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O milho é um cereal cuja cultura vem crescendo extensamente no mundo. No entanto, a
limitação da terra produtiva, os recursos de água, os estresses ambientais, as doenças que
acometem a cultura e o grande crescimento da população ocasionam uma grande demanda no
aumento da produção, bem como sua qualidade (Huang & Wei, 2004), Dentre os grandes
prejuízos enfrentados pela agricultura encontram-se os ataques de pragas e doenças e no
milho. Doenças que antes não eram problema, aumentaram sua incidência como é o caso das
viroses e enfezamentos (causados por molicutes - fitoplasmas e espiroplasmas). Dentre as
estirpes do complexo viral, Fuchs e Grüntzig (1995) verificaram que Sugarcane mosaic virus
(SCMV) e Maize dwarf mosaic virus (MDMV) são as mais importantes potyviroses,
causando perdas significativas na produção de grãos e forragem em genótipos de milho
susceptíveis. Os efeitos causados pelo Mosaico em as plantas de milho são tanto maiores
quanto mais cedo se estabelece a infecção, sendo que estimativas experimentais mostram
reduções na produção da ordem de 50%, em genótipos suscetíveis (Fernandes et al., 1995). O
crescimento das plantas pode ser acentuadamente reduzido, conforme a espécie e estirpe do
vírus e a cultivar de milho, principalmente quando a infecção ocorre nos estágios iniciais de
desenvolvimento. (Gonçalves et al., 2007). A geração de cultivares cada vez mais produtivas,
resistentes a pragas e adaptadas as mais diversas condições de cultivo pode ser acelerada com
a utilização de técnicas de mapeamento genético, manipulação gênica e transformação. Deste
modo, o desenvolvimento de cultivares superiores mais produtivos, através da introdução de
genes de resistência a vários estresses bióticos é altamente desejável. Como o objetivo de
obter plantas resistentes ao Mosaico, calos friáveis de milho HiII, susceptíveis ao mosaico,
foram transformados via biobalística empregando-se duas construções baseadas na tecnologia
do RNAi, onde uma seqüência de 499 pb da capa protéica do SCMV (representado na Figura
1) foi utilizada na montagem do looping do plasmídeos 19 (RNAi correto) e do plasmídeo 28
(controle RNAi negativo) (Figura 2), para a montagem das seqüências foi utilizado pKanibal
que continha o intron, responsável pela alça do looping no plasmídeo 19, e transferidas para o
pCAMBIA 3301.
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Figura 1 - Representação esquemática da organização genômica de potyvirus indicando as
proteínas codificadas pelo vírus e as suas possíveis funções. P1 primeira protease, HC-Pro
helper componente - protease, P3 terceira protease. A proteína C1 tem atividade RNA
helicase; 6K1 e 6K2 são peptídeos; NIa e NIb são proteínas de inclusão nuclear a e b, onde
NIa é uma protease e Nib, provavelmente, uma RNA polimerase dependente de RNA e CP é a
proteína da capa. Por analogia com outros sistemas virais, sugere-se que VPg sirva como
primer para a síntese do vRNA (Shukla et al., 1994) e estabilização do mRNA contra o ataque
de exonucleases.

Figura 2 – Construção gênicas do RNAi do vírus SCMV. Seqüências invertidas do SCMV do
plasmídeo 19 (A) e seqüências na mesma direção do plasmídeo 28 (B). O plasmídeo 28 tem
sido usado como controle negativo já que teoricamente, de acordo com essa construção, não é
possível forma a complementaridade de bases (e consequentemente a dupla fita de RNA).

Através de bombardeamento de partículas, conforme descrito por Carneiro et al. (2004)
foram geradas 250 plantas supostamente transgênicas, oriundas de 25 experimentos de
transformação que após a seleção foram transferidas para casa de vegetação onde, apenas 82
plantas produziram sementes. Destas 82 plantas, 47 foram testadas em relação ao inoculo
SCMV (Figuras 4 e 5) ao herbicida PPT buscando verificar a presença do gene bar
confirmando a transgenese das mesmas (Figura 6). Foram plantadas 4 sementes de cada uma
das 47 plantas, estas plântulas foram inoculadas utilizando extrato de folhas de plantas de
milho com mosaico em tampão fosfato 0,01M e Carborudum Bioglobal mesh 600. As
inoculações foram realizadas durante 4 semanas consecutivas. De um total de 142 plantas
testadas 26 se apresentaram assintomáticas, além disto foi observado também a diminuição
dos sintomas em algumas das plantas testadas no decorrer das semanas após a primeira
infecção. Foi realizado um teste de PCR utilizando primers da região da capa protéica (Figura
3) para verificar a existência da construção nas plantas supostamente transgênicas

Os resultados obtidos demonstram que a técnica do RNAi é funcional e pode-se afirmar
que plantas de milho transgênica contendo o cassete correto em relação ao formação do
looping (plasmídeo 19) apresentam resistência a contaminação do Mosaico e ao herbicida
Finale (PPT); pode-se afirmar também que plantas transgênicas contendo o cassete controle
(plasmídeo 28 apesar de serem resistentes ao herbicida finale apresentam sintomas do
mosaico.
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Figura 3 – PCR das plantas supostamente transgênicas utilizando primers do fragmento
SCMV (seta a direita da figura). Marcador molecular 1 kb (M); Controle negativo - Planta
não transgênicas (1); Plasmídeos 19 (2) e 28 (3). Plantas de milho provenientes da cultura de
tecido e seleção em PPT (herbicida) supostamente transgênicas (4 a 15). Esse teste foi feito
nas plantas antes do inóculo do vírus já que o mesmo também pode ser amplificado com esses
primers.

Figura 4 – Descrição de experimento em casa de vegetação. Plantas transgênicas sem
sintomas (B); Seta preta na figura 4B mostra sintomas. Como controle foram utilizado 8
plantas do genótipo Hi-II não transgênico.

Figura 5 – Fotos tiradas do mesmo experimento da figura 4 transcorridas 2 semanas. Plantas
assintomáticas (setas) apresentaram melhor crescimento e desenvolvimento que as plantas
sintomáticas indicando que o sistema do RNAi está realmente protegendo a planta contra a
doença. As fotos também ajudam a demonstrar os efeitos da doença sobre a cultura,
observada pela produção superior de massa foliar das plantas assintomática.
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Figura 6 – Teste com o herbicida PPT na ponta de uma das folhas. Amostras sensíveis ao PPT
(A, B) e amostra não sensível ao PPT (C) mostrando a possível inserção do gene de
resistência do herbicida na planta.
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