzada e nos avancos na area de biologia molecular até aquele
momento, Sanford e Johnston (1985) propuseram que a expressao de
certos genes de um patédgeno, neste caso um virus, em um hospedeiro
levaria a uma alteracao no equilibrio entre os componentes virais,
resultando numa interferéncia no ciclo viral. Véarias seriam as vantagens do
emprego desta tecnologia para obtencao de plantas resistentes a virus,
dentre as quais se destacam os fatos de que os genes virais sdo mais
faceis de serem isolados que os genes vegetais; a resisténcia pode ser
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relativamente mais estavel pois, ao contrario dos genes de resisténcia
isolados de plantas, genes virais sdo monogenéticos e, finalmente, a
expressao de tais genes provavelmente deve ter um impacto minimo na
planta (BUCK, 1991). Diversos trabalhos foram realizados tendo-se como
base o conceito de resisténcia derivada do patégeno, onde o primeiro
fragmento de genoma viral a ser empregado na obtencao de resisténcia
derivada do patégeno foi o gene da proteina do capsideo viral do TMV
(ABEL et al., 1986).

A resisténcia mediada pelo patégeno (RDP) pode ser obtida por diversas
estratégias e diferir consideravelmente de espectro, implicando na
presenca de diversos mecanismos moleculares que expliquem os varios
casos de PDR. Evidéncias sugerem a existéncia de dois tipos de resisténcia:
a que necessita da producao da proteina do transgene, que se enquadra na
conhecida protecdo mediada pela proteina, e a que carece somente da
presenca de seqliéncias de acidos nucléicos virais, sendo chamada de
protecdo mediada pelo RNA. Ao passo que a protecao mediada pela
proteina confere moderada resisténcia a uma série de estirpes virais, a
mediada pelo RNA se mostra estirpe especifica, porém o nivel de
resisténcia verificado nessas plantas é muito maior, podendo chegar a
imunidade (BEACHY, 1997).

Extensos estudos sobre protecao mediada pela proteina do capsideo foram
realizados, concluindo-se que esta ocorria por meio da inibicao da
desencapsidacao viral nas primeiras células infectadas, e que era quebrada
pelo emprego de RNAs virais como fonte de inéculo (REGISTER e BEACHY,
1988; CLARK et al., 1995).

Embora existam varios dados consistentes com a hipétese da inibicao da
desencapsidacao ser a responsavel pela resisténcia mediada pela proteina
do capsideo (RMPC), outras publicacdes ndao descartam a possibilidade de
que estdgios tardios no ciclo de infeccao viral, como o movimento
sistémico, também possam ser suprimidos e, assim, influenciar na CPMP
(WISNIEWSKI et al., 1990; SAITO et al., 1990).

2.2.1. Resisténcia Mediada pela Replicase

A inibicao da sintese, ou funcao dos genes que codificam as replicases
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virais, é uma estratégia que vem sendo muito empregada e, sob
determinadas circunstéancias, gera uma forte resisténcia a infeccao por
virus de plantas homdlogos ou relacionados (HULL e DAVIES, 1992;
BAULCOMBE, 1994a).

A transformacao de plantas com seqliéncias ndo estruturais do genoma
viral, como a da replicase viral, deu origem a enorme variedade de
fenétipos. Freqlientemente, as plantas transgénicas apresentam-se
altamente resistentes a infeccao viral, porém, se pode verificar a presenca
de plantas nao s6 sensiveis como, também, capazes de complementar virus
mutantes defectivos para tal gene (BAULCOMBE, 1994b; LOMONOSSOFF,
1995). Alguns trabalhos nos quais foi utilizada a replicase viral para
obtencao de plantas transgénicas resistentes, relatam que a proteina em si,
mutada ou nao, atua diretamente na resisténcia, seja por competir com a
replicase tipo selvagem ou por bloquear a ligacao de fatores importantes
para a replicacao (ZAITLIN et al., 1994). Outros autores, no entanto,
associam a resisténcia obtida pela replicase com a resisténcia obtida pelo
RNA, uma vez que nao foi possivel a deteccao da proteina e, normalmente,
foi verificada uma razao inversa entre o nivel de expressao do transgene e
a resisténcia obtida (RUBINO e RUSSO, 1995; MUELLER et al., 1995).

2.2.1.1. Resisténcia Mediada pelo RNA/Silenciamento Génico

Vérios exemplos de resisténcia derivada do patégeno, em que a inibicao
direta do ciclo de infeccao viral ocorre pelo transgene em si, ou pelo seu
transcrito, vém sendo descritos Este tipo de resisténcia a virus poderia ser
explicado caso o mRNA transgénico atuasse como molécula chamariz,
competindo de alguma forma com o RNA gendmico viral, por proteinas
codificadas pelo hospedeiro ou pelo préprio virus, abolindo assim a
replicacao ou o espalhamento viral na planta infectada (HARRISON et al.,
1987; ZACCOMER et al., 1993; BAULCOMBE, 1996a). Outros trabalhos
de resisténcia a virus relacionam a resisténcia mediada pelo transgene,
também conhecida como resisténcia mediada pelo RNA, com o fenbmeno
celular conhecido como silenciamento génico (BAULCOMBE, 1994;
DOUGHERTY et al., 1994; MUELLER et al., 1995; ENGLISH et al., 1996;
PRINS e GOLDBACH, 1996).
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O silenciamento génico dependente de homologia, também conhecido como
co-supressao, descreve a inibicao da expressao de um gene endégeno pela
introducao de um transgene homaélogo ao endégeno. Evidéncias sugerem
que pelo menos dois mecanismos possam explicar este fenbmeno. O
primeiro seria o silenciamento atuando na transcricao, que geralmente esta
envolvido com a metilacdo da regidao promotora do transgene, levando a
uma perda na atividade de transcricao (MATZKE e MATZKE, 1993;
MEYER et al., 1993; PARK et al., 1996). No segundo, o silenciamento
ocorre atuando no processo pés-transcricional (DE CARVALHO NIEBEL et
al., 1995; ELMAYAN e VAUCHERT, 1996; ENGLISH et al., 1996;
FAGARD et al., 2000).

2.2.1.1.1. Silenciamento Génico Pés-Transcricional

O silenciamento génico pds-transcricional € um termo que vem sendo usado
para descrever uma série de fendmenos caracterizados por uma alta
atividade de transcricao e baixos niveis do RNA mensageiro transgénico e
da proteina no citoplasma, uma vez que tal fendmeno se encontra baseado
na degradacao especifica do RNA que ocorre no citoplasma
(WATERHOUSE et al., 2001a, WATERHOUSE et al., 2001b). O fenébmeno
de silenciamento génico pds-transcricional foi descoberto por acidente, em
organismos transgénicos em que, ao serem infectados por virus ou mesmo
quando tratados com RNA externos (exdégenos), nao se verificava o
acuimulo do mRNA transgénico. Um dos primeiros casos de silenciamento
poés-transcricional foi descrito por Van der Krol et al. (1990) e Napoli et al.
(1990), na época nomeado pelos autores como co-supressao em que, por
conseqiéncia da introducao de cépias adicionais do gene da chalcona
sintase (chs), envolvido na pigmentacéao de flores de Petunia hybrida, o
mecanismo de silenciamento foi desencadeado. Alguns anos mais tarde,
Romano e Macino (1992) descreveram um fenémeno observado em fungos
filamentosos da espécie Neurospora crassa, relacionado ao de co-
supressao, sendo este fendbmeno conhecido como “Quelling”. Desde entao,
varios outros autores relatam casos de silenciamento génico pés-
transcricional em diversos organismos, desde fungos até animais
(VAUCHERET et al., 1998; FIRE, 1999; GRANT, 1999; KOOTER et al.,
1999; DING, 2000; MATZKE et al., 2001). A descoberta de que virus
podiam desencadear silenciamento génico pds-transcricional em plantas
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(VAN KAMMEN, 1997; RUIZ et al., 1998) originou a hipdtese de que este
mecanismo de silenciamento génico fosse um mecanismo de defesa da
planta contra a infeccao por virus. Tal hipétese foi levantada tendo por
base trés fatos observados: um deles foi o de que plantas transgénicas que
apresentavam o fenétipo de “recovery”, ou seja, num primeiro momento
sao plantas que apresentam os sintomas tipicos de infeccéao viral, tanto nas
folhas inoculadas quanto nas nao inoculadas, mas que, no decorrer do
tempo, a planta passa a ndo apresentar mais os sintomas virais, nem as
proteinas. Deste modo, diz-se que a planta se tornou resistente ao virus;
alguns autores ainda mencionam que tal planta passa a ser resistente a
infeccao por outros virus que apresentem alta homologia com o virus que
induziu a resisténcia (SWANEY et al., 1995; GUO et al., 1997; PALAUQUI
etal., 1997). Outra evidéncia foi a observacao de que pequenas moléculas
de RNA, presentes em todos os sistemas onde o silenciamento génico pés-
transcricional esté ativo, estdo também presentes em plantas nao
transgénicas infectadas por virus. Deste modo os virus seriam tanto
indutores quanto alvos do silenciamento, sendo tal fenémeno conhecido
como silenciamento génico induzido por virus (VIGS) (RUIZ et al., 1998).
Outro fato que ajudou a formulacao desta hip6tese foi a descoberta de que
alguns virus vegetais codificam proteinas capazes de inibir o silenciamento
génico pés-transcricional como, por exemplo: HcPro (Potivirus), 2b
(Cucumovirus) e p25 (Potivirus) (BECLIN et al., 1998; BRIGNETI et al.,
1998; ANANDALAKSHMI et al., 1998 e 2000; VOINET et al., 1999,
2000; MALLORY et al., 2001).

O silenciamento génico pds-transcricional, como ja relatado, é um
mecanismo de degradacao seqliéncia especifica, podendo ser dividido em 3
etapas basicas: inducao, dispersdao e manutencao. A inducao do
silenciamento génico pds-transcricional pode se dar pela presenca de
transgenes, virus, pela introducao de moléculas de DNA por
bombardeamento ou por agro-infiltracao ou, ainda, por enxertia entre
plantas silenciadas e nao silenciadas (PALAUQUI et al., 1997; VAUCHERET
etal., 1998; RUIZ et al., 1998; FIRE et al., 1998; NGO et al., 1998;
WARGELIUS et al., 1999; MISQUITTA et al., 1999; WIANNY e
ZERNICKA-GOETZ, 2000). O silenciamento génico pds-transcricional
parece ser desencadeado localmente por moléculas de RNA de fita dupla
(dsRNA), mas é capaz de se espalhar desses pontos até outros tecidos.
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Parece que tal espalhamento nao se da por uma via metabdlica e, sim,
através de um sinal difusivel especifico de determinada seqiiéncia génica,
que é capaz de transpor as barreiras celulares via plasmodesma, ou pelo
sistema vascular (floema) (PALAUQUI et al., 1997; MONTGOMERY et al.,
1998; WATERHOUSE et al., 1998; SHARP, 1999; BASS, 2000).

Diversos trabalhos realizados mostram que o silenciamento génico é
acompanhado por um acimulo de pequenas moléculas de RNA (21 a 25
nucleotideos), que, por muito tempo, pensou-se ser o sinal sistémico do
silenciamento génico pds-transcricional, mas recentes estudos
desqualificam esta hip6tese (VOINNET et al., 2000; MALLORY et al.,
2001; WATERHOUSE et al., 2001).

O silenciamento génico pds-transcricional esta, na maioria das vezes,
associado a metilacdo de citosinas na seqiiéncia codificante do transgene
(WASSENEGGER e PELISSIER, 1998; KOOTER et al., 1999). A metilacdo
poderia estar envolvida numa alteracao estrutural, levando a transcricao de
RNAs aberrantes, ao invés de inibir a transcricao (GRIERSON et al., 1986;
INGELBRECHT et al., 1994; SMITH et al., 1994; ENGLISH et al., 1996;
SIJEN et al., 1996; JONES et al., 1998). Nao existe uma indicacao clara,
se hd uma funcao ou se tal fato somente seja um evento casual
relacionando a metilacdo do DNA e o silenciamento génico pds-
transcricional, uma vez que em certos organismos seu papel nao é
fundamental, como pode ser observado em Drosophila, em que nao se
verifica a metilacdo de seu DNA nos casos de silenciamento génico
(KOOTER et al., 1999). Foi proposto, no entanto, que a metilacao poderia
estar envolvida na amplificacdo e na manutencao do silenciamento génico
p6s-transcricional em plantas (BAULCOMBE, 1996b; JONES et al., 1999;
DALMAY et al., 2000).

Em algumas plantas, seqliéncias trangénicas inseridas em repeticoes diretas
ou invertidas podem levar ao silenciamento tanto do transgene quanto do
gene homoélogo (MATZKE e MATZKE, 1995; STAM et al. 1997a; WANG e
WATERHOUSE, 2000). Freqlientemente, o fendbmeno de silenciamento
apresenta uma relacao com o nimero de cépias do transgene inseridos no
genoma (dosagem) cujas plantas em homozigose ou carregando multiplas
copias do transgene, podem apresentar o fenétipo de silenciamento,
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enquanto plantas heterozigotas para o transgene nao se apresentam
silenciadas (PALAUQUI e VAUCHERET, 1995). Além disso, o local de
integracao do transgene é também um fator importante para o
estabelecimento do silenciamento, visto que alteracdes na estrutura da
cromatina podem induzir a hipermetilacdo, e, conseqiientemente, inibir sua
transcricao (MEYER et al., 1993; PARK et al., 1996; MOREL et al. 2000).

3. Conclusao

Os vegetais sao organismos que nao podem se mover e, deste modo,
acabam por ficar a mercé de seus patédgenos, sejam eles fungos, bactérias,
nematddeos ou virus. Assim, diversas estratégias foram e vém sendo
desenvolvidas para se obter resisténcia, dentre as quais a derivada do
patégeno, muito utilizada para resisténcia a viroses vegetais. Esta
metodologia gerou uma série de plantas resistentes e, em alguns casos, o
mecanismo de resisténcia foi relacionado ao fenémeno de silenciamento
génico pdés-transcricional. O silenciamento génico foi, no inicio, encarado
como um entrave a introducao de genes, via transformacao genética
vegetal. Atualmente, no entanto, esta ficando claro que este fendmeno é
um mecanismo natural desencadeado pelas plantas, numa tentativa de se
adaptarem ao estresse bidtico sofrido (infeccao por virus, por exemplo).
Assim sendo, o entendimento do mecanismo de silenciamento génico vai
nos possibilitar o emprego racional desta metodologia para a obtencao de
resisténcia nao s6 em plantas tidas como modelo de estudo como, também,
para espécies vegetais que apresentem interesse econémico.
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