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TRANSFORMACAO DE FEIJOEIRO PARA OBTENCAO DE
RESISTENCIA AO VIRUS DO MOSAICO DOURADO

Josias Corréa de Faria® & Francisco José Lima Aragéo?
Introducao

As plantas sao a principal fonte, direta ou indiretamente, da maioria das roupas,
combustiveis, remédios, materiais de construcao, e principalmente alimentos. Talvez por
esta importéncia vital, nao se deve ficar surpreso de que 0 homem, desde tempos remotos,
tenha se preocupado em desenvolver os tipos que melhor satisfacam as suas necessidades.
A sistematizagdo dos métodos de obter tais plantas resultou na ciéncia do melhoramento
genetico de plantas. Problemas como a auséncia da caracteristica de interesse dentro da
espécie e a incompatibilidade sexual sempre foram empecilhos para obter plantas ou
organismos com as combinagbes genéticas desejadas pelos pesquisadores para satisfazer
as crescentes demandas da sociedade; em outras palavras, a variabilidade genética
existente na natureza nao poderia ser explorada em seu potencial. Esta, talvez, foi a
chamada velha biotecnologia. Gradativamente, os pesquisadores foram selecionando
as melhores ragas de plantas e microorganismos. Portanto, a acao do homem foi a de
retirar da natureza os organismos que tinham um melhor conjunto de genes capaz de
produzir, eficientemente, produtos para alimentacao, saide humana e uso industrial.
Quando o rendimento ainda é baixo, 0 homem utiliza-se de novos conhecimentos
cientificos para fazer o melhoramento genético, através de cruzamentos, indugio de
mutagbes no genoma dos organismos, etc. Talvez esta tenha sido a nova biotecnologia.
Em tempos mais recentes, com os avangos na cultura de tecidos, biologia molecular,
bioquimica, etc, o homem passou a melhor entender 0s organismos e a poder trabalhar
mais intensamente o seu material genético (DNA), no que foi denominado de
biotecnologia de ponta. Com a tecnologia do DNA recombinante, o homem pode
manipular os genes de interesse, e utilizando-se de varias tecnologias, transferi-los para
a espécie desejada, sem ter que passar pela fecundacso.

Cultivos In vitro

Talvez o primeiro relato do estabelecimento de culturas em forma de calo,
data de 1939, em cenoura (Daucus carota L). Desde essa época, os calos foram
utilizados em varios tipos de estudos de divisio celular, morfogénese, biossintese de
certos metabdlitos, e mais recentemente, para selecao, mutagao, e modificacao
genética ao nivel celular. Protoplastos — célula de planta da qual foi removida a
parede celular — foram também idealizados como células com capacidade de regenerar
a parede celular, divisao mitética e proliferacio como clones que se diferenciam em
meristemas e plantas completas - potencialmente TOTIPOTENTES. Totipoténcia é a
potencialidade que as células vegetais apresentam de se desenvolver em novas plantas.
Protoplastos seriam usados para a hibridizagéo entre espécies ou para a transformacao-
usando o DNA exdgeno. A necessidade de modificar ainda mais profundamente as
plantas, ao nivel direto de DNA, levou ao desenvolvimento de métodos avancados
de transformagdo genética.
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Método de transformagao usando Agrobacterium tumefaciens

As técnicas de transformagdo de plantas desenvolveram para o uso de discos
ou fragmentos de folhas e fragmentos de caule como explantes para o cocultivo com
Agrobacterium tumefaciens. Foi descoberto que esta bactéria, estudada por suas
propriedades tumorigénicas em plantas, transferia parte de seu DNA para os
hospedeiros. Esta bactéria e seu plasmidio de transferéncia (Ti) foram devidamente
“engenheirados” para portar genes de interesse. Tentativas de transformar o feijoeiro
por esta técnica resultaram em insucesso. O problema central foi a falta de totipoténcia:
no caso de transformacao utilizando Agrobacterium, a regeneracao “de novo” de
tecidos de feijoeiro é etapa necessaria e essencial. De fato, nenhuma parte da planta,
sem tecidos meristematicos, é capaz de regeneracao.

Transformacao por Biobalistica

Durante a ultima década, houve grandes avangos na transformacéo de espécies
conhecidas como recalcitrantes a transformacéao via Agrobacterium (maioria das
gramineas e leguminosas). A biobalistica utiliza microprojéteis recobertos com o DNA de
interesse que sao acelerados a alta velocidade para carrea-lo para dentro das células.
Esta técnica permite a utilizaggdo de 6rgaos, como o embrido, para a transformacao, no
caso do feijoeiro. Todo o trabalho é conduzido assepticamente, em cidmara de fluxo
laminar. Eixos embrionarios sdo retirados de semerites maduras,.previamente esterilizadas
e embebidas em dgua estéril por 12-18 horas. Elimina-se os primérdios de folhas primarias,
para expor a regiao apical, onde se localiza o meristema, alvo do bombardeamento.
Corta-se também 1/3 & 1/2 da radicula, para facilitar a manipulacdo nas etapas seguintes.
Dez a quinze eixos embrionarios sdo arranjados em circulo, por placa de 5 cm, contendo
meio MS, suplementado com 10mg/l de BAP, e 0,8% de Phytagel. O apice dos eixos
devem ser organizados voltados para cima. (Nota: o uso de Phytagel é recomendavel:
devido & sua acdo ibnica, 0 meio nao desagrega com a formagdo de vacuo para o
bombardeamento). Para o bombardeamento, particulas de tungsténio sio recobertas
com o DNA de interesse, na proporcao de 5ug de DNA por 50 pl de suspensiao de
particulas (60mg/ml), e bombardeadas a uma pressao de gas hélio de 1200 psi, com o
aparelho sob vécuo de 27 polegadas de mercurio. Apés o cultivo por 7 diasa 28 C, e 16
horas de fotoperiodo, os eixos embrionarios sdo transferidos para novas caixas tipo
Magenta, com meio MS contendo BAP e com agar a 0,8%, por mais 7 dias. Apos, é
transferido para meio MS sem BAP, com 0,3% de sacarose, para permitir o alongamento
das multibrotagbes. Ap6s o enraizamento, as plantulas sio transferidas para vasos
contendo solo e vermiculita (1:1) ou apenas vermiculita, cobertas com saco pléstico e
presos com elastico, para aclimatizagao. Apos esta etapa pode se transferir as plantulas
para casa de vegetacao e transplantar para vasos normais, contendo solo adubado.

Resisténcia ao virus do mosaico dourado do feijoeiro
(Bean Golden Mosaic Virus - BGMV)

O objetivo foi o de introduzir resisténcia ao virus do mosaico dourado do feijoeiro
(BGMV) em Phaseolus vulgaris, através de métodos de biologia celular e molecular.
Nao existe imunidade ou mesmo alto grau de resisténcia a esta virose em germoplasma
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de Phaseolus spp. Entdo qual é a fonte de gene? O préprio agente causal.

Resisténcia derivada do patégeno - Antes de conhecer a composicio dos virus
de plantas, por volta de 1929, foram feitas observacoes de que inoculando-se plantas
de fumo com uma estirpe fraca de virus do mosaico do fumo, ao tentar reinocular com
uma estirpe que causava sintomas mais severos, as plantas encontravam-se protegidas
contra a super infecgdo. Isto veio a se chamar protecdo cruzada. O mecanismo de tal
protecdo, nunca foi completamente desvendado. Nos anos 80, com o desenvolvimento
de técnicas moleculares, foi possivel testar a hipétese de que a protecdao era mediada
pela capa protéica do virus, e que a resisténcia era valida para virus homélogo ao que
forneceu a capa. Sem importar qual seja o mecanismo, a tecnologia recebeu a
denominagdo de “pathogen derived resistance”, que traduzimos como ‘resisténcia
derivada do patdgeno’.

Mosaico dourado - E um virus com particulas icosaédricas, geminadas, contendo
DNA de fita simples, circular, como material genético. Trata-se de virus com genoma
dividido em dois componentes, denominados de A e B, sendo encapsidados
independentemente. Replica-se no nucleo de células do floema do hospedeiro, através
de um mecanismo conhecido como circulo rolante, tendo DNA de fita dupla como
intermediario de replicagdo. O DNA A contém os genes necessarios para a replicacao e
encapsidacao da progénie viral, enquanto o DNA B contém os genes requeridos para
o movimento célula-a-célula e a longa distdncia, gama de hospedeiros e
desenvolvimento de sintomas (Timmermans et al. 1994, Palmer & Rybicki 1998). Ambos
Os componentes sdo necessarios para a infecco sistémica de plantas. Exceto por uma
seqliéncia de aproximadamente 200 nucleotideos, denominada de regidgo comum, os
dois componentes nio apresentam similaridade significativa em suas seqliéncias de
nucleotideos. O DNA A contém dois genes no sentido viral, codificando a proteina
capsidial (ORF AV1, gene cp) e trés no sentido complementar [ORFs AC1, AC2 e AC3,
correspondentes aos genes rep (codifica o gene para uma proteina associada a
replicacdo), trap (é um fator de transcricdo, que atua in trans no promotor de genes
de sentido viral (cp e ns), - Sunter & Bisaro 1991, 1992 -: na presenca de TrAP, a
expressao do promotor da proteina capsidial foi aumentada em cerca de 60 a 90 vezes
-Brough et al. 1992), e ren (& um fator de amplificacdo da replicacao viral, que embora
nao seja essencial para que a replicacdo ocorra, o acimulo de DNA viral é muito maior
quando essa proteina esta presente)]. No DNA B estdo localizadas as ORFs BV1 e BC1,
correspondentes aos genes mp e ns, respectivamente (Palmer & Rybicki 1998). A proteina
NS (“nuclear shuttle”, anteriormente BV1 ou BR1) é necessaria para o trafico intracelular
de DNA viral do nucleo para o citoplasma, enquanto que a MP (“movement protein”,
anteriormente BC1 ou BL1) esta envolvida no movimento do DNA viral célula-a-célula,
via plasmodesmas. A proteina Rep ¢ a Unica proteina viral essencial para a replicagao
(Eagle et al. 1994, Eagle & Hanley-Bowdoin 1997).

Transdominantes letais

Experimentagdes com outro geminivirus, Tomato golden mosaic virus-TGMV,
determinaram que a ligagdo da proteina Rep a DNAs repetidos de forma direta, a 5’ da
caixa TATA do gene rep é especifica para a seqiéncia de cada geminivirus; ou seja, a
Rep de um virus ndo pode se associar a replicagio de outro geminivirus. Ap6s ligar a
origem de replicagao, ocorre um corte do DNA no A sublinhado da sequiéncia TAATATTAC
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de uma estrutura em grampo, conservada em todos os geminivirus (Laufs et al. 1995).
Um mecanismo antiviral baseado nesta interagao especifica entre Rep e a origem de
replicacao foi entdo proposta. Ela envolve a criagdo de uma Rep nao funcional que
interferiria com a ligacdo do tipo normal de Rep produzido pelo virus (Hanson et al.
1991). A mutagénese da proteina Rep de BGMV mostrou que a mutagdo de um codon
no sitio envolvido na etapa de corte do DNA (Hoogstraten et al., 1996) ou no motivo
de ligacdo e transferéncia de nucleosideo trifosfato - NTP-binding motifs - (Hanson et
al. 1995) sao letais. Estes dois motivos sao conservados em todas as proteinas Rep, e
sdo sitios atrativos para construir plantas transdominantes letais. Obtivemos plantas
transgénicas com o gene rep com a mutacdo D262R (4cido aspartico da posicao 262
para arginina), que inibiu eficientemente a replicagdo do DNA A, em trans, em
experimentos com células de fumo. Dentre as plantas obtidas, foi possivel conseguir a
completa resisténcia ao virus.

Entre outras conclusdes do trabalho, pode se afirmar que: a) E possivel a
transformacao consistente de feijoeiro via o método de biobalistica; b) o gene rep
mutagenizado no motivo relacionado a ligacdo de nucleosidio trifosfato, expresso em
trans, completamente inibiu a infeccao das plantas pelo menos pelo virus homélogo
ao de onde fora extraido o gene.
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