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A
s plantas sao, direta ou 
indiretamente, a princi­
pal Fonte de combusti­
veis, de remedios, de 
material de constrw;ao e, 

principalmente, de alimentos. Talvez, 
por essa importancia vital, nao se deva 
ficar surpreso que 0 homem, desde 
tempos remotos, tenha se preocupa­
do em desenvolver os tip os que me­
Ihor satisfar;am as suas necessidades. 
A sistematizar;ao dos metodos de ob­
ter tais plantas resultou na ciencia do 
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Figura 1: A) Estrutura da regiao intergenica (Rr) do BGMV mostrando 0 

elemento iteron (~~), 0 TATA box e a estrutura em stem-loop. B) 
Detalhe da origem de replicar;ao do BGMV, os sitios de clivagem e ligar;ao 
da proteina viral Rep. A seqt.iencia nanomerica comum a todos os 
geminivirus esta indicada pelo semi-drculo pontilhado. 0 ultimo A do 
nanonucleotidio (em vermelho) e a base onde ocon'e 0 corte do DNA 
durante a replicar;ao 
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melhoramento genetico de plantas. 
Problemas como ausencia da caracte­
ristica de interesse dentro da especie 
e incompatibilidade sexual sempre 
foram empecilhos para se obterem 
plantas ou organismos com as comb i­
nar;oes geneticas desejadas pelos pes­
quisadores para satisfazer as crescen­
tes demandas da sociedade; em outras 
palavras: a variabilidade genetica exis­
tente na natureza nao poderia ser 
explorada em todo 0 seu potencial. 
Gradativamente, os pesquisadores fo­
ram selecionando as melhores rar;as 
de plantas e de microorganismos. Por­
tanto, a ar;ao do homem foi a de retirar 
da natureza os organismos que ti­
nham um melhor conjunto de genes 
capaz de produzir, eficientemente, pro­
dutos para a alimentar;ao, a saude 
humana e 0 usa industrial. Quando 0 

rendimento ainda e baixo, 0 homem 
utiliza-se de novos conhecimentos ci­
entificos para fazer 0 melhoramento 
genetico, atraves de cruzamentos, in­
dur;ao de mutar;oes no genoma dos 
organismos, etc. Em tempos mais re­
centes, com os avanr;os na cultura de 
tecidos, biologia molecular, bioquimi­
ca, etc. , 0 homem passou a melhor 
entender os organismos e a poder 
trabalhar mais intensamente 0 poten­
cial do material genetico (genes) dis­
ponivel. Com a tecnologia do DNA 
recombinante, 0 homem pode mani­
pular os genes de interesse, e utilizan­
do-se de varias tecnologias, transferf­
los para a especie desejada, sem ter 
que passar pela fecundar;ao. 

Resistencia derivada 
do patogeno 

Sanford & Johnson (985) foram 



os primeiros a propor a ob­
tent;:ao de resistencia a pat6-
genos em plantas genetica­
mente modificadas, pel a uti­
lizat;:ao de sequencias gen6-
micas dos proprios patoge­
nos. a verdade, esse con­
ceito havia sido empregado 
ha varias decadas. Antes mes­
mo de se conhecer a compo­
sit;:ao dos virus de plantas, 
por volta de 1929, foram fei­
tas observat;:6es de que ino­
culando-se plantas de fumo 
com uma estirpe fraca de 
virus do mosaico do furno , 
ao tentar reinocular com uma 
estirpe que causava sinto­
mas mais severos, as plantas 
encontravam-se protegidas 
contra a super infe ct;:ao 
(McKinney, 1929). Isto veio a 
se chamar protet;:ao cruzada. 

o mecanismo de tal pro­
tet;:ao nunca foi completa­
mente desvendado. Nos anos 
80, com 0 desenvolvimento 
de tecnicas moleculares, foi possivel 
testa r a hipotese de que a protet;:ao 
era mediada pel a capa proteica (CP) 
do virus , e que a resistencia era 
valida para virus homologo ao que 
forneceu a capa. Sem se impottar 
com qual que Fosse 0 me.canismo, a 
tecnologia recebeu a denominat;:ao 
de "pathogen derived resistance", 
que traduzimos como 'resistencia 
derivada do patogeno'. 

Uma sequencia logica do desdo­
bramento desse conceito foi 0 de­
senvolvimento de estrategias para 
resistencia a viroses, uma vez que os 
virus, apesar de terem biologia mo­
lecular complexa, sao, na maioria 
dos casos, estruturalmente mais sim­
ples que outros organismos causa­
dores de doent;:as em plantas. A 
primeira estrategia empregada foi a 
expressao da CP em plantas geneti­
camente modificadas (PGM) atraves 
da tecnologia do DNA recombinan­
teo 0 primeiro caso de sucesso foi a 
expressao da CP do virus do mosai­
co do fumo (TMV) em plantas de 
furno, gerando linhagens resistentes 
ao virus (Powell et aI1986). Desde 
entao, uma serie de outras tentativas 
de utilizat;:ao dessa estrategia foram 
realizadas, com a utilizat;:ao de genes 
estruturais e nao estruturais (para 

Figura 2: Plantas transgenicas 
de fei joeiro cultivadas in vitro 

uma revisao, ver Souza & Gonsalves, 
1999). Brevemente pode-se listar: (1) 
expressao da capa proteica, (2) uso 
de satelites, (3) RNA senso e antisen­
so, (4) RNAs defectivos, (5) expres­
sao da replicase, (6) expressao de 
proteinas do movimento, (7) expres­
sao de anticorpos Cplantbodies). 

Em nossos laboratorios (Embra­
pa Arroz e Feijao & Embrapa Recur­
sos Geneticos e Biotecnologia), te­
mos como objetivo introduzir resis­
tencia ao virus do mosaico dourado 
do feijoeiro (BGMV) em Phaseolus 
vulgaris, atraves de metodos de bio­
logia celular e molecular. Nao existe 
imunidade nem mesmo alto grau de 
resistencia a essa vi rose em genno­
plasma de Phaseolus spp. 

o mosaico dourado do feijoeiro 

o mosaico dourado do feijoeiro 
foi inicialmente descrito pelo Dr Al­
varo Santos Costa como uma doent;:a 
que, inicialmente nao teria impor­
tancia economica no Estado de Sao 

Paulo (Costa 1965). Seu agente 
transmissor, a mosca branca (Be­
misia tabaci Gennadius), foi tam­
bern identificado. Subsequente­
mente, urn virus de patticulas 
geminadas foi identificado, asso­
ciado as plantas mostrando sinto­
mas de mosaico. Esse virus foi 
entao denominado virus do mo­
saico dourado do feijoeiro -VMDF 
(em ingles: bean golden mosaic 
virus - BGMV), urn geminivirus. 

No inicio dos anos 70, as 
plantat;:oes de fei joeiro nos esta­
dos de Sao Paulo, Parana e Minas 
Gerais foram severa mente atingi­
das pelo mosaico dourado. Esse 
fato foi atribuido ao avant;:o da 
cultura da soja e de outras cultu­
ras hospedeiras da mosca bran­
ca. Em algumas regioes, devido a 
grande incidencia da doent;:a , os 
agricultores tiveram como unica 
opt;:ao parar com 0 plantio do 
feijao. 

Essa doent;:a esta hoje disse­
minada por todas as areas produ­

toras de feijao do Brasil. Doent;:a 
semelhante e encontrada.em outros 
paises das Americas, tais como Cuba, 
Republica Dominicana, Potto Rico , 
Jamaica, Estados Unidos, Mexico, 
Belize, Guatemala, El Salvador, Hon­
duras, Nica ragua, Costa Rica, Pana­
ma, Venezuela e Colombia. 

No Brasil, em condit;:oes de cam­
po, as perdas fieam em torno de 40% 
a 85%, podendo chegar a 100% (Men­
ten et al 1980, Galvez & Morales 
1989), dependendo da cultivar, do 
estagio das plantas quando infecta­
das e do isolado do virus. 

Quanto aos sintomas, inicia-se 
pelas nervuras das folhas, que, numa 
etapa mais avant;:ada, exibem urn 
amarelo brilhante na maior parte do 
limbo foliar, forman do urn mosaico. 
Ocorrem ainda distort;:oes foliares , 
nanismo, malformat;:ao de vagens e 
sementes. Alem disso, as sementes 
provenientes de plantas infectadas 
tern a germinat;:ao afetada. 

o Virus 

o BGMV consiste numa particula 
icosaeclrica, que contem DNA de fita 
simples, circular, como material ge­
netico. Trata-se de virus com genom a 
dividido em dois componentes, de-
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Figura 3: Linhagem imune ao ViruS do mosaico dourado do feijoeiro. 
Esquerda: planta nao transgenica inoculada com 0 virus mostrando os 
sintomas de mosaico dOUl·ado. Direita: planta transgenica inoculada com 
o ViruS sem qualquer evidencia de sintoma 

nominados A e B, sendo encapsida­
dos independentemente. Replica-se 
no nucleo de celulas do floema do 
hospedeiro, atraves de um mecanis­
mo conhecido como drculo rolante, 
tendo DNA de fita dupla como inter­
media rio de replicar;ao. 0 DNA A 
contem as genes necessarios para a 
replicar;ao e encapsidar;ao da pro­
genie viral, enquanto a DNA B con­
tem as genes requeridos para a 
movimento cetula-a-celula e a longa 
distancia, gama de hospedeiros e 
desenvolvimento de sintomas CTim­
mermans et al 1994). Ambos as 
componentes sao necessarios para 
a infecr;ao sistemica de plantas. Ex­
ceto por uma sequencia de aproxi­
madamente 200 nucleotideos, de­
nominada de regiao comum, as dais 
componentes nao apresentam simi­
laridade significativa em suas se­
quencias de nucleotldeos. 0 DNA A 
contem a gene da CP CORF AV1, 
gene cp) e tres no sentido comple­
mentar (ORPs AC1, AC2 e AC3), 
correspondentes aos genes repCque 
codifica a gene para uma proteina 
associada a replicar;ao); trap ("tran­
sactivation protein", que e a fator de 
transcrir;ao que atua in trans no 
promotor de genes de senti do viral 
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Ccp e mp), - Sunter & Bisaro 1991, 
1992; na presenr;a de trap, a expres­
sao do promotor da protefna capsidial 
foi aumentada em cerca de 60 a 90 
vezes -Brough et a/1992), e ren (que 
e um fator de amplificar;ao da replica­
r;ao viral,.que, embora nao seja essen­
cial para que a replicar;ao ocorra, 
provoca um acumulo de DNA viral 
muito maior quando esta presente). 
No DNA B, estao localizadas as ORPs 
BV1 e BC1, correspondentes aos ge­
nes ns e mp, respectivamente CPalmer 
& Rybicki 1998). A protelna ns C"nu­
clear shuttle"), anteriormente BR1 au 
BV1, e necessaria para a trMico intra­
celular de DNA viral do nucleo para a 
citoplasma, enquanto que a mp ("mo­
vement protein"), anteriormente BLl 
au BC1, esta envolvida no movimento 
do DNA viral celula-a-celula, via plas­
modesmas. A proteina Rep e a unica 
essencial para a replicar;ao. 

o DNA de varios isolados do BGMV 
foram completamente sequenciados. 
o virus do mosaic a dourado amarelo 
do feijoeiro (BGYMV) da Republica 
Dominicana e da Guatemala (Faria et 
al 1994); de Porto Rico (Howarth et 
al., 1985) e (BGMV); e a do Brasil 

. (Gilbertson et al., 1993 - Acesso do 
GenBank M88686 e M88687). 

o BGMV e transmitido na natureza 
pela mosca branca, de uma forma 
circulativa. Os isolados do BGYMV 
podem ser transmitidos par inocula­
r;ao mecanica, isto e, atraves do extra­
to de uma planta infectada, fricciona­
do sabre a folha de uma planta sadia. 
Entretanto, a isolado brasileiro, BGMV­
BR, nao e transmitido dessa forma 
(Costa, 1965). Recentemente , pode-se 
transmitir um isolado brasileiro do 
ViruS, clonado no vetor pBSKS+ (Stra­
tagene), atraves do processo de bio­
ballstica CAragao etal., 1995).0 BGMV 
nao e transmitido atraves das semen­
tes CCosta, 1965). 

Cerca de 151 especies e/ou isola­
dos de Geminividae foram inteira­
mente seqiienciados. Um exame da 
sequencia dos varios gemini virus re­
vela a existencia de um nanomero 
conservado em todas as especies, 10-
calizado na regia a intergenica tanto 
do DNA-A quanta do DNA-B. Esse 
nanomero CTAATATTAC), chamado 
de SCE Celemento estruturalmente con­
servado), foi logo reconhecido como 
a origem de replicar;ao (orl) e como a 
sltio de clivagem do DNA pela prote­
Ina associada a replicar;ao. Esse ele­
menta SCE esta localizado dentro de 
uma sequencia conservada de 30 nu­
cleotideos, com potencial para forma­
r;ao de uma estrutura em forma de 
grampo. A manutenr;ao conformacio­
nal dessa estrutura e fundamental para 
sua funr;ao de origem de replicar;ao 
COrozco & Hanley-Bowdoin, 1996). 
Outro elemento, chamado de 'iteron', 
foi localizado a montante dessa estru­
tura de grampo, repetido duas vezes 
Cno caso do BGMV), ao lado da regia a 
TATA CFigura 1), que foi caracterizada 
como a regiao de ligar;ao da Rep ao 
DNA (Walker et at 1982; Lazarowitz et 
at., 1992; Fontes et aI., 1994). Os 
iterons sao especificos para cada VI­
rus. Porexemplo, os iterons do BGMV­
BR sao diferentes daqueles em 
BGYMV-GA e em BGYMV-PR No 
entanto, sua posir;ao relativa e sua 
orientar;ao sao conservados dentro de 
Geminivirldae filogeneticamente re­
lacionados. 

A proteina associada a replicac;:ao 
(Rep), codificada pelo gene rep, tem 
sido alva de um grande numero de 
estudos nos ultimos anos. Essa prote­
ina possui varias funr;oes associadas a 
replicar;ao: (1) dirigir a complexo re-



plicativo para a origem de replicar;:ao; 
(2) desenovelar 0 DNA molde (ativi­
dade de helicase); (3) clivar 0 DNA e 
iniciar 0 mecanisme de drculo rolan­
te; e (4) separar os genomas ap6s a 
replicar;:ao (atividade de nuclease e 
ligase). Aiem da sua principal ativida­
de na replicar;:ao, a Rep esta envolvida 
na sua autoregular;:ao: repressao de 
sua pr6 pria sintese ao nivel de trans­
crir;:ao. 

Uma sequencia cons en so (NTP­
binding motif) (EGX

4
GKTX

z2
DD) foi 

encontrada na replicase de doze ge­
minivirus analisados (Hanson et al 
1995). Experimentos feitos in vivo 
mostraram que uma simples mutar;:ao 
na replicase do BGMV [de lisina (K) 
para histidina (H), ou de acido aspar­
tico (D) para arginina (R)l, anulou a 
replicar;:ao viral e 0 aparecimento dos 
sintomas nas plantas de feijoeiro ino­
culadas (Hanson et al 1995). 
Mutar;:oes de lisina (K) para his­
tidina (H) na Rep do tomato 
yellow leaf curl geminivirus 
(TYLC) reduziram significativa­
mente a atividade de ATPase 
dessa enzima. 

Outro motivo conservado 
(DVKXYXXKD) no dominio 
amino terminal da Rep dos ge­
minivirus foi identificado como 
sitio de clivagem e ligar;:ao ao 
DNA, sendo a tirosina (Y) pre­
sente nesse consenso 0 amino­
acido ativo. 

Estrategias para resistencia 

Em geminivirus, a expressao 
da capa proteica nao tem apre­
sentado resultados satisfat6rios. 
De fato, plantas transgenicas de 
fumo expressando a CP do abu­
tilon mosaic geminivirus mos­
traram sintomas parecidos com 
os da infecr;:ao pelo virus, e 
proporcionais a expressao do 
gene (Wilson 1993). Provavel­
mente isso se deve ao fato de a 
CP nao ser essencial a infecr;:ao 
e ao desenvolvimento de sintomas em 
plantas infectadas por geminivirus. 

Assim, tem sido propostas outras 
estrategias para obtenr;:ao de plantas 
transgenicas resistentes a geminivirus, 
tais como 0 RNA antisenso e a expres­
sao da CP e proteina associada a 
replicar;:ao mutada. 

A estrategia de RNA antisenso foi 
empregada para virus de diferentes 
grupos, tais como comovirus, potyvi­
rus, tobamovirus e outros. Na maioria 
dos casos, usou-se 0 mRNA antisenso 
para 0 gene da CPo Em geral, obteve­
se apenas um nivellimitado de prote­
r;:ao, isto e, a proter;:ao ficou limitada a 
baixos niveis de in6culo viral. 

Entretanto, 0 uso de RNA antisen­
so tern sido bastante eficiente no blo­
queio da expressao de genes nuclea­
res em plantas. Esses resultados selvi­
ram como suporte para a hip6tese de 
que essa estrategia Fosse util no blo­
queio de virus com parte de seu ciclo 
de vida e de replicar;:ao ocorrendo no 
nLlcleo, tais como geminivirus e cauli­
movirus (Wilson 1993). 

Os mecanismos de ar;:ao de se­
quencias antisense ainda sao apenas 
parcialmente compreendidos. Em ge-

T NT 

Figura 4: Vagens e sementes 
de plantas transgenicas (T) e 
de plantas nao transgenicas 
(NT), ambas inoculadas com 
o ViruS do mosaico clourado 
do feijoeiro 

ral, e propos to que essas sequencias 
interfeririam, em nivel traducional, de 
forma direta ou indireta, podendo ser 
em nivel nuclear ou citoplasmatico. A 
nivel nuclear, a hibridizar;:ao RNA­
antisenso e mRNA pode interferir no 
processamento do pre mRNA, inibin­
do 0 splicing, ou ainda 0 trans porte do 
mRNA do nLlcleo para 0 citoplasma. 
Esse duplex formado pode ser reco­
nhecido pela RNase H a nivel nuclear 
ou citoplasmatico, e, subsequentemen­
te, 0 mRNA e degradado. No nivel 
citoplasmatico, a interar;:ao do RNA 
antisenso e do mRNA pode interferir 
na ligar;:ao de fatores de iniciar;:ao de 
tradu~ao ou inibir diretamente a tra­
du\=ao do mRNA pelos ribossomos. 
Intera\=oes RNA antisenso eDNA po­
clem tambem ocorrer, sendo esse hi­
brido tambem substrato para a RNase , 
que hidrolisa a fita de RNA. 

Os fen6menos de co-su­
pressao, podem tambem ser 
responsaveis pela resistencia 
a virus em plantas transgeni­
cas. A presen\=a cle uma se­
quencia de DNA no genoma 
da planta podera suprimir a 
expressao (silenciar) do pr6-
prio gene e de um gene ho­
m610go presente. Assim, a 
presen\=a de uma sequencia 
do vIrus integrado ao geno­
ma cia planta podera silenciar 
sua expressao por parte do 
pr6prio ViruS , quer por inte­
ra\=oes entre os genes, quer 
por metilar;:ao ou ativa\=:'1.0 de 
mecanismos especfficos de 
degradar;:ao de RNA. 

Sequencias que englobam 
os genes rep, trap, ren, e mp 
do BGMV-BR foram posicio­
nadas em antisenso , sob con­
trole clo promotor 35S do cau­
liflower mosaic virus (3JS 
CaMV). Essa constru\=ao foi 
entao utilizada para obten\=ao 
de plantas transgenicas de fei­
joeiro (Aragao et al1996). 

Isolados do BGMV de al­
guns estados do Brasil (Goias, Sao 
Paulo e Pernambuco) foram caracteri­
zados no nivel molecular e achou-se 
que havia uma grande homologia entre 
suas sequencias (75-100%) (Faria e 
Maxwell , 1999). Portanto, considera­
se que 0 isolado utilizado nesse estu­
do representa os demais isolados exis-
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tentes no pais. 
As plantas transgenicas com as 

seqUencias do BGMV foram autofe­
cundadas durante 4-5 gera~oes e, 
enbio, inoculadas com 0 virus. A 
inocula~ao foi feita com a utiliza~ao 
de moscas brancas viruliferas. Algu­
mas linhagens transgenicas nao apre­
sentaram diferen~a significativa nos 
sintomas em rela~ao as plantas nao 
transgenicas. Entretanto, duas linha­
gens mostraram urn retardamento 
no aparecimento dos sintomas, alem 
desses serem rna is fracos que aque­
les normal mente apresentados pe­
las plantas controle. Alem disso, 
uma titula~ao do virus atraves de 
analises por Southern blot nas plan­
tas inoculadas mostrou que havia 
uma quantidade inferior de DNA 
viral nas plantas transgenicas (Ara­
gao et aI., 1998). 

Transdominantes letais 

Embora os resultados tenham 
sido bastante animadores, 0 nosso 
objetivo principal ainda era a obten­
~ao de plantas imunes ao virus, isto 
e, linhagens nas quais nao ocorresse 
replica~ao viral. Assim, outra estra­
tegia foi proposta, denominada trans­
dominancia letal. Essa estrategia en­
volve a cria<;:ao de uma Rep nao 
funcional que interferiria com a liga­
<;:ao do tipo normal de Rep produzi­
do pelo ViruS (Hanson et al., 1995). 
A mutagenese da proteina Rep de 
BGMV mostrou que a muta~ao de 
urn codon no sltio envolvido na 
etapa de corte do DNA CHoogstra­
ten et al., 1996) ou no motivo de 
liga<;:ao e transferencia de nucleosi­
deo trifosfato - NTP-binding motifs -
(Hanson et al., 1995) sao letais. Es­
ses do is motivos sao conservados 
em todas as proteinas Rep, e sao 
sitios atrativos para construir plantas 
transdominantes letais (Hanson et 
aI., 1999). Obtivemos plantas trans­
genicas contendo 0 gene rep com a 
muta~ao D262R Cacido aspartico da 
posi~ao 262 para arginina), que ini­
biu eficientemente a replica<;:ao do 
DNA A, em trans, em experimentos 
com celulas de fumo. Entre as plan­
tas transgenicas de feijao obtidas, foi 
possivel conseguir a completa resis­
tencia ao virus. Essas plantas estao, 
no momento, na terceira gera<;:ao, 
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apresentando 0 mesmo compOlta­
mento. 

Na proxima fase sera realizado 
urn estudo mais detalhado do com­
portamento das plantas transgeni­
cas de feijoeiro em condi~oes de 
campo. Nesses estudos, seriam ava­
liadas as intera<;:oes das plantas trans­
genicas com outras plantas do ambi­
ente agricola, e tambem a estabilida­
de da expressao dos genes introdu­
zidos. Dessa forma, devem ser ava­
liadas as questoes relativas a biosse­
guran~a. Alem disso, ha ainda ne­
cessidade de estudo do comporta­
mento desses genes no que diz 
respeito a fatores relacionados com 
a intera~ao destes e a complexa 
fisiologia dessas plantas submetidas 
a estresse natural nas condi~oes agro­
climaticas tropicais. 

Entre outras conclusoes do nos­
so trabalho, pode-se afirmar que: a) 
E possivel a transforma~ao consis­
tente de feijoeiro via metodo de 
biobalfstica; b) 0 gene rep mutage­
nizado no motivo relacionado com a 
liga<;:ao de nucleosidio trifosfato , 
expresso em trans, inibiu completa­
mente _ a infec~ao das plantas, pelo 
menos quanta ao ViruS homologo 
ao de onde fora extraido 0 gene. 
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