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Resumo

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.) é conhecido nas regibes Norte e Nordeste
do Brasil como feijao-de-corda, feijao-verde, feijio macassar ou feijio-de-praia. E uma planta
muito importante na alimentacdo humana por ser fonte natural de proteinas, calorias, vitaminas
e minerais. Dentre as doencas que mais causam perdas para a cultura destacam-se as viroses, e
dentre elas 0 mosaico severo (Cowpea severe mosaic virus- CPSMV) que pode levar a perdas
de até 100% da producdo nas areas afetadas, e a virose causada pelo Cowpea aphid-borne
mosaic virus (CABMV), que tem importancia devido a sua ampla ocorréncia. O presente
trabalho teve como objetivo a obtencdo de plantas de feijdo-caupi geneticamente modificadas
(GM) resistentes ao CPSMV e ao CABMV, por meio da estratégia RNA interferente. Nesse
trabalho foram obtidas 15 linhagens GM, sendo testadas 14 delas para avaliar a resisténcia aos
virus. Algumas linhagens apresentaram alta resisténcia para as condi¢des de inoculagdo severa
sem alteracdo na producdo de vagens e sementes viaveis, enquanto que para as plantas controle
a inoculacdo severa resultou na morte de todas as plantas. As linhagens GM também
apresentaram tolerancia ao herbicida imazapyr na concentracdo de 200 g.ha™, o que foi
considerado um resultado promissor, tendo em vista que a cultura do feijdo-caupi atualmente
encontra-se em expansao no cendrio agricola nacional. Nos testes de Southern blot, northern
blot e dot blot foi confirmada a integracdo dos transgenes no genoma das linhagens, assim
como a presenca dos pequenos RNA interferentes, o que tem relagdo direta com a alta
tolerdncia apresentada para os virus. A analise da progénie realizada pelo teste qui-quadrado
ndo demonstrou padrdo de segregacdo Mendeliana na geracdo Fi. Isso pode ser explicado
devido a ocorréncia de quimerismos nos transformantes primarios (Fo). Os resultados obtidos
sugerem a possibilidade de utilizacdo das melhores linhagens GM em experimentos em nivel
de campo visando selecionar genotipos promissores que possam fazer parte de programas de

melhoramento da cultura.

PALAVRAS-CHAVES: feijdo-caupi, transformacdo genética, Cowpea aphid-borne mosaic

virus, Cowpea severe mosaic virus, RNA interferente.



Abstract

Cowpea (Vigna unguiculata L. Walp.), known as feijao-de-corda, feijao-verde, or feijao
macassar and feijdo-de-praia in the North and Northeastern regions of Brazil, is an important
crop for human nutrition. Besides serving as a natural source of protein and energy, it is rich in
vitamins and minerals. Although it is a widespread crop which can be grown in areas of
extreme climatic and environmental conditions, it is confronted with certain problems like pests
and diseases among others. Among diseases that devastate the crop are those caused by
Cowpea severe mosaic virus (CPSMV) and Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV),
which together may cause 100% losses in production. This work sought to develop a strategy
using RNA interference to generate genetically modified (GM) cowpea plants which are
resistant to CSMV and CABMV. Fifteen (15) GM lines were obtained, of which 14 were tested
for resistance against the viruses. While some of the lines showed high degree of resistance
without any alteration in seed pod development and seed germination, control plants died soon
after inoculation with the viruses. The GM lines were also tolerant to the herbicide imazapyr at
a concentration of up to 200 g/ha, showing potential in the production system of cowpea given
the continuous nationwide expansion of the crop. Southern blot analysis confirmed the
integration of the transgenes inserted in the genome of the lines. We also detected small
interfering RNAs (SiRNAs) responsible for gene silencing of the viruses and thus conferring
resistance to the plant. Progeny analysis using chi-square test did not show Mendelian
segregation in F; generation. This may be attributable to the possible existence of chimeras in
the primary transformants (Fo). These results may be applied in field experiments using

superior lines developed here for breeding programs involving the crop.

Keywords: cowpea, genetic transformation, Cowpea aphid-borne mosaic virus, Cowpea severe

mosaic virus, RNA interference.
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CAPITULO |
Engentiaria Geuética do fecido - caupi: Uma nevisdo




1. Introducgéo

O feijao-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.) é conhecido no Nordeste Brasileiro
como feijdo-de-corda, feijdo-verde, feijdo-caupi, fradinho ou feijao macassar. Ademais, na
regido Norte é também conhecido como feijdo-de-praia. E uma planta pertencente a familia
Fabaceae, muito importante na alimentacdo humana por ser fonte natural de proteinas,
calorias, vitaminas e minerais. E uma cultura estreitamente relacionada com as atividades de
subsisténcia e de significativa importancia socioecondmica. Pode ser consumido verde ou
seco, sendo a Ultima modalidade a preferida pela maioria da populacdo. No Nordeste
Brasileiro entra na constituicdo de pratos tipicos da culinaria, tais como abara (acarajé) e
baido de dois (FREIRE FILHO et al., 2011).

O feijao-caupi € uma das espécies graniferas mais amplamente adaptada, versatil e
nutritiva, constituindo excelente fonte proteica para alimentacdo humana ou animal por
apresentar todos os aminoacidos essenciais, e aléem do mais é fonte de vitaminas, sais
minerais e fibras. O feijao-caupi € um dos alimentos mais consumidos nas regides Norte e
Nordeste do Brasil, e além do elevado valor nutricional também é gerador de renda
especialmente para o pequeno produtor nordestino (ROCHA, 2009).

E pouco exigente em condicdes edafoclimaticas, adapta-se a solos de baixa
fertilidade natural, devido a sua grande capacidade de fixacéo de nitrogénio atmosférico, em
funcdo da simbiose com bactérias do género Rhizobium, é bastante utilizada como adubacao
verde.

A ampla variabilidade genética desta cultura permite que seja usada em diferentes
sistemas de producéo, tradicionais e modernos. A importancia do feijdo-caupi no contexto
da agricultura nordestina é evidenciada por sua ampla disseminacdo na regido, sendo

cultivado em praticamente todos 0s municipios do semiarido (BARRETO et al., 2001).



Atualmente o cultivo do feijdo-caupi tem despertado o interesse de grandes
produtores do Centro-Oeste, onde a area cultivada tem se expandido principalmente como
forma de safrinha logo apds o cultivo da soja ou arroz (FREIRE FILHO et al., 2008), em
funcdo do desenvolvimento de cultivares que possibilitam o cultivo mecanizado.

Apesar da enorme importancia social para o pais, quando comparada com soja e a
ervilha, o feijdo-caupi é uma cultura relativamente pouco explorada e pouco estudada
(EHLERS & HALL, 1997; FREIRE FILHO et al., 2011). Contudo, descobertas cientificas
recentes em melhoramento genético avangam para a descoberta de novas cultivares,
sobretudo de porte ereto e mais precoces, as quais possibilitem colheita mecanizada, tratos
culturais mais simples e a reducgéo da aplicacdo de defensivos (FREIRE FILHO et al., 2011).
Estes novos conhecimentos, formam uma base sob a qual o melhoramento genético desta
cultura podera ser feito de forma a obter cultivares melhor adaptadas as exigéncias de
cultivo e mercado. Dentre essas exigéncias, citam-se: resisténcia a pragas e doengas, maior
conservacao de pos-colheita, porte da planta resistente ao acamamento, possibilidade de
mecanizacao da colheita e maior valor nutricional.

Na década de 1980 o Brasil era o segundo maior produtor de feijao-caupi,
contribuindo com 26% da producdo mundial e 82% da producdo do continente americano
(WATT et al., 1987). Desde entéo, houve gradativa queda na producéo, colocando o Brasil
na terceira posi¢do (SINGH et al., 2000), ficando o cultivo em algumas regides restrito a
agricultura de subsisténcia. Segundo dados da CONAB (2012), a area cultivada com feijdo-
caupi no Brasil atualmente atinge 1,3 milhGes de hectares com a produgdo de 480 mil
toneladas.

O feijdo-caupi € uma leguminosa anual, herbacea, produz frutos do tipo legume e,
dependendo da variedade, pode apresentar variacdo na altura da planta. As raizes podem

atingir até dois metros de profundidade no solo, o que auxilia a planta a resistir a seca. No



Brasil, trata-se do Unico tipo de feijdo capaz de sobreviver com sucesso tanto na regido
Norte, onde a umidade é alta e o solo é argiloso, como na Nordeste, onde o clima é seco, e 0
solo é arenoso.

Em paises da América Central, leste e sul da Africa, as estatisticas de producéo
incluem o feijdo-caupi e o feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) como uma Unica cultura
(TIMKO et al., 2000), o que de certa maneira gera dificuldade na estimativa da real area
plantada dessa cultura.

Dados disponiveis na FAO (2011) apresentam a producdo mundial de feijao-caupi
girando em torno de 5,5 milhdes de toneladas de grdos em uma éarea de 10,5 milhGes de
hectares. Destacam-se entre os maiores produtores a Nigéria, o Niger e o Brasil,
respectivamente, 0s quais representam 84,1% da area e, 70,9% da producdo mundial dessa
cultura.

Em média, a produtividade do feijio-caupi (130-500 kg.ha™) é menor que a do feijéo
comum (565-630 kg.ha™) em outras regides brasileiras (FREIRE FILHO et al., 2011). Isto
se deve ao cultivo em &reas pouco férteis e ao baixo nivel de tecnologia empregado.
Entretanto, ja foram obtidos, experimentalmente, produtividade de gréos acima de 3 t.ha™
(BEZERRA, 1997), tendendo para que o potencial genético ultrapasse 6 t.ha™.

No Brasil, historicamente a producdo de feijdo-caupi concentra-se nas regides
Nordeste e Norte do pais apresentando cerca de 1,3 milhdes de hectares de area plantada,
com producéo de 480 mil toneladas e produtividade de 366 Kg.ha™, sendo o Ceara o maior
produtor nacional, com estimativa de 20% da producéo brasileira (CONAB, 2012).

Em areas férteis ou irrigadas, com alto potencial produtivo, o feijao-caupi tem sido
substituido por outras culturas como a cana-de-acUcar, fruteiras ou plantas forrageiras,
resultando em um déficit de producéo e no aumento de precos (MAY et al., 1988, FREIRE

FILHO et al., 2005).



Finalmente, a cultura se destaca por sua importancia econémica e social. Por
exemplo, apenas no estado do Ceara, seu cultivo era responsavel por cerca de 2,5 milhdes de
postos de trabalho. Constitui-se ainda em importante fonte de proteinas para os agricultores
de baixo poder aquisitivo, contribuindo com 31% da proteina consumida no nordeste. Na
sua composicdo encontram-se 24% de proteinas e 340 calorias para cada 100 g de sementes.
Estes valores s&o superiores aos encontrados na farinha de mandioca, na carne € no ovo
(FREIRE FILHO et al., 2011).

Apesar da rusticidade da cultura, varios sdo os patdgenos e as pragas que afetam a
producdo do feijdo-caupi, incluindo bactérias, fungos, nematoides e predacdo por insetos
(especialmente na fase pds-colheita). Algumas doencas limitam a producéo de feijao-caupi,
no nordeste brasileiro, especialmente as infeccdes provocadas por virus, como o Cowpea
aphid-borne mosaic virus (Potyvirus). E encontra-se presente em todas as regides produtoras
de feijdo-caupi, seguido pelo e o Cowpea severe mosaic virus (Comovirus), pela severidade.
Depois da infeccdo pode ocorrer reducdo de 60 a 80% da produtividade em cultivares mais
susceptiveis, o que tem ocorrido predominantemente nas variedades tradicionalmente
cultivadas (P10 RIBEIRO et al, 1997; FREIRE FILHO et al., 1999; 2005).

Embora existam programas que vém tentando minimizar os problemas decorrentes
das doencas que acometem o feijdo-caupi, estes tém se limitado a metodologias
convencionais de melhoramento genético e necessitariam de um impulso visando aumentar
sua eficiéncia (SINGH et al., 2000, 2002). Os geno6tipos que apresentam fonte de resisténcia
as principais doencas frequentemente apresentam baixa produtividade, além de cor, tamanho
e dureza dos gréos que fogem do padrdo comercial (BARRETO et al., 2001). Tal fator
limitante poderia ser minimizado de forma complementar com o uso de ferramentas da
biotecnologia moderna, propiciando ao feijao-caupi condigdes de competitividade e

caracteristicas que atendam as necessidades comerciais internacionais (TIMKO, 2000).



Para realizar melhoramento com a ferramenta da engenharia genética é fundamental
que seja desenvolvido um sistema de cultura de tecidos e de regeneragdo que seja eficiente
(ARAGAO & CAMPOS, 2007). Recentemente foi estabelecido um sistema de
transformacdo genética de feijdo-caupi no Laboratorio de Transferéncia e Expressdo de
Genes da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (IVO et al., 2008) que se baseia na
transformacdo genética de meristemas apicais. A otimizacdo do referido sistema de
transformacdo, com frequéncia adequada para geragdo de eventos-elite que possam ser
introduzidos em programas de melhoramento genético, possibilitard a introducdo de genes
de interesse agrondmico no feijao-caupi.

Trabalhos recentes relatam o sucesso na obtencdo de plantas resistentes a viroses
com estratégias baseadas em RNA interferente, tendo sido geradas linhagens que j& foram

introduzidas em programas de melhoramento genético (BONFIM et al., 2007).

1.1. Revisao de Literatura

O centro de origem do feijdo-caupi é bastante controverso, autores como STEELE &
MEHRA (1980) e NG & MARECHAL (1997) citam o oeste do continente africano, mais
especificamente da Nigéria como sendo o mais provavel local de origem dessa espécie.
Contudo, estudos realizados por PADULOSI & NG (1997) indicam que a origem mais
provavel seja a regido de Trasvaal, na Africa do Sul.

Segundo GANDAVO (2002), desde 1568 existem relatos da existéncia de diversos
tipos de feijdes no Brasil sendo cultivados na Bahia. E muito provavel que dentre esses
feijoes existissem cultivares de feijdo-caupi. O mesmo autor cita que nessa época,
historicamente existia uma rota de comércio entre o Brasil e o Oeste da Africa, tendo
ocorrido comercializacio de feijao-caupi nesse periodo. E provavel ainda, que o feijio-caupi
tenha sido introduzido na América do Sul no periodo colonial, trazido pelos espanhdis e

6



portugueses para suas colbnias e posteriormente introduzido na regido litoranea da Bahia, e
dessa regido tenha se propagado atingindo todo territorio brasileiro (ARAUJO & WATT,
1988, FREIRE FILHO et al., 1999). E dessa forma, tornou-se um componente
extremamente importante no cardapio do brasileiro, sobretudo do nordestino que tem no
feijdo-caupi uma fonte de proteina. Recentemente a produgdo dessa cultura tem se
expandido para as regides Norte e Centro-Oeste do Brasil, e tem demonstrado potencial para
exportacdo principalmente para paises como Estados Unidos, Canada, Reino Unido,
Portugal, Bélgica, Argélia, Egito, Gana, india e Turquia (FREIRE FILHO et al., 2009).
Nesse sentido, é de grande importancia o desenvolvimento de metodologias que possibilitem

a obtencéo de cultivares mais competitivas para os mercados nacional e internacional.



FREIRE FILHO et al., (2005) referem-se ao feijao-caupi como pertencente as

seguintes classificagdo taxondmica, conforme apresentado na tabela 1.1.

Tabela 1.1. Classificagdo Botanica do feijdo-caupi. Adaptado de FREIRE FILHO et al.,
(2011).

Classificacao botanica de Vigna unguiculata L.
Reino Plantae
Diviséo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Fabales
Familia Fabaceae
Subfamilia Faboideae
Tribo Phaseolae
Subtribo Phaseolinea
Género Vigna
Espécie Vigna unguiculata
N. cientifico Vigna unguiculata L. Walp

1.2. Aspectos Botanicos

As sementes de feijdo-caupi, dependendo da temperatura, apos o plantio emergem
por volta de 2 a 3 dias, sendo bem adaptadas a diferentes condi¢Ges edafoclimaticas, ndo
sendo muito exigentes em condicdes de fertilidade de solos e clima. Por ser uma planta de
metabolismo C3, a capacidade fotossintética maxima de suas folhas é obtida a partir do 202
dia apos a formagdo (SUMMERFIELD et al., 1985). FREIRE FILHO et al., (2005) relatam
que, dependendo da cultivar o ciclo da planta pode variar em média de 60 a 90 dias apds a
semeadura, tendo obtido maior destaque para as cultivares classificadas como ciclo
superprecoce (60 dias apds a semeadura), precoce (61 a 70 dias) e médio-precoce (71 a 80

dias).



As folhas do feijao-caupi sdo trifoliadas com estipulas na base do peciolo, com o0s
dois foliolos laterais obliquos em relacdo ao central. Apresenta inflorescéncias formadas a
partir do eixo central, consistindo de um racemo modificado contendo de seis a oito pares de
gemas florais que sdo dispostas alternadamente. Apresenta flores perfeitas, zigomorfas e
geralmente sdo distribuidas aos pares no racemo, mais precisamente na extremidade do
pedinculo, o qual é desenvolvido a partir da axila da folha. Apresentam célice do tipo
pentdmero, persistente e gamossepalo, apresentando coloragdo que pode ir do verde ao roxo.
A corola também é pentdmera e dialipétala, a maior pétala é denominada estandarte sendo a
Unica pétala que se abre completamente na antese, localiza-se na regido posterior da flor, as
outras quatro pétalas continuam na mesma posi¢cdo que ocupavam na gema. As pétalas
variam na coloragdo podendo ser totalmente brancas ou roxas. As flores apresentam dez
estames cada uma, dos quais nove estdo unidos uns aos outros, sendo um livre. O carpelo
apresenta estigma encurvado e umido que facilita a aderéncia dos graos de pdlen. O ovario é
estreito e alongado, com os 6vulos distribuidos em linha, o que explica o comprimento
geralmente extenso da vagem. As flores abrem-se apenas nas primeiras horas da manha
(por volta de 5:00 h), ndo permitindo que a polinizacdo por parte de insetos ocorra
facilmente. O comprimento das vagens depende da cultivar, para a cultivar Novaera o

comprimento médio € de 15 cm (BEZERRA, 1997; FREIRE FILHO et al., 2011).

2. Principais Viroses da Cultura do Feijao-Caupi

S&o varias as doengas que afetam a cultura do feijdo-caupi, sendo as viroses as que
mais limitam a sua produtividade (FREIRE FILHO et al., 2011). Em vérios lugares do
mundo ja foram identificadas mais de 20 espécies de virus que podem infectar o feijdo-
caupi. Dentre as viroses mais importantes da cultura destacam-se o Cowpea severe mosaic
virus CPSMV pela sua severidade que pode levar a perdas de aproximadamente 80% da
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producdo e o Cowpea aphid-borne mosaic virus, CABMV, que tem importancia devido a

sua ampla ocorréncia (FREIRE FILHO et al., 2011).

2.1. Cowpea severe mosaic virus CPSMV

Segundo PEREZ & CORTEZ-MONLLOR (1970), o primeiro relato da ocorréncia
do CPSMV foi feito nos Estados Unidos da América nos estados de Arkansas, Indiana e
Lousiana. O virus CPSMV pertence a familia Secoviridae e ao género Comovirus, apresenta
genoma com 9,73 kb, é um virus de RNA, encontra-se dividido em duas moléculas de hélice
simples, a primeira de 6,0 kb e a segunda de 3,73 kb e ainda a regido VPg e Poly A. Para que
ocorra a infecgdo ambas as moléculas sdo necessarias (BRADSHAW et al., 2011). A Figura

1.1 representa a estrutura das duas particulas do CPSMV.

Proteina do capsidio grande

Proteina do capsidio pequena (CPL)

Particula B Particula M

Figural.l. Representacdo da estrutura das duas particulas do CPSMV, representando o genoma bipartido em
duas particulas isométricas comuns aos virus do género Comovirus. As particulas sdo constituidas por duas
proteinas capsidiais, uma maior (37 KDa) e outra menor (23 KDa). Disponivel em:

http://viralzone.expasy.org/viralzone/all_by species/298.html.
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O Cowpea severe mosaic virus (CPSMV) encontra-se disseminado e apresenta dificil
controle devido a grande variedade de hospedeiros e a numerosa populacdo de vetores, a
maioria deles dos géneros Cerotoma e Diabrotica (FREIRE FILHO et al., 1999). Sem
controle, a doenca frequentemente alcanca dimensdes epidémicas causando grandes
prejuizos econdémicos (RAJNAUTH et al., 1989). Medidas de prevengdo geralmente
envolvem a aplicacdo semanal de inseticidas para controlar a populagdo de vetores,
reduzindo a disseminacao do virus. Este método, além de dispendioso, é prejudicial ao meio
ambiente e pouco efetivo na estacdo chuvosa, quando as plantacOes estdo em fase de
crescimento (UMAHARAN et al., 1997). Por conta da ampla distribuicdo do virus nas
regides de plantio e dos diferentes tipos de hospedeiros naturais existentes no Brasil, a
identificacdo de fontes de resisténcia bem como sua incorporacdo as cultivares produtivas
esta entre as maiores preocupacdes dos pesquisadores que trabalham com o melhoramento
genético do feijao-caupi (FREIRE FILHO et al., 2011).

A transmissdo dessa virose é feita principalmente pelas larvas e insetos adultos de
Cerotoma arcuata (Oliv.), praga conhecida vulgarmente como vaquinha, pertencente a
familia dos crisomelideos (COSTA & BATISTA, 1979; TEIXEIRA & FRANCO, 2007).
Em ensaios controlados, LIMA & GONCALVES (1980) verificaram que o Chalcodermus
bimaculatus (Fiedler), também conhecido como manhoso (familia Curculionidae),
conseguiu transmitir o CPSMV de plantas infectadas para plantas sadias.

Os sintomas do CPSMV surgem geralmente de 3 a 4 dias apds a infeccdo, caso
ocorra em plantas juvenis sdo drasticos e visiveis em todas as partes da planta, podendo
causar necrose do meristema apical, morte dos brotos terminais, abscisdo das folhas,
resultando no impedimento da formacdo de grdos. Em folhas infectadas sdo observadas
manchas cloroticas e necrdticas, distorgdes, bolhosidades, clareamento da nervura, reducéo

da lamina foliar, necrose sistémica, podendo levar a morte da planta (Figura 1.2).
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Figura 1.2. Planta de feijdo-caupi apresentando bolhosidades, sintoma tipico do CPSMV. Fonte: Agéncia de
informagdo da  Embrapa.  Disponivel  em: http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/gestor/feijao-
caupi/arvore/CONTAGO01_62_510200683537.html.

2.2. Cawpea aphid-borne mosaic virus CABMV

O Cawpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) apresenta genoma de RNA fita
simples, ou seja, um unico tipo de proteina capsidial e mede cerca de 11 x 680 nm a 11 x

900 nm, pertencente a familia Potyviridae (ZERBINE & MACIEL-ZAMBOLIM, 1999).

Figura 1.3. Representacdo da estrutura da particula dos Potyvirus, representando a organizagdo da particula
alongada e flexuosa. O genoma apresenta aproximadamente 2000 cOpias da proteina capsidial com cerca de 34

KDa. Disponivel em: http://viralzone.expasy.org/viralzone/all_by_species/50.html.

Economicamente, a familia Potyviridae é a familia mais importante dentre as que
infectam plantas, causando danos que podem atingir desde plantas de clima tropical até as de
clima temperado, mono e dicotiledoneas. Essa familia de virus, também pode acarretar
perdas significativas em varias culturas, como por exemplo, no mamoeiro pelos danos

oriundos do Papaya ringspot virus (PRSV), no feijoeiro comum pelo Bean commom mosaic
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virus (BCMV) e Bean commom mosaic necrosis virus (BCMNV) e na alface pelo Lettuce
mosaic virus (LMV) (ZERBINI & MACIEL-ZAMBOLIM, 1999).

No Brasil, dentre os potyvirus de maior importancia econémica encontra-se 0
Cawpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) que infecta varias espécies da familia
Fabaceae como exemplo, o feijdo-caupi, o feijado comum e a fava, além de ser o principal
virus do maracujazeiro, causando a doenga conhecida como endurecimento dos frutos. Os
sintomas mais comuns em plantas de feijao-caupi infectadas por CABMV sdo 0 mosaico
intenso no limbo foliar, formado por areas verdes normais entremeadas por areas cloroticas,
faixas verde-escuras nas nervuras, distor¢do das folhas e reducdo mais ou menos acentuada
do crescimento das plantas. Dependendo da interacdo entre cultivar e estirpe, bem como da
época de inicio da infeccdo, perdas elevadas na produtividade tém sido relatadas em
condicBes de campo e casa de vegetacdo podendo variar de 50 até 80% (P10 RIBEIRO et
al., 1997, BARBOSA et al., 2008).

A transmissdo do virus pode ocorrer de forma mecénica de plantas infectadas para
plantas sadias, contudo sdo os afideos os principais vetores naturais desse virus, sendo o
principal representante o Aphis craccivora Koch (ZERBINI & MACIEL-ZAMBOLIM,
2000).

Além do Brasil, 0o CABMV tem sido relatado em diferentes continentes em paises
como Estados Unidos, Italia, Holanda, Australia, Japdo, Filipinas, China, Marrocos e
Zambia (PIO RIBEIRO et al., 1997). A Figura 1.3 apresenta a representacdo da estrutura da
particula dos virus do género Potyvirus.

O CABMV foi primeiramente relatado em feijdo-caupi na Italia na década de 1960
(LOVISOLO & CONTI, 1966), posteriormente sendo identificado na Nigéria desde a

década de 1970 (LAPIDO, 1976) onde causa grandes prejuizos econdémicos.
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Em infeccbes ocasionadas por potyvirus ocorre a formacdo de estruturas
denominadas inclusdes, que sdo oriundas da agregacdo de proteinas produzidas pelo virus no
interior da célula hospedeira. A capacidade de originar inclusdes é uma caracteristica tipica

dos potyvirus.

3. Melhoramento Genético Cléassico do Feijéo-Caupi

O feijdo-caupi é uma planta diploide com n = 22 cromossomos (EHLERS & HALL,
1997) que totalizam aproximadamente 620 megabases de comprimento de genoma nuclear,
0 que o coloca como um dos menores genomas dentre as Fabaceae e plantas vasculares em
geral (CHEN et al., 2007).

O feijdo-caupi é uma planta autdgama, com aproximadamente 99% de
autofecundacdo apresentando na mesma flor o 6rgdo feminino e o 6rgdo masculino, que séo
protegidos por pétalas, apresentando ainda o fendmeno da cleistogamia. Por essa razdo, as
flores do feijdo-caupi ao se abrirem nas primeiras horas da manha ja estdo polinizadas, por
conseguinte é necessario realizar emasculacdo antes da abertura das anteras para realizar o
cruzamento entre parentais (FREIRE FILHO et al., 2005).

O feijdo-caupi apresenta uma taxa de alogamia pequena, com cerca de 0,8%
(TEOFILO et al., 1999; SOUSA et al., 2006). As pesquisas realizadas por ROCHA et
al.(2001) sinalizam que a alogamia esta relacionada com os insetos, no caso abelhas que
visitam as flores do feijao-caupi.

Embora as taxas de cruzamento natural sejam baixas, 0 melhoramento convencional
deve primar por isolar os genotipos, visando preservar a pureza genetica dos mesmos para
uso em programas de melhoramento genético (TEOFILO et al., 1999).

O Programa de Melhoramento Genético do Feijdo-caupi foi iniciado na Embrapa
Arroz e Feijdo, na década de 1970, em parceria com outras unidades da Embrapa e
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instituicOes de pesquisa (WAAT et al., 1987; FREIRE FILHO et al., 2005). Posteriormente,
na década de 1990, o programa foi transferido para a Embrapa Meio-Norte onde segue até
entdo, desenvolvendo cultivares que visam elevar a produtividade, com melhor qualidade de
grdos e palatabilidade, e, sobretudo resistentes a pragas e doengas. Esse programa ja langou
cultivares de feijao-caupi para as regides Norte e Nordeste do Brasil com caracteristicas que
abrangem alta produtividade, resisténcia e tolerancia a pragas e doencas, plantas com
arquitetura que possibilite a mecanizacéo, dentre outras (BERTINI et al., 2009).

Segundo FREIRE FILHO et al. (2005), no processo de obtencéo de novas cultivares,
sdo selecionados nos bancos de germoplasma da Embrapa ou das InstituicGes parceiras 0s
acessos utilizados como progenitores, possuindo caracteristicas desejaveis para formagdo da
populacdo segregante. Esses sdo cruzados para a obtengdo da populagdo basica F;, nessa
fase ocorre colheita em bulk, que consiste em colher uma Unica vagem por planta. Na etapa
seguinte ocorre 0 avango de geracdo, que pode chegar até a geracdo Fs. Nessa fase
descartam-se gendtipos com caracteristicas indesejaveis. Posteriormente ocorrem o0s testes
para avaliar os caracteres desejados e, apds selecionar as melhores linhagens séo realizados
testes de produtividade para posterior producdo de sementes genéticas e finalmente o

langamento da cultivar (Figura 1.4).
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Figura 1.4. Esquema representando o processo de obtencdo de uma nova
cruzamento. Adaptado de FREIRE FILHO et al. (2005).

cultivar de feijdo-caupi via

O Programa de Melhoramento Genético do Feijao-caupi tem reunido esforcos de

diversas instituicGes de pesquisas e com isso periodicamente tem langado novas cultivares,

mais produtivas e melhores adaptadas ao plantio mecanizado, como por exemplo, a BRS

Novaera. Contudo, essas novas cultivares, apesar dos excelentes caracteres agrondmicos,

ndo apresentam alta resisténcia as principais viroses que acometem o cultivo de feijdo-caupi

no Brasil, no caso o CPSMV e 0o CABMV.
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4. RNA interferente (RNAI)

O mecanismo de RNAI ou silenciamento de genes é uma estratégia antiviral
naturalmente utilizada em plantas e outras espécies como nematoides e fungos. O
silenciamento génico evoluiu provavelmente para regular a expressao de genes anormais,
bem como proteger as células dos virus (MOREL et al., 2000).

O RNA esta envolvido em dois tipos de silenciamento, o silenciamento génico pos-
transcricional e o transcricional. No primeiro, ocorre a degradacdo no citoplasma do mRNA
homologo, o que leva a ndo traducdo. Ja& no segundo tipo de silenciamento, ocorre o
bloqueio na transcricdo, induzido por um RNA anti-senso que promoveria a metilacdo na
regido promotora, dessa forma ndo ocorre a traducdo (ELBASHIR et al.,, 2001;
VENDRUSCOLO, 2003).

A interferéncia por RNA foi primeiramente descrita na década de 1990 em plantas de
petlnia geneticamente modificadas para superexpressar genes da via de sintese de
antocianinas. As plantas geradas apresentavam flores brancas em decorréncia da inibicdo da
sintese do pigmento por silenciamento pelo transgene do gene enddgeno. Esse mecanismo
ficou entdo conhecido como cossupressao (NAPOLI et al., 1990). FIRE et al. (1998)
publicaram um trabalho sobre silenciamento génico via RNA interferente em C. elegans,
elucidando o mecanismo. Gracas a esse estudo os pesquisadores Andrew Z. Fire e Craig C.
Mello ganharam o prémio Nobel de Medicina e Fisiologia no ano de 2006 (FRANCA et al.,
2010).

O mecanismo de silenciamento por RNAI ocorre em varios eucariontes e sao
envolvidos nesse processo 0os dsRNA (double stranded RNA; RNA de dupla fita), que
podem ser classificados em micro RNAs (miRNA), short interfering RNAs (siRNASs) e

short hairpin RNAs (shRNA). Os micro RNAs também sdo chamados de pequenos RNAs,
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sdo enddgenos, apresentam cerca de 25 nucleotideos e atuam no silenciamento pds-
transcricional. Os siRNAs sdo moléculas sintéticas de dupla fita de RNA com cerca de 19 a
30 pb, que atuam mediante pareamento da sequéncia complementar do RNA mensageiro
alvo, 0 que causa sua degradacdo com consequente auséncia de expressdo do gene. Os
shRNAs sdo RNAs de dupla fita que apresentam estrutura semelhante a dos pequenos
RNAs, podem ser sintetizados exogenamente e introduzidos na célula por meio de vetores,
resultado da expressdo de transgenes ou resultantes da expressdo (ou genoma) de genes
virais (FRANCA et al., 2010).

O presente estudo foi baseado no mecanismo dos pequenos RNAs, que podem ser
gerados pela expressdo de transgenes com estrutura do tipo intron-hairpin e que tem a
capacidade de inibir a expressdo de certos genes de forma pds-transcricional. Nesse
processo, moléculas de RNA fita-dupla (dsRNA) sdo clivadas pela ribonuclease DICER em
estruturas denominadas de pequenos RNA interferentes (SiRNA), que apresentam de 21 a 25
nucleotideos incluindo os fragmentos senso e antisenso da sequéncia silenciada
(ELBASHIR et al., 2001). Os siRNAs sdo incorporados no complexo de silenciamento
induzido por RNA (RISC, RNA induced silencing complex) que é iniciado a partir da
extremidade 5° (KRETSCHMER-KAZEMI FAR & SCZAKIEL, 2003). A RISC utiliza a
fita antisenso ou senso do SiRNA para encontrar e, posteriormente, degradar 0 RNA
mensageiro alvo (HANNON, 2002). A presenca de RNA de fita dupla (dsRNA) na célula
ativa o complexo proteico DICER que cliva-o em pequenos fragmentos (small interfering
RNA - siRNA). Esses fragmentos se associam a outro complexo enzimatico (RISC) que os
direcionam para outras moléculas de RNA complementares, e quando houver homologia

total clivara também esta fita complementar, conforme apresentado na Figura 1.5.
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O mecanismo de RNAI tem sido largamente utilizado em trabalhos de obtencédo de
plantas resistentes a doengas, sendo recentemente obtida uma planta de feijdo comum

resistente ao Bean golden mosaic virus (BGMV) (BONFIM et al., 2007).
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Figura 1.5. Modelo do mecanismo de RNA interferente. A presenca de RNA de fita dupla (dsRNA) na célula
ativa o complexo proteico DICER que cliva-o em pequenos fragmentos (small interfering RNA - siRNA).
Esses fragmentos se associam a outro complexo enzimético (RISC) que os direcionam para outras moléculas
de RNA complementares, e quando houver homologia total clivara também esta fita complementar. Adaptado

de DYKXHOORN et al.(2003).
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5. Métodos de Transformacdo Genética em Plantas

A transformacgdo genética é conceituada como sendo a transferéncia controlada de
genes para 0 genoma de um organismo vivo utilizando métodos indiretos ou diretos
(TORRES et al., 2000). Plantas transgénicas ou geneticamente modificadas apresentam em
seu genoma genes (transgenes) que foram obtidos por técnicas de engenharia genética. Essa
técnica possibilita a inativagdo ou silenciamento de genes indesejaveis, ou ainda a
modificacdo de genes que exercem papel em rotas metabolicas da propria planta visando
melhorar caracteristicas agronémicas como, por exemplo, aumento do valor nutricional ou
tolerancia a estresse hidrico.

A forma indireta de transformac&o utiliza um vetor para transferéncia do DNA, no
caso a Agrobacterium spp. Ja as diretas sdo aquelas que transferem o DNA de interesse
diretamente sem mediacdo de vetores, nesse grupo tem-se a eletroporacdo e a biobalistica ou
bombardeamento (BRASILEIRO & CARNEIRO, 1998).

A utilizacdo da bactéria do género Agrobacterium como vetor natural de
transformacdo genética de plantas, ocorreu em funcdo do desenvolvimento de vetores
binarios e sua introducdo em linhagens desarmadas da referida bactéria. Os vetores binarios
sdo plasmidios bacterianos nos quais foram clonados genes de interesse agronémico
(ARAGAO & RECH, 1998).

A transformacéo via Agrobacterium consiste na utilizagdo de linhagens desarmadas,
que ndo causa doenca, da bactéria para intermediar a transferéncia do DNA de interesse.
Nesse processo 0 material vegetal a ser transformado (explante) sofre microferimentos por
onde a bactéria que contém o gene de interesse penetra. Ao ter contato com a celula vegetal,
a bacteria reconhece regides de viruléncia e ocorre a transferéncia do DNA. Essa técnica é

considerada a mais antiga técnica de transformacédo de plantas, apresenta alta eficiéncia de
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transformacéo, baixo custo operacional e relativa simplicidade dos protocolos utilizados
(BRASILEIRO & LACORTE, 2000).

Apesar de ser uma técnica relativamente simples, a utilizacdo de bactérias tem como
forte limitagdo o tipo de hospedeiro e 0 uso de antibiético como agente de selecdo, o que
restringe sua utilizacdo a um namero reduzido de espécies vegetais.

Outro método é a transformacdo genética de plantas usando eletroporagdo, que foi
inicialmente proposto para transformacéo de cereais, e surgiu como alternativa ao método de
Agrobacterium. Na eletroporacdo, protoplastos sdo submetidos a pulsos elétricos curtos de
alta voltagem que alteram momentaneamente a estrutura da membrana plasmatica,
induzindo a formacdo de poros ao longo da sua superficie. Esse processo aumenta a
permeabilidade da membrana possibilitando a entrada do DNA de interesse. A técnica tem
como limitacdo a obtencdo de protoplastos e a regeneracdo de material transformado
(ANDRADE, 2003).

Na década de 1980 surgiu a técnica de bombardeamento de particulas, que foi
descrita inicialmente por SANFORD et al. (1987) na Universidade de Cornell. Essa técnica
consiste na introducdo de material genético no genoma nuclear de plantas superiores, com a
utilizacdo de microprojéteis (microparticulas) envoltos em DNA com velocidade suficiente
para romper e introduzir o DNA dentro da célula vegetal. Na Figura 1.6 segue o
equipamento de bombardeamento desenvolvido no LTG na Embrapa Recursos Genéticos e

Biotecnologia.
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Figura 1.6. Equipamento de biobalistica desenvolvido para acelerar microparticulas carreadoras de material
genético. Para a aceleracdo dessas particulas é usada uma descarga de gas hélio, retido em alta pressao.

O equipamento é composto basicamente por uma camara de pressdo, solendide,
agulha e regulador de pressdao do géas hélio. Esse conjunto é conectado a uma bomba de
vacuo e ao cilindro de gas hélio. Para a utilizacdo desse sistema de transformacdo, sdo
utilizadas microparticulas de tungsténio M10 (0,8 um de didmetro) previamente tratadas,
envoltas no DNA (vetor de transformacdo) a ser introduzido no genoma da planta.

No processo de bombardeamento, as microparticulas sdo depositadas em uma
membrana carreadora e na camara pressurizada do acelerador de particulas (gun) ha
liberacdo de uma onda de choque sob alta pressdo de gas hélio, ocorrendo formacdo de uma
onda de choque, a solendide é ativada fazendo com que haja a energizacdo e deslocamento
da agulha que rompe a membrana contendo as microparticulas envoltas no DNA. Essas, por
sua vez, sdo carreadas em direcdo do tecido vegetal a ser transformado. Dessa maneira, as
microparticulas penetram a parede e a membrana celular de maneira ndo-letal, alojando-se
nas organelas celulares. Posteriormente o liquido celular separa as microparticulas do DNA
recém introduzido (RECH & ARAGAO, 1998).

A transformagdo genética via biobalistica tem a vantagem de transformar células e
tecidos de forma direta, simples e relativamente rapida, podendo ser empregada para

transferéncia de genes a espécies em que os demais metodos sdo falhos (SANFORD, 1990).
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6. Meristemas Apicais na Transformacao Genética

O termo meristema vem da palavra grega meristos que significa dividir. No vegetal
adulto algumas células preservam a sua capacidade embrionaria, ou seja, mantém sua
capacidade de divisdo e multiplicacdo, sendo denominados tecidos embrionarios ou
meristematicos. Gracas a esta alta capacidade de divisao e ao fato de estarem continuamente
adicionando novas células ao corpo vegetal, 0s meristemas sdo o0s tecidos responsaveis pelo
crescimento continuo da planta ao longo da sua vida. (APEZZATO DA GLORIA &
CARMELLO GUERREIRO, 2003).

Na transformacdo de plantas por biobalistica é preferivel que sejam utilizadas regies
meristematicas, mais especificamente meristemas apicais para geracdo de plantas
transformadas. Esses meristemas, uma vez transformados e selecionados originam uma nova
planta. Na década de 1980 foi gerada a primeira planta transformada de soja oriunda de
transformac&o via biobalistica de meristema apical (MCCABE et al., 1988).

A regido apical de meristemas apicais do feijdo, e nesse grupo inclui-se o feijdo-
caupi, € composta pelo meristema apical, primdrdios foliares e folhas priméarias. Algumas
cultivares apresentam os meristemas protegidos pelos primérdios foliares, o que de certa
maneira dificulta sua transformacdo, uma vez que é necessario expor completamente o
meristema por ocasido do bombardeamento (ARAGAO & RECH, 1997; BONFIM et al.,
2007). E esse processo pode representar um risco de danificar o meristema apical,
inviabilizando essa regido e, consequentemente, refletindo na baixa eficiéncia de
transformacéo.

O feijdo-caupi estd no grupo que apresenta o meristema protegido pelos primérdios
foliares e folhas priméarias. Contudo as primeiras plantas transformadas de feijao-caupi
foram geradas a partir de meristemas apicais ap0s a remoc¢do dos primordios foliares e das

folhas primaérias (IVO et al., 2008).

23



A transformacdo genética por meio de biobalistica para meristemas apicais tem se
mostrado bastante eficiente, no caso de soja a eficiéncia chega a 0,8%, em algoddo varia em
torno de 0,7% (ARAGAO et al., 2005), entende-se eficiéncia como sendo o nimero de

plantas transformadas obtidas pelo nimero de embrides (meristemas) utilizados.

7. Transformacdo Genética do Feijao-Caupi

O melhoramento cléssico tem alcancado avancos significativos no desenvolvimento
de novas cultivares de feijao-caupi com maior produtividade e adaptadas as diferentes
regides. No entanto, h4 muito interesse em se associar isso as ferramentas que envolvem
engenharia genética (POPELKA et al., 2006). Por essa razdo, o feijao-caupi tem sido alvo
de inumeras tentativas de transformacdo genética visando a introducdo de genes que
confiram melhores caracteristicas agronémicas, possibilitando o desenvolvimento de
cultivares mais produtivas e melhor adaptadas as condi¢cdes adversas de clima, solo e
patégenos, sobretudo virus. Os primeiros trabalhos nesse sentido foram realizados na década
de 1980 buscando a obtencdo de plantas geneticamente modificadas de feijdo-caupi que
conseguissem expressar fragmentos do RNA do CPSMV. Nesse caso, foi utilizada
transformacdo genética mediada por Agrobacterium tumenfaciens e o resultado foi a
obtencdo de calus transgénicos (GARCIA et al., 1986). Posteriormente, outros trabalhos
foram realizados na mesma linha de transformacdo mediada por A. tumenfaciens com
utilizacdo de cotilédones e discos foliares como fonte de explantes, ainda obtendo apenas
calus e brotos transgénicos (PENZA et al., 1991; AKELLA & LURQUIN, 1993;

RAVENDAR & IGNACIMUTHU, 2010).
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A estratégia de transformacdo por meio de bactérias (A. tumenfaciens) tem como
gargalo a falta de protocolos de cultura de tecidos que consigam regenerar as partes
transformadas e obter novas plantas (ARAGAO & CAMPOS, 2007). Somente na década de
1990 foi possivel obter regeneracdo de brotos transgénicos e a obtencdo da primeira planta
de feijao-caupi com gene que confere resisténcia a higromicina, contudo, sem producdo de
descendéncia (MUTHUKUMAR et al., 1996). Os trabalhos com Agrobacterium
continuaram ao longo dos anos, e foi obtida regeneragdo de uma planta transformada
geneticamente a partir de 1.000 explantes inoculados (POPELKA et al., 2006).

A transformacdo genética mediada por Agrobacterium apresenta como umas das
desvantagens a utilizacdo de micro enxertia para que os brotos regenerados possam ter
raizes, que certamente limita essa técnica para espécies que ja tenham protocolo de micro
enxertia estabelecido, o que ndo é o caso de feijdo-caupi. Esses resultados demonstram que a
utilizacdo de bactérias mediando a introducdo de genes no feijdo-caupi apresenta baixa
eficiéncia de transformacdo, tornando-se um método extremamente dispendioso.

Ante a essa panoramica, grupos de pesquisadores de varios centros que trabalham
com feijdo-caupi tém buscado novos sistemas de transformacdo genética que fujam da
necessidade de utilizacdo de antibidticos como agente seletivo e que consigam taxas maiores
de transformacdo e geragdo de progénie com padrdo Mendeliano. Nesse contexto, a
transformacdo mediada por biobalistica, encontrou campo promissor, e foi obtida por esse
método a primeira planta de feijdo-caupi contendo o gene repérter gus com producdo de
progénie, contudo nao seguindo o padrdo de heran¢a Mendeliana (IKEA et al., 2003).

Entre os trabalhos realizados pelo grupo do Dr. Francisco Aragdo, na Embrapa
Recursos Geneticos e Biotecnologia, foi desenvolvido um protocolo de transformacéo
genética do feijdo-caupi mediado por biobalistica, sem uso de antibidticos e tendo como

agente de selecdo das plantas geneticamente modificadas o herbicida imazapyr. Nesse
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trabalho, foi introduzido no feijdo-caupi o gene reporter gus, e utilizados como explantes
meristemas apicais de embribes zigoticos. Esse protocolo apresentou alta eficiéncia na
obtencdo de plantas geneticamente modificadas de feijdo-caupi mantendo o padrdo de
heranca mendeliana (IVO et al., 2008). O mesmo grupo segue desenvolvendo trabalhos na
linha de obtencdo de plantas tolerantes a herbicidas, resistentes a viroses, insetos e

incremento do valor nutricional, apresentando resultados promissores (CITADIN, 2011).

8. Hipotese

Por meio da técnica de RNA interferente é possivel a obtencdo de plantas de feijdo-caupi

resistentes ao CPSMV e CABMV, e ao herbicida imazapyr.

9. Objetivos
9.1. Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo a utilizacdo da estratégia de interferéncia de
RNA para obtencdo de feijdo-caupi geneticamente modificado (GM) resistente ao Cowpea
aphid-borne mosaic virus (Potyvirus), ao Cowpea severe mosaic virus (Comovirus) e ao

herbicidada imazapyr.

9.2. Objetivos Especificos

1. Construcdo de um vetor de transformacdo genética de feijdo-caupi baseado na
estratégia de interferéncia de RNA.
2. Obtencdo de plantas geneticamente modificadas (GM) de feijdo-caupi, selecionadas

com o herbicida imazapyr.
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3. Caracterizacdo molecular parcial de plantas GM obtidas.
4. Avaliacéo da resisténcia das linhagens GM geradas ao Cowpea aphid-borne mosaic

virus, ao Cowpea severe mosaic virus e ao herbicida imazapyr.
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CAPITULO II

Cowstrucio doVetor do Tito Tutron-Faitin (THH) Visando Resistincia & Vinoseo
do Feijao-canpi
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1. Introducgéo

A engenharia genética tem possibilitado a utilizacdo de mecanismos para obtencdo
de plantas geneticamente modificadas com resisténcia a patégenos (ANDRADE, 2003;
ARAGAO, 2002). A hipétese de que é possivel obter resisténcia a um patégeno com a
introducdo de sequéncias do proprio patdgeno foi estabelecida no trabalho de SANFORD &
JOHNSTON (1985), e esse tipo de resisténcia foi denominada resisténcia derivada do
patégeno (RDP). Considerando que muitas doengas que acometem as plantas sdo causadas
por virus, e que estes apresentam na sua maioria estrutura simples, o conceito de RDP pode
ser utilizado para o desenvolvimento de estratégias para obtencdo de plantas resistentes a
essas doencas. Nesse sentido, plantas contendo partes de sequéncias do genoma viral podem
conferir resisténcia ao virus do qual as sequéncias foram derivadas (GRUMET, 1990). Nessa
linha de pesquisa, o primeiro relato foi feito em plantas de Nicotiana tabacum L.,
expressando o capsideo do Tobacco mosaic virus (POWELL et al., 1986).

Desde entdo, outros trabalhos tem surgido nesta mesma linha, e mais especificamente
com soja e feijdo foram desenvolvidas plantas geneticamente modificadas com base no uso
da proteina capsidial do virus do mosaico dourado do feijado comum, Bean golden mosaic
virus - BGMV (ARAGAO & CAMPOS, 2007; ARAGAO & FARIA, 2009). Plantas GM de
soja, engenheiradas com a técnica de RNA interferente, demonstraram alta resisténcia a
infeccdo simultanea de multiplos virus (ZHANG et al., 2011). Foi relatada a obtencdo de
plantas GM contendo sequéncias do gene do capsideo do Bean pod motte virus (BPMV) e
do Soybean dwarf virus (SbDV), essas plantas quando testadas no campo, apresentaram alta
resisténcia aos referidos virus ( REDDY et al., 2001; WANG et al., 2001; TOUGOW et al.,
2006).

Além de sequéncias da capa protéica outros genes virais tém sido utilizados nas

estratégias de RDP, tais como: genes associados a replicagdo do virus ou replicase e genes
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expressando proteinas de movimento (ARAGAO, 2002). Entretanto, nem sempre a planta
GM obtida por essa estratégia mantém a resisténcia em inoculagGes com altas concentracdes
do patégeno (SANJAYA et al., 2005).

A literatura relata dois tipos de RDP, sendo 0s que necessitam da expressdo da
proteina do transgene (protein-mediated resistence), e 0s que apenas requerem a transcrigdo
do transgene (RNA-mediated resistence) (RITZENTHALER, 2005). No primeiro caso é
preciso que ocorra a sintese da proteina codificada pelo transgene, podendo a resisténcia ser
funcional ou ndo, ou ainda os sintomas da doenca serem manifestados tardiamente. O
segundo tipo de RDP é conferida gragas a degradacdo de sequéncias do RNA do virus por
sequéncias do transgene, conferindo alto nivel de resisténcia ou imunidade a doenca
(TEPFER, 2002). Este processo relaciona-se ao mecanismo de silenciamento pos-
transcricional que resulta na degradacdo no citoplasma do mRNA viral pelo mRNA do
transgene (HIGGINS et al., 2004).

A geracdo de plantas GM que contenham a insercdo de sequéncias do genoma do
virus na forma de repeticGes invertidas (harpin RNA ou ihpRNA) ou um RNA fita dupla
(dsRNA), é uma estratégia que tem elevada chance de gerar resisténcia de plantas a virus
(WATERHOUSE et al., 1998). Em plantas GM esse mecanismo pode ser acionado com uso
de vetores senso ou antisenso do transgene, ambas as formas conferem resisténcia ou
imunidade ao virus (BRUUN-RASMUSSEN et al., 2007). Entretanto, a expressdo de
sequéncia senso ou antisenso do mesmo gene originando um “grampo” de RNA de fita
dupla (dsSRNA) confere maior silenciamento se comparado & mesma expressao isoladamente
(WATHERHOUSE & HELLIWEL, 2003). A utilizagdo de constru¢bes do tipo intron-
hairpin (ihpRNA) para a producgéo direta de dSRNA pode induzir de forma mais eficiente o
silenciamento génico e a obtencdo de plantas resistentes a viroses. Nesse caso, a estrutura

ihpRNA pode aumentar a eficiéncia na formacdo do dsRNA, o que consequentemente vai
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induzir o silenciamento gerando imunidade da planta ao virus (WESLEY et al., 2001). Os
ihpRNAs ndo sdo traduziveis, contudo, sdo cortados em pequenos SiRNAs que sdo
incorporados ao complexo RISC, onde servirdo de guias para o processo de degradacdo do
virus (EAMENS et al., 2008). A eficiéncia em termos de resisténcia das linhagens geradas
pela estratégia de ihp RNA gira em torno de 90% (SMITH et al., 2000; WATERHOUSE et
al., 1998). Essa estratégia possibilita a obtencdo de plantas GM resistentes a um grande
namero de virus de RNA (KALANTIDIS et al., 2002; HILY et al., 2005).

Recentemente foi liberado o plantio da cultivar de feijdo comum resistente ao
mosaico dourado, contendo um vetor ihpRNA ou RNA interferente que contém parte do
gene que codifica a proteina capsidial do BGMV (BONFIM et al., 2007; ARAGAO &
FARIA, 2009). Nesse sentido, buscou-se a construcdo de um vetor do tipo ihpRNA visando

obtencéo de resisténcia a viros em feijao-caupi.

2. Material e Métodos
2.1. Construcéo do vetor

O vetor utilizado para a transformacdo de feijdo-caupi foi construido a partir do
alinhamento das sequéncias do gene da capa protéica de vérias estirpes/isolados do Cowpea
aphid-borne mosaic virus (Potyvirus) e do gene 32K RNAL do Cowpea severe mosaic virus
(Comovirus) depositadas no GenBank (NCBI). As sequéncias escolhidas apresentavam cerca
de 400 a 600 pb e foram ligadas. Apds a adicdo dos sitios apropriados para enzimas de
restricdo utilizadas durante o processo de clonagem, as sequéncias foram quimicamente
sintetizadas. Os fragmentos sintetizados foram clonados no vetor BlueScriptSK e
sequenciado usando os primers universais M13 e T7 sequenciador automatico (ABI Prism1
3700). O wvetor BlueScriptSK foi linearizado com a enzima BamHI (Biolabs) e
posteriormente inseridos no vetor pSIU (TINOCO & ARAGAO, 2005, TINOCO et al.,

2010) para gerar o cassete interferente (hpRNAI). O cassete de interferéncia foi clonado no
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sitio de Notl e Smal do vetor pAC321, o qual contém o gene ahas (que confere resisténcia
ao herbicida imazapyr) de Arabidopsis thaliana (ARAGAO, 2002; RECH et al., 2008),
gerando o vetor usado para transformacdo de feijdo-caupi que recebeu a denominagdo de
pSIUCSMVCABMYV (Figura 07). Todas as clonagens foram realizadas utilizando bactéria
da cepa XL1 blue.

Para a clonagem foi utilizado o método denominado de eletroporacdo, que consiste
em um processo fisico, que por meio de um pulso elétrico possibilita a permeabilizacdo
transitoria da membrana celular da bactéria, permitindo a introducdo de fragmentos de DNA
de interesse. No processo foram utilizados 45 pL de bactéria adicionada de 1 pL do
fragmento ou vetor a ser clonado (introduzido na bactéria). Apds a eletroporacdo foram
adicionados a bactéria 1 mL de meio LB e essa solucdo foi mantida sob incubacgéo por 60
minutos a temperatura de 37 °C. Ao final da incubacéo a solucéo foi plaqueada em meio LB
contendo ampicilina 500 mg/L e mantido a 37 °C durante 16-18 h, apds incubacdo foram
selecionadas colonias isoladas para realizacdo de mini-prep (extracdo de DNA bacteriano).
O DNA extraido foi digerido com as enzimas de restricdo BamHlI, Sacl para confirmacéo do

vetor. A Figura 2.1. apresenta a estratégia para construgdo do vetor usado no estudo.
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Figura 2.1. Estratégia para construgcdo do vetor pSIUCSMVCABM. O intron AtMS foi removido do vetor
pBSCSMVCABMYV com Apal e Sacl e posteriormente clonado no vetor pSIU com as mesmas enzimas
originando o vetor pSIUCAUPI 1, este por sua vez foi clonado no sentido sense e antisense com Kpnl e Xbal,
originando o vetor pSIUCAUPI 2, um fragmento de 3.1 Kb foi retirado com Hindlll e EcoRlI e clonado com as
mesmas enzimas no vetor pPBLUESCRIPTIIKS originando o pSIUBSK que foi clonado com Smal e Notl no
fragmento de 5.7 Kb originado do vetor pAC321 gerando o vetor pSIUCSMVCABMV. A regido assinalada

como “virus” corresponde a fusdo de um fragmento do gene da capa proteica do CABMV e do gene 32K do
CPSMV (mais detalhes na Figura 2.3).
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2.2. Construcdo do Vetor para Transformacdo Genetica

No processo de construcdo do vetor foram obtidos trés clones com o padrdo de
bandas esperado, e ap6s confirmacdo com as enzimas de restricio BamHI e Sacl, foi
escolhido o clone 01 para ser usado como pré-inoculo para a extracdo de DNA (Clonagem
do vetor). No processo de clonagem do vetor foram inoculados 500 pL do clone 01 em 500
mL de meio LB suplementado com 500 pL de ampicilina (500 mg/L). O ino6culo foi
incubado e mantido a 37° C por cerca de 14-16 horas (over night), sob agitacdo de 160-180
rpm, nesse intervalo de tempo as bactérias multiplicaram-se, consequentemente
multiplicando o DNA, que nesse caso continha o vetor pPSIUCSMVCABMV.

Apds o periodo de incubacdo foi seguido o protocolo desenvolvido no Laboratério
de Transformacdo Genética da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia para extracao
em grande quantidade de DNA bacteriano.

O protocolo de extracao consistiu das seguintes etapas:

1) Apo6s incubacdo, o indculo foi distribuido em 2 frascos do tipo centrifuga com
capacidade de 250 mL cada frasco. A solucédo foi centrifugada durante 10 minutos a 5.000
rpm e temperatura de 4 °C, na centrifuga do tipo Ependdorf Centrifuge 5810R. O pellet ou
sedimento formado em cada frasco foi ressuspendido em 12.5 mL de Solucdo L, formando
uma solucéo esbranquicada.

2) A solucao foi transferida em quantidades iguais para 4 tubos do tipo Corex®, no
caso 3.125 mL por tubo Corex®, e novamente centrifugada a mesma rotacdo, tempo e
temperatura. Em seguida o material sobrenadante foi descartado e ao pellet formado foram
adicionados 3,0 mL da Solucgéo | por tubo Corex® para ressuspender o pellet formado.
Posteriormente, em cada tubo, foram adicionados 3,0 mL da Solugéo | suplementada com 6
mg de lisozima. A solucdo foi mantida sob incubacéo por cerca de 25 minutos a temperatura

ambiente.
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3) Ap6s a incubacdo foram adicionados 12 mL da Solucdo Il por Corex®, e apos
misturar delicadamente, o material foi incubado em gelo por cerca de 10 minutos.
Imediatamente, foram adicionados 9 mL da Solucdo Il por corex®, e novamente incubados
de 10-20 minutos a temperatura ambiente.

4) Apos a incubacédo, o material foi centrifugado durante 60 minutos a 10.000 rpm e
temperatura de 4 °C. Em seguida o sobrenadante foi descartado e foram adicionados cerca de
30 mL de isopropanol por Corex®, em seguida o material foi mantido em repouso por 20
minutos, posteriormente centrifugado por 30 minutos a 10.000 rpm e temperatura de 4 °C. O
pellet formado foi ressuspendido em TE, sendo usado 1 mL de TE por Corex®.

5) O material foi transferido para tubos do tipo Ependorf® com capacidade de 2
mL, em cada tubo foram colocados 500 pL do material que foi tratado com 30 puL de RNase
A (100 mg/mL), e mantido sob incubacdo a 37 °C durante 30 minutos. Em seguida, para
precipitar o DNA foram utilizados NaCl 100 mM e SDS 1.5%. Posteriormente, procedeu-se
a limpeza do RNA, adicionando-se clorofane e clorofil individualmente, adicionando o
volume de 500 pL de cada reagente por tubo Ependorf® seguido de centrifugacéo a 14.000
rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente. Nessa etapa, houve a formacgdo de uma fase
clara, que foi recuperada e novamente precipitada por 30 minutos com NaCL 20 mM e 60
pL de isopropanol.

6) Finalmente, apds a precipitacdo o material foi centrifugado durante 30 minutos a
14.000 rpm e o pellet obtido foi lavado com etanol 70% e ressuspendido em &gua do tipo
Milli-Q previamente esterilizada.

Ao final do protocolo de extracdo de DNA o material foi quantificado em
equipamento do tipo Nanodrop, e foram obtidos 5.197 ng/uL de DNA. Esse resultado
equivale a cerca de 5 pg/ uL de DNA, o que é considerado uma boa quantidade, visto que

para ser utilizado em experimentos de transformacdo via biobalistica o protocolo de
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transformacdo recomenda o volume de 5-8 puL de DNA na concentracdo de 1 pg/ pL
(BRASILEIRO & CARNEIRO, 1998).

Depois de ajustado por diluicdo para a concentracdo de 1 pg/ pL, e visando
confirmar a integridade do vetor pSIUCSMVCABMYV, trés aliquotas do DNA foram
novamente digeridas com a enzima de restricdo Sacl e foi confirmado o padrdo de bandas
esperado.

Para clivar o sitio da ampicilina o vetor utilizado nos experimentos de transformacao

foi digerido com a enzima de restricdo Bgl I.

3. Resultados e Discussao

Foi construindo um vetor apresentando 11.784 pb para expressar um dsRNA na
forma de grampo (hairpin) contendo um fragmento do gene CP do CABMB e do gene 32K
do CPSMV-RNA1, conforme apresentado nas Figuras 2.2 e 2.3, que representam,
respectivamente, o vetor final obtido com seus sitios de restricGes e 0 esquema mostrando
estrutura genética e organizacdao génica do CABMV e CPSMV. Convém ressaltar que no
cassete de interferéncia as regides a serem transcritas estdo sob o controle do promotor 35S
do Cauliflower mosaic virus e uma sequéncia enhancer do Alfalfa mosaic virus. Esse
promotor leva a niveis de transcri¢do 10 vezes superiores ao do 35CaMV simples (DATLA
et al., 1993). Isso € importante para permitir que haja uma alta concentracdo de siRNA na
célula hospedeira. Uma grande quantidade de siRNA bloqueia a expressdo dos genes virais
de forma efetiva, evitando “vazamentos”, que poderiam levar a sintomas severos, mesmo
que de forma tardia. Com esse vetor, objetivou-se o silenciamento ou interferéncia mediada
por RNAI do Cowpea aphid-borne mosaic virus (Potyvirus) e Cowpea severe mosaic virus
(Comovirus). A literatura relata que a utilizagdo desse tipo de construcdo para a obtencéo
de plantas GM tem revelado alta eficiéncia na obtencéo de linhagens resistentes a infeccGes
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causadas por virus, sobretudo os que apresentam genoma de RNA (KALANTIDIS et al.,
2002; BONFIM et al., 2007; ZHANG et al., 2011). Tem-se observado que vetores do tipo
intron-haipin (com os fragmentos intercalados por um intron) sdo mais eficientes que os

vetores que contém espacadores substituindo os introns (ZHANG et al., 2011).
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Apal (9577)
Clal (9550)
HindIII (9543
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355d CaMV
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Figura 2.2. Vetor final pSIUCSMVCABMYV usado na transformacéo via biobalistica de meristemas apicais de
feijdo-caupi. Os sitios Unicos estdo marcados em vermelho.
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Figura 2.3. Estrutura genética e organizacdo génica do CABMV e CPSMV. O fragmento do genes CP (capa
proteina) do CABMV e um fragmento do gene da proteina 32K do CPSMV foram utilizados para fazer a
construcdo do tipo intron-hairpin usada na transformagéo genética do feijdo-caupi. A construgdo contém ainda
0 gene ahas, que confere tolerdncia aos herbicidas da classe das imidazolinonas. As sonda “a” e “b” foram

usadas nos ensaios de northern blot e a sonda “c” foi utilizada nas analises de Southern blot.

4. Concluséao

Por meio do alinhamento de sequencias de genes do CPSMV e CABMYV foi possivel a
construcdo do vetor de transformacédo genética denominado de pSIUCSMVCABMYV, sendo
usado na obtencdo de plantas GM de feijdo-caupi que apresentam o gene de resisténcia ao

Cowpea severe mosaic virus (CPSMV) e o do Cowpea aphid-borne mosaic virus

(CABMV).
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CAPITULO Il

Trandformacio Genética, Andlise dae Plantas Geneticamente Modificadas de
fecido-caupi, Desafio com o CPSNEY ¢ CABNEY

51



1. Introducgéo

O objetivo da engenharia genética em plantas é introduzir genes de interesse
agrondmico, tais como resisténcia a pragas e doencas, tolerancia a condicfes de estresse
ambiental, melhoria nutricional. Uma planta geneticamente modificada (GM) pode ser
definida como sendo aquela que teve seu material genético alterado com uso da tecnologia
de DNA recombinante (BRASILEIRO & CARNEIRO, 1998; TORRES et al., 2000;
ARAGAO & FARIA, 2009). Nesse caso, ocorre alteragdo do genoma da planta e tal
alteracdo geralmente é transmitida para as geragdes futuras.

A combinacdo de técnicas de cultivo in vitro, biologia molecular e transferéncia
exogena de genes representa uma valiosa ferramenta para o melhoramento genético de
plantas, uma vez que possibilita a introducdo de genes de interesse agrondmico e alimentar.
Nesse sentido, ndo apenas genes vegetais podem ser introduzidos em plantas, mas também
genes de animais e microrganismos podem ser introduzidos de maneira controlada em um
genoma vegetal, de forma independente da fertilizacdo para obtencdo de protocolos de
transformacdo genética visando a obtencdo de linhagens-elite (GANDER et al., 1996;
ANDRADE, 2003, ARAGAO et al., 2000). Contudo, um protocolo de transformac&o
genética s6 pode ser considerado confiavel se permitir transformar, regenerar e transferir os
transgenes de forma estavel e eficiente para a progénie.

As etapas para obtencdo de uma planta GM consistem na identificagdo do gene de
interesse, seu posterior isolamento e clonagem, introducdo no tecido vegetal, selecdo das
células GM, regeneracdo de plantas, analises moleculares e finalmente testes a nivel de casa
de vegetacdo e campo das linhagens obtidas (ANDRADE, 2003).

A Lei de Biosseguranca (Lei n.° 11.105, de 24/3/2005) estabeleceu a criacdo da
CTNBIo, uma instancia colegiada multidisciplinar, formada por personalidades de notorio

saber em diferentes areas, cuja finalidade é prestar apoio técnico consultivo e
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assessoramento ao Governo Federal na formulacéo, atualizacdo e implementagéo da Politica
Nacional de Biosseguranca relativa a organismos geneticamente modificados (OGMs). Essa
comissdo regulamenta a manipulagéo, cultivo, transporte, comercializacdo, consumo,
liberagdo e descarte de OGMs, visando proteger a vida, saude e bem estar do homem,
animais e meio ambiente (http://www.ctnbio.gov.br/index.php/content/view/2.html).

No Brasil, as linhagens-elites obtidas via protocolos de transformacdo genética
precisam de aprovacdo da Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBIio) para
serem testadas a nivel de campo. Dentre 0s requisitos para estabelecer a seguranca de
produtos GM, sdo avaliados aspectos como: potencial alergénico da nova proteina expressa
(caso exista), termoestabilidade, digestibilidade no meio gastrico, andlise bioquimica de
taxas de glicolizacdo, andlise das sequéncias de aminoacidos da nova proteina em
comparacdo a de alergénicos convencionais, toxicidade da proteina expressa pelo gene
introduzido, efeitos secundarios da inser¢do do gene e risco de possiveis mutacdes. Além
disso, impactos sobre a macro e micro fauna, microrganismos e diversos fatores ambientais
devem ser estudados (CTNBio, Resolucéo Normativa N.° 5;
http://www.ctnbio.gov.br/index.php/content/view/11444.html).

Em nivel mundial, sdo muitos os exemplos de plantas GM liberadas para cultivo
comercial com genes de resisténcia a insetos, pragas e tolerancia a herbicidas. No Brasil
plantas GM ocupam atualmente uma area de 36,6 milhGes de hectares (www.isaaa.org) e um
dos mais recentes eventos foi a liberagdo do feijdo-comum resistente a0 mosaico dourado
(BONFIM et al., 2007; ARAGAO & FARIA 2009).

Culturas de grande expressividade no cenario agricola sdo geralmente alvo de
estudos de melhoramento genético, e o feijao-caupi encontra-se incluido nesse grupo.

E notdrio que nos ultimos anos o feijao-caupi deixou de ser visto apenas como uma

cultura de subsisténcia do sertanejo nordestino, e 0 seu cultivo passou a despertar o interesse
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de agricultores que praticam agricultura empresarial, sobretudo na Regido Centro-Oeste do
Brasil. Essa agricultura explora grandes areas com utilizacdo de sistema mecanizado. Esse
contexto gera a demanda por cultivares de feijdo-caupi melhor adaptadas (arquitetura da
planta) que permitam o emprego da mecanizacdo (FREIRE FILHO et al., 2008), sobretudo
no referente aos tratos culturais e controle de pragas, doengas e plantas invasoras.

A incidéncia de viroses representa um importante gargalo para o cultivo de feijao-
caupi, sobretudo aquelas causadas por Cowpea severe mosaic virus (CPSMV) e o Cowpea
aphid-borne mosaic virus (CABMV), que podem levar a perdas drasticas nas lavouras
infectadas. Nesse contexto, 0s grupos de pesquisa tém se dedicado na busca por plantas
resistentes a essas viroses. A transgenia surge como uma alternativa de certa forma mais
rapida e eficiente na obtencdo desse objetivo. E nesse sentido, estratégias que utilizam RNA
interferente conseguem obter um elevado nivel de resisténcia a virus, podendo chegar a
imunidade (WATERHOUSE et al., 2001). Espera-se que, a exemplo do ocorrido com o
feijdo comum, em breve seja desenvolvida e aprovada comercialmente uma cultivar de

feijdo-caupi resistente a virus.

2. Material e Métodos
2.1. Transformacdo Genética do Feijao-Caupi Mediada pelo Processo Biobalistico

A geracdo de plantas geneticamente modificadas (GM) de feijdo-caupi tem sido
realizada segundo protocolo desenvolvido pela Embrapa que utiliza a técnica de biobalistica
(IVO et al.,, 2008). Esse protocolo utiliza como explantes (material que ap6s a
transformacdo genética vai gerar a planta geneticamente modificada), meristemas apicais de
embrides zigoticos de feijdo-caupi. Para obtencdo desses explantes a qualidade das sementes

é de vital importancia. Portanto, as sementes utilizadas nos trabalhos de transformacéo
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genética devem ser produzidas sob as melhores condic¢Ges possiveis, preferencialmente em
casa de vegetacao.

As sementes utilizadas nesse estudo foram produzidas em condig¢des controladas de
casa de vegetacdo, recebendo o manejo recomendado pela Embrapa Meio-Norte para a
cultura do feijdo-caupi para a cultivar BRS Novaera, desenvolvida pela Embrapa. Para
producéo das sementes foram utilizados vasos com capacidade de 10 Kg contendo substrato
composto por terra e plantmax® (1:1). Em cada vaso foram semeadas 2 sementes, estes
foram mantidos em condicdes de casa de vegetagdo até o final do ciclo que durou cerca de
70 dias, do plantio até a coleta das sementes. As sementes obtidas mantiveram o padrdo

caracteristico da cultivar conforme apresentado na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1. Caracteristicas da Cultivar BRS Novaera. Adaptado de: BRS Novaera (2007),

folder da Embrapa criado para o langcamento comercial da cultivar.

Cultivar BRS Novaera

Hébito de Crescimento Indeterminado
Porte Semiereto

Tipo e Folha (foliolo central) Semi-lanceolada
Cor da Flor Branca

Cor da Vagem imatura Verde

Cor da Vagem em Maturidade fisiol6gica e na Colheita Amarelo-claro
Comprimento médio da vagem 15 cm

Nimero médio de Graos por Vagem 10

Nivel de insercao das vagens Acima da Folhagem
Nimero de dias para a floragao plena 41 dias

Ciclo 65 - 70 dias

Caracteristicas da Semente

Forma da Semente Reniforme
Cor do tegumento Branca
Tipo de Tegumento Rugoso
Tegumento quanto ao Brilho Sem Brilho
Cor do anel do hilo Marrom
Cor do halo Sem halo
Peso médio de 100 Graos 20 gramas
Classe Comercial Branco
Sub-classe Comercial Brancéo

As sementes produzidas foram utilizadas como fonte de explantes nos experimentos
de transformacdo genética (Figura 3.1-A). Essas sementes foram desinfestadas em camara
de fluxo laminar (capela) usando solucdo de etanol 70% durante um minuto, seguido por
hipoclorito de so6dio a 1% durante 20 minutos sob agitacdo eventual, e posteriormente

enxaguadas trés vezes com agua destilada estéril e embebidas por um periodo de 14-16 h.
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Em camara de fluxo laminar e sob microscépio estereoscopico (modelo Zeiss Stemi 2000), o
eixo embrionario foi isolado da semente (tecido de reserva) e 0 meristema apical exposto por
meio da retirada das folhas primérias e dos primordios foliares, sendo que essa estrutura
recebeu a denominagdo de explante (Figuras 3.1-B, 3.1-C, 3.1-D, 3.1-E). Os explantes foram
posicionados com a regido apical voltada para cima imediatamente antes do
bombardeamento em meio de cultura MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) suplementado
com 0,8% de fitagel Sigma® (Figura 3.1-F).

O processo de bombardeamento foi conduzido segundo protocolo descrito por
Aragao et al. (1996) com uso do acelerador de particulas (gene gun) (Figura 3.1-G, 3.1-H)
com 0s seguintes parametros fisicos:

= Umidade relativa no laboratdrio igual ou menor que 50%;

= Distancia entre a camara de gas (gerador da onda de choque) e a membrana
carreadora contendo as microparticulas envoltas em DNA foi de 8 mm;

= Distancia entre a tela de retencdo e o explante 80 mm;

= Pressdo do vacuo 27 polegadas de Hg;

= Pressdo do gas Hélio 1.200 psi (1 kgf/cm2 = 14,22 psi).

Para os experimentos de bombardeamento, o vetor pSIUCSMVCABMYV foi
linearizado por digestdo com a enzima Bgll para inativar o sitio de resisténcia ao antibiético
ampicilina presente no vetor de transformacao.

Apds cada experimento de bombardeamento os explantes, (embrides bombardeados)
foram transferidos para frascos contendo cerca de 30 mL meio de cultura do tipo MS
suplementado com 44,3 uM de 6-benzylaminopurina (BAP) e 300 nM do herbicida
imazapyr, esse ultimo usado para selecionar os transformantes, e mantidos em condicao de
fotoperiodo de 16h a 24+ 2 °C até o aparecimento de brotos e raiz, no caso formacao de

plantulas aptas a serem analisadas (Figura 3.1-1). O surgimento dessas estruturas ocorreu
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com cerca de 8 a 10 semanas apés o bombardeamento. Cada plantula originada foi
denominada Ty, e recebeu um numero distinto no momento da analise via PCR. Essas
plantas foram aclimatadas individualmente em casa de vegetacdo (Figura 3.1-J), e
posteriormente mantidas em condi¢cbes de umidade controlada (Figuras 3.1-K e 3.1-L)

visando a producdo de sementese e plantas para os desafios contra CPSMV e CABMV.

Figura 3.1. Sequéncia de etapas do experimento de transformagéo genética até o desenvolvimento em casa de
vegetagdo das plantas T, de feijdo-caupi. Onde A: sementes da cultivar BRS Novaera usadas para extracéo de
embrides; B e C: embriGes recém extraidos e posicionados em meio de cultura MS (MURASHIGE &
SKOOG, 1962); D e E: fotos dos embrides antes e apds a exposi¢cdo do maristema apical; F: embrides apds
experimento de bombardeamento; G e H: equipamento utilizado no experimento de bombardeamento; I:
embrides ap6s 0 bombardeamento e transferidos para meio de selecdo; J: planta positiva T, recém aclimatada;
K e L: desenvolvimento das plantas T, em casa de vegetacéo.
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2.2. Deteccao de Transgenes em Linhagens GM por PCR

A técnica da PCR ou reacdo de polimerase em cadeia (Polymerase Chain Reaction)
consiste em produzir em condigdes in vitro (termociclador) grandes quantidades de um
fragmento especifico de DNA, de tamanho e sequéncia definidos, partindo de uma
quantidade molde de &cido nucléico. O nimero de fragmentos amplificados é duplicado a
cada ciclo da reacdo, logo, € um processo exponencial. A reacdo de amplificacdo é
catalizada pela enzima DNA polimerase que alonga um pequeno fragmento de DNA de fita
simples, o primer, quando este esta ligado a uma fita molde de DNA. Uma PCR pode
apresentar de 30 a 40 ciclos que séo divididos em 3 fases (desnaturagdo, anelamento e
alongamento). A fase de desnaturacdo é caracterizada pela separagdo da fita dupla de DNA,
ocorre com a temperatura em torno de 95 °C; a fase de anelamento corresponde & marcacéo
pelos primers da sequéncia alvo que serd amplificada, essa etapa ocorre a temperatura mais
baixa, geralmente de 40-60 °C: e a fase de alongamento em que a enzima taq polimerase
replica a cadeia de DNA, essa fase ocorre com temperatura na faixa de 70-75°C. O resultado
da PCR pode ser visualizado por meio de eletroforese em gel de agarose (GAMA, 1998).

Nesse estudo, para a PCR o DNA gendmico das plantas de feijao-caupi alongadas in
vitro foi extraido de folhas usando o kit de extragdo de DNA da Sigma® (Extract-N-Amp™
PCR Kits). O método consistiu na utilizacdo de um disco foliar de aproximadamente 0.2 x
0.2 mm de diametro, o material vegetal foi mantido em contato com 20uL do tampéo de
extracdo por 10 minutos a temperatura de 100°C, em seguida foram adicionados 20uL do
tampéo de diluigéo. Para a reagdo da PCR foi utilizado o tampéo do Kit de extracdo de DNA
da Sigma no volume final de 20pL, foram utilizados 10uL de tampéo, 0,2uM do primer
Caupi 1, 0,2uM do primer Caupi 2, cerca de 10ng/uLx 4.0uL do DNA extraido (cerca de
20ng/uL), o volume final foi ajustado com agua estéril do tipo Milli-Q para o volume final.
A reacdo de amplificacdo foi realizada usando o termociclador PTC-100 Thermal Cycler
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(M.J. Research, Inc.), seguindo o programa Ahas com desnaturacdo a 95°C por 5 min,
totalizando 35 ciclos de amplificagdo (95°C por 1 min, 55°C por 1 min, 73°C por 1 min) e
73°C por 7 min, sendo mantido a 4 °C ap6s o término da reagdo. O produto da reacdo da
PCR foi analisado em gel de agarose 1% (w/v), contendo brometo de etidio (0,5ug/L), a
eletroforese foi feita durante cerca de 60 minutos por 60-90V e o produto foi visualizado em
transiluminador UV. O DNA das plantas ndo transformadas foi usado como controle
negativo.

Posteriormente houve confirmacdo da PCR das plantas T, pelo método CTAB
(SAMBROOK et al., 1989). O DNA extraido foi suspendido em agua estéril do tipo Milli-Q
para uma concentragdo final de 5ng/uLx2.0uL do DNA genbémico extraido,
aproximadamente 10ng, foi usado para a PCR. A amplificacdo por PCR foi feita no volume
final de 25uL contendo 0,2uM de cada primer, 1,5 unidades de Tag DNA polymerase
(Amersham Pharmacia Biotech), 0,25uM de dNTPs mix, 1,25 mM de Mg Cl,, 500mM KCI

e 200mM Tris-HCI (pH 8.4).

2.3. Aclimatacdo das Plantas GM

A aclimatacdo é uma etapa necessaria em todos os protocolos que envolvem cultura
de tecidos vegetais, e consiste em transferir a planta da condi¢édo in vitro para ex vitro, esse
processo permite a adaptacdo as condicGes de baixa umidade, intensidade luminosa e
oscilacdo de temperatura (VANHUYLLENBROECK & DEBERGH, 1996). Inicialmente, as
plantas sdo aclimatadas em casa de vegetacdo com condicBes parcialmente controladas, a
proporcdo que a planta se desenvolve as condi¢fes sdo mantidas bem proximas as do meio

ambiente.
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As plantas confirmadas positivas em PCR foram adequadamente identificadas como
linhagem T, usando um nUmero de identificacdo seguido do nome do vetor de
transformacéo.

A aclimatacéo foi feita no momento em que, cada planta, atingiu cerca de 5 cm de
altura, contendo pelo menos 2 pares de folhas e raizes bem formadas. As plantas foram
retiradas do cultivo in vitro e acondicionadas em copo previamente perfurado de polietileno
com capacidade de 300 mL, contendo mistura de 1:1 de substrato do tipo vermiculita e solo
previamente corrigido e adubado.

Visando diminuir o estresse dos primeiros 15 dias poés-cultivo in vitro, evitar
desidratacdo e morte, as plantas foram mantidas envoltas em saco de polietileno transparente
e acondicionadas em casa de vegetacdo com microaspersdo controlada por temporizador a
cada 30 minutos. Ao final dos 15 dias, o saco de polietileno foi removido e as plantas foram
transferidas para casa de vegetagdo sem aspersdo, mantidas individualmente em vasos com

capacidade de 5 L.

2.4. Andlise de Southern blot

A técnica de Southern blot permite detectar, com uso de radioisdtopos se sequéncias
de DNA exdgeno foram integradas no DNA gendmico. A técnica foi inicialmente descrita
por Edwim Southern na década de 1970 e segue sendo empregada em estudos de integracdo
de DNA (SOUTHERN, 1975). A utilizacdo dessa técnica é extremamente importante em
experimentos de transformacdo genética por ser considerada uma prova molecular da

integracdo de genes exdgenos no genoma vegetal.
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2.4.1. Extracdo do DNA Gendmico, Digestdo Enzimatica e Transferéncia para
Membrana

Embora tenham sido confirmadas por PCR 15 plantas positivas contendo 0s genes
presentes no vetor pSIUCSMVCABMV, apenas as plantas linhagens 12, 21, 39, 52, 59, 71,
72, 68, 99, 110, 112 e 119 foram analisadas via Southern blot. Essa anélise foi realizada
com utilizacdo de DNA gendémico extraido de cada planta To e de uma planta controle
negativo da cultivar BRS Novaera.

O DNA gendmico foi extraido de folhas jovens da planta controle e das plantas GM
conforme método descrito por MURRAY & THOMPSON, (1980) com algumas adaptacdes.
Para a extracdo do DNA coletaram-se 500 mg de tecido foliar fresco e juvenil de uma planta
de cada linhagem GM e de uma planta controle (planta da cultivar BRS Novaera ndo
transformada). As amostras foram maceradas em nitrogénio liquido com auxilio de
almofariz com pistilo até a obtencdo de um po6 fino. O macerado de cada planta foi
transferido para tubos do tipo Falcon® com capacidade para 15 mL contendo 5 mL de
tampdo de extracdo pré-aquecido a 60° C e suplementado com 50 mg de polivinilpirrolidona
(PVP). Os tubos foram invertidos cuidadosamente para misturar o macerado a solucdo e
mantido sob incubacdo a temperatura ambiente por um periodo de 30-60 minutos.
Posteriormente foram acrescentados a cada tubo 6 mL da solugéo de cloroférmio-octanol na
proporcéo de 24:1, e novamente os tubos foram invertidos até ser obtida uma emulsdo. Em
seguida os tubos foram centrifugados por 20 minutos a 3000 rpm a temperatura ambiente.
Ao final da centrifugacdo, a fase sobrenadante foi transferida para novos tubos, e o
procedimento do cloroférmio-octanol foi repetido. Em seguida, os tubos foram novamente
centrifugados repetindo-se o processo. Ao sobrenadante, foram adicionados 2 do volume da
fase aquosa de NaCl 5M, e 2 vezes o volume da fase aquosa de etanol 95% (pré resfriado a -

20° C). Os tubos foram invertidos e mantidos a -20°C durante 10 minutos, para nova
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centrifugacgdo por 6 minutos, descartando-se o sobrenadante. O pellet formado em cada tubo
foi lavado com etanol 70% resfriado a 4° C, e posteriormente ressuspendido com 300 uL de
solugdo TE, transferido novamente para tubos do tipo Ependorf e tratado com 3 pL de
Rnase A (10 mg/mL), mantidos sob incubacdo por 30 minutos a 37 °C. Em seguida cada
tubo recebeu 3 pL de proteinase K (1mg/mL) e novamente foram incubados a 37 °C. Ao
final da incubacdo, foram adicionados 150 pL de fenol e 150 pL de cloroférmio em cada
tubo, estes foram levados ao vortex com posterior centrifugacdo a 14000 rpm durante 10
minutos. Depois, a fase superior foi transferida para novo tubo Ependorf e foi adicionado a
cada tubo 1/10 do seu volume de acetato de sodio 2 M e 2 volumes de etanol absoluto, e 0s
tubos foram mantidos a -80 °C durante 60 minutos. Apds a incubacdo os tubos foram
centrifugados a 14000 rpm durante 10 minutos. O DNA formou um pellet, que foi lavado
com etanol 70% e ressuspendido em 100 pL de TE por tubo.

A concentracdo do DNA foi determinada com o uso do equipamento Nanodrop, e a
integridade do DNA foi estimada aplicando uma aliquota das amostras em gel de agarose
com posterior visualizacdo em transiluminador UV .

Aproximadamente 50 ug de cada amostra de DNA gendmico foram digeridos com a
enzima de restricdo Xbal overnight a 37 °C, fracionado em gel de agarose 1%, transferidos
por capilaridade para membrana de nylon Hybond N* (Amersham Pharmacia Biotech,

Sweden) e fixados em forno a 80 °C durante 2 horas.

2.4.2. Hibridizacdo Com Sonda dos Virus, Lavagens e Exposi¢do da Membrana

A membrana foi pré-hibridizada a 55 °C em 15 mL da solugdo Express Hyb
Hibridization Solution (Clontech). A hibridizacdo foi realizada wusando um
random prime (Ready-to-Go "™ Kit Pharmacia Biotech, UK) o**-dCTP e como

sonda foi usado 0 fragmento intron recuperado apos reacao de
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PCR do vetor de transformagdo pSIUCSMVCABMYV com os primers especificos Caupi 1
(5’-CAGTGTGCCTCTCAGTGTTCTC-3’) e Caupi 2 (5°-

GATGGTAAGATGATGCTGGCTA-3), conforme apresentado na Figura 3.2.

CABMB 6K1 BK2

P1 |HC-pro| P3 H cl HVPglNIa—pro’ NIb RdRp -
==
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do CABMV
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|
7.1 57 |

Figura 3.2. Esquema mostrando estrutura genética e organizacao génica dos virus. O fragmento do genes CP
(capa proteina) do CABMV e um fragmento do gene da proteina 32K do CPSMV foram utilizados para fazer a
construgdo do tipo intron-hairpin usada na transformacao genética do feijdo-caupi. A construgdo contém ainda
0 gene ahas, que confere tolerancia aos herbicidas da classe das imidazolinonas. As sonda “a” e “b” foram
usadas nos ensaios de northern blot e a sonda “c” foi utilizada nas analises de Southern blot.

Foram feitas duas lavagens em tampdo SSPE 2X, SDS 0,1% a temperatura ambiente;
uma lavagem em tampédo SSPE 1X, SDS 0,1% a 55°C e outra em tampdo SSPE 0,1X, SDS
0,1%. A membrana foi exposta por cerca de 24 horas em Image Plate (Fujifilm), para

posterior visualizagdo das bandas no equipamento Fluorescent Image (FLA-3000/Fujifilm).
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2.5. Andlise de northern blot

A técnica de northern blot é similar a de Southern blot sendo utilizada para
determinar RNAs especificos ou pequenos RNAs. Com essa técnica é possivel determinar a
quantidade e o tamanho de RNAs especificos, presentes em preparacdes de RNA total.
Dessa forma, € possivel visualizar a ocorréncia de transcri¢do do gene no genoma da planta.

Nessa analise foram usados os procedimentos segundo BONFIM et al., (2007),
sendo que as plantas usadas ndo estavam infectadas com os virus. Para esse teste foi

utilizado RNA extraido com Trizol.

2.5.1. Extracédo do RNA com uso de Trizol ® (Invitrogen)

Para esse procedimento, cerca de 400 mg de folhas jovens de 9 plantas T; de e de
uma planta controle negativo da cultivar BRS Novaera foram coletadas e imediatamente
envoltas em papel aluminio e acondicionadas em recipiente contendo N liquido. Em
seguida com auxilio de almofariz e pistilo as folhas foram maceradas com N, liquido e
transferidas para tubos do tipo Falcon® contendo 4 mL de Trizol ® (Invitrogen). Para
misturar, o tubo foi invertido delicadamente e, em seguida, mantido sob incubacéo durante 5
minutos & temperatura ambiente. Posteriormente foram adicionados 0,2 mL de cloroférmio
para cada 1 mL de trizol, totalizando 0,8 mL por tubo. O material foi entdo homogeneizado
e mantido sob incubacdo durante 3 minutos a temperatura ambiente, seguindo de
centrifugacdo a 4 °C durante 15 minutos. Apdés a centrifugacdo o sobrenadante foi
recuperado e transferido para novo tubo e a ele foram adicionados 2 mL de isopropanol. As
amostram foram incubadas durante 10 minutos a temperatura ambiente por 10 minutos. Em

seguida, as amostras foram centrifugadas a 10 rpm na temperatura de 4 °C. O pellet formado
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foi lavado com etanol 75% e depois de seco foi ressuspendido com cerca de 200 pL de dgua

MilliQ estéril.

2.5.2. Preparacéo, Hibridizagdo, Lavagem e Exposi¢cdo da Membrana

Cerca de 50 pug do RNA total extraido de cada planta foram aplicados em gel 20%
PAGE 1x Tris-borate-EDTA (TBE) contendo 7M de uréia, trés dligos foram usados como
marcador molecular (18, 24 e 36 nucleotideos). O gel foi corado em 1X TBE contendo
brometo de etideo (0.5 pg/ml), e fotografado para verificar a visualizagdo dos tRNAs e 5S
rRNA. O RNA foi transferido por eletroblot para membrana Hybond-N+ (Amershan
Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, UK) durante 4 horas, e fixado em equipamento UV
cross-linking. A membrana foi pré-hibridizada a 45 °C em tampdo de hibridizacdo (0,5 M
Na,HPO,4, 1ImM EDTA, 1% BSA e 7% SDS) em um volume final de 25mL. A hibridizacao
foi feita usando o random primed DNA labeling kit (Ready-to-Go ™ Kit Amershan
Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, UK) a**"-dCTP e como sonda foi usado o fragmento
o fragmento de (600pb) recuperado apds PCR do pSIUCSMVCABMYV com 0s primers
especificos Caupi 1 (5-CAGTGTGCCTCTCAGTGTTCTC-3’) e Caupi 2 (5-
GATGGTAAGATGATGCTGGCTA-3’) pSIUCSMVCABMYV. Foram realizadas duas
lavagens de 10 minutos cada a 5 °C em tampéo SSC 2X, SDS 0,1%.

A membrana foi exposta por cerca de 18 horas em filme Image Plate (Fujifilm), para

posterior visualizagdo das bandas no equipamento Fluorescent Image (FLA-3000/Fujifilm).

2.6. Analise de Dot blot

Para esse teste foi utilizado o RNA total das linhagens 12, 52, 68, 71, 72 e 112 de
pSIUCSMVCABMYV da terceira geracdo (T3) e uma planta controle negativo da cultivar

BRS Novaera. Foram semeadas, em casa de vegetagdo, 20 sementes de cada linhagem e 20
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sementes do controle negativo BRS Novaera. Apds 10 dias da semeadura foram coletadas
folhas de todas as plantas e em seguida, realizada a inoculagdo mecéanica com 0s virus
CABMYV e CPSMV.

Foram coletadas folhas das plantas apds o surgimento de sintomas e foi realizada a
extracdo de RNA total de aproximadamente 400mg de folhas inoculadas e ndo inoculadas
com os virus CABMV e CPSMV, o protocolo de extragdo foi 0 mesmo descrito para a
andlise de northern blot. Foram utilizados cerca de 60 ng de cada amostra de RNA, cada
amostra foi tratada previamente com SSC 20X, formaldeido 37% e incubada a 60°C durante
30 minutos, esse procedimento tem como objetivo preservar a integridade do RNA. Apds o
preparo, as amostras foram transferidas manualmente para membrana do tipo Hybond-N+
(Amershan Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, UK), fixada em equipamento UV cross-
linking e hibridizada com sonda do fragmento dos virus obtido via PCR conforme descri¢do
para o northern blot.

As amostras foram identificadas por nimeros sendo o primeiro o controle negativo
cultivar BRS Novaera, os demais as triplicatas das linhagens GM de feijao-caupi
pSIUCSMVCABMYV, onde: 1 (controle), 2 (68A), 3 (68B), 4 (68C), 5 (71A), 6 (72B), 7
(72C), 8 (12A), 9 (12B), 10 (12C), 11 (72A), 12 (72B), 13 (72C), 14 (52A), 15 (52B), 16

(52C), 17 (112A), 18 (112B) e 19 (112C).

2.7. Teste de Progénie

As progénies foram analisadas via PCR com o objetivo de verificar se o transgene
estava segregando no padrdo mendeliano. Foram germinadas em média 20 sementes de cada
uma das 14 linhagens T, que obtiveram padrdo de germinagdo das sementes semelhante ao

padrdo da planta controle. As plantas foram mantidas em casa de vegetagéo e receberam os
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tratos culturais conforme as recomendacdes da Embrapa Meio Norte para cultivo de feijao-
caupi.

Cada planta filha foi identificada como T, seguido do nimero correspondente da
planta mée, ou seja, planta Ty (para a planta obtida via transformacdo genética) e Ti(para a
primeira geracdo obtida a partir das plantas To), e dessa forma as linhagens receberam a
denominagdo T, 12, T; 21 até a T;119.

Para verificar se o padrdo de segregacéo dos transgenes era Mendeliano, foi realizado
0 teste qui-quadrado. Teste de qui-quadrado com correcdo de Yates foi usado quando havia
ocorréncia menor que 5 individuos em uma determinada categoria, sendo testada a
frequéncia esperada de 3:1.
Para o teste qui-quadrado foi utilizada a seguinte formula:
X?=3[(Fo— Fe)?/ Fe], onde:
Fo, — frequéncia observada para cada classe;

Fe — frequéncia esperada para cada classe com base na proporcao de Mendel para um l6cus

2.8. Desafio das Linhagens GM com o CPSMV e CABMV e Obtencédo de Dados
Agrondmicos (Germinacao e Peso de Sementes)

Os isolados dos virus foram oriundos da Universidade Federal do Ceara (UFC). O
material foi replicado em plantas negativas da cultivar Novaera e mantidos em casa de
vegetacéo.

Plantas filhas T1 e T, (primeira e segunda geracao obtidas a partir de plantas To) das
14 linhagens T, obtidas, apds serem confirmadas positivas por meio da PCR para o gene de
resisténcia aos virus do CPSMV e CABMYV, foram inoculadas mecanicamente com 0s
isolados dos referidos virus, e avaliadas quanto ao aparecimento de sintomas, produgédo de

sementes e presenca de virus.
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Inicialmente, foi realizado um desafio mais severo, no qual foram testadas plantas
com idade de 7 dias ap6s a germinacdo das 14 linhagens obtidas. Para cada 20 plantas T, das
linhagens GM foram inoculadas 8 plantas controle negativo da cultivar Novaera e ainda 10
plantas foram mantidas como testemunhas sem inoculagdo com mesma idade das plantas T;.

Por se tratar de dois virus de RNA, que sdo sabidamente sensiveis as variacoes
climéticas, sobretudo de temperatura, os ensaios foram conduzidos nas horas mais frescas,
ou seja, inicio ou final do dia, uma vez que altas temperaturas podem interferir
negativamente na inoculacdo (NOGUEIRA, 2007).

O protocolo severo de inoculagéo consistiu no polvilhamento de todas as folhas das
plantas a serem inoculadas com abrasivo do tipo carborundum 600 mesh, em seguida cerca
de 1000 mg de folha infectada com os virus CPSMV e CABMV foi macerada em almofariz
mantido sob refrigeracdo, em presenca de 50 mL de tampéo fosfato a 0,1 M pH 7,0
previamente resfriado (NOGUEIRA, 2007). A inoculagéo foi realizada por meio da fric¢éo
do extrato foliar obtido via maceragdo de plantas infectadas pelos virus no tampé&o, conforme
apresentado na Figura 3.3 em “A” e “B”.

Para o protocolo de inoculagdo com maior diluicdo dos virus foram utilizados os
mesmos parametros citados para o desafio severo, com excec¢do do volume de tampéo que

foi aumentado para 100 mL.

Figura 3.3. Inoculagdo das plantas com o CPSMV e CABMV. A: Folhas infectadas com os isolados de

CPSMV e CABMV em tampdo fosfato e B: inoculagdo dos virus em plantas de feijao-caupi.
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3. Resultados e Discussao
3.1. Transformacao genética

Foram realizados 12 experimentos de bombardeamento, sendo utilizados, em média
120 embrides de feijado-caupi em cada experimento, totalizando 1440 embrides (explantes)
bombardeados. Ao final dos experimentos 119 plantas entre positivas e escapes, haviam
regenerado em meio de selecdo. Contudo, ap6s analise via PCR foram confirmadas apenas

15 das plantas como GM, conforme apresentado na Tabela 3.2.

Tabela 3.2. Experimentos de transformacdo genética do feijao-caupi com o vetor pSIUCSMVCABMV.

. Concentracdo de A Plantas
Experimento Imazapyrg(nM) Explantes Plantulas Positivas*
1 250 120 16 1
2 250 120 12 0
3 250 120 16 2
4 250 120 12 1
5 250 120 13 1
6 300 120 6 1
7 300 120 8 2
8 300 120 9 2
9 300 120 6 1
10 300 120 8 1
11 300 120 6 2
12 300 120 7 1

* Numero baseado em andlises por PCR para 0s transgenes presentes no vetor pSIUCSMVCABMYV inserido
nas linhagens GM de feijdo-caupi.

Em cada um dos 12 experimentos de bombardeamento, foi obtida pelo menos uma
planta GM, com excecdo ao experimento n° 2 que, apesar do elevado nimero de plantas
avaliadas via PCR (12 plantas), ndo foi obtida qualquer planta GM.

Nos cinco primeiros experimentos foi utilizada a concentragdo de 250 nM do
herbicida imazapyr como agente de selecdo, e foi observado surgimento de um ndmero
elevado de escapes. Sdo chamadas de escapes as plantas regeneradas apesar do efeito do

agente seletivo, contudo, ao serem analisadas molecularmente se mostram ndo-GM. Esse
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tipo de planta surge geralmente quando a concentragdo do agente seletivo é semi-letal,
sendo necessario aumentar a concentragdo para sanar o problema.

Nos experimentos de 6 a 12 a concentracdo de imazapyr foi aumentada para 300 nM
e 0s escapes foram consideravelmente reduzidos, conforme demonstrado na Tabela 3.2

acima.

3.2. Deteccéo de Plantas GM por meio da PCR

A manipulacdo do DNA pode ser considerada uma importante ferramenta para o
melhoramento vegetal. Contudo, fatores como a integracdo do DNA no genoma hospedeiro,
expressao, heranca, estabilidade do DNA, problemas de regeneracdo do explante séo fatores
que podem interferir no processo de obtencdo de plantas geneticamente transformadas
(ARAGAO et al., 2000; ANDRADE, 2003).

A primeira analise molecular feita para confirmar que as plantas GM continham os
transgenes foi realizada por PCR. Essa andlise foi feita usando um par de primers
especificos para detectar o transgene de interesse, Caupi 1 e Caupi 2 amplificando um

fragmento de 560 pb, conforme apresentado na Figura 3.4.

---J-----------

Figura 3.4. Eletroforese das plantas mdes (T,) de feijao-caupi pSIUCSMVCABMYV ap6s PCR com os
primeres Caupi 1 e Caupi 2. Da esquerda para direita, linha 1: 1KB, linhas 2 e 3: Branco, Controle negativo,
linhas 3 a 16: plantas 12, 21, 39, 52, 59, 68, 71, 72, 99, 101, 106, 110, 112, 118 e 119.
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O resultado da PCR demonstrou que o DNA exdgeno ou transgene foi
eficientemente integrado ao genoma das plantas Ty, sendo que Vvarios trabalhos descritos na
literatura corroboram com esse achado, uma vez que é esperada tal integracio (ARAGAO et
al., 2000; IVO et al., 2008; CITADIN, 2011).

Ap0s andlise de PCR foram confirmadas 15 plantas positivas, que foram aclimatadas
em casa de vegetacdo com condi¢des de umidade e temperatura controladas. Essas plantas
receberam a denominacgédo de linhagens T, ou plantas mées identificadas como Ty: 12, 21,
39, 52,59, 68, 71, 72, 99, 101, 106, 110, 112, 118 ¢ 119 pSIUCSMVCABMV.

Considerando o numero de embrides inicialmente bombardeados e o nimero de
plantas GM obtidas, pode-se chegar a uma eficiéncia de transformacéo de 1,04%. Eficiéncia
de transformacdo é entendida como sendo o resultado obtido da divisdo do nimero de
plantas positivas obtidas pelo nimero total de explantes utilizados ao longo dos trabalhos de
bombardeamento multiplicado por 100, no caso:

ET = NPT/NEBx100, logo ET = 15/1440 x 100

Onde:

ET: Eficiéncia de transformacao;
NPT: NUumero de plantas transformadas
NEB: NUumero de embrides bombardeados.

Ivo et al.(2008) em seu trabalho obtiveram uma eficiéncia de 0,9 e, apesar da
obtencdo de 15 plantas confirmadas via PCR, foi obtido um nimero elevado de escapes. Os
mesmos autores obtiveram eficiéncia de transformacdo equivalente a observada nesse
trabalho e também verificou que mais de 60% das plantas regeneradas em meio de selecéo
eram escapes. Esses dados sugerem que o elevado nimero de escapes obtidos pode ter
ocorrido em funcdo da inadequada concentracdo do agente seletivo, o herbicida imazapyr.

No entanto, ARAGAO et al. (2000) observaram que, em soja, quando a concentracdo do
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agente seletivo imazapyr é aumentada, h4 uma diminuicdo significativa no ndmero de
plantas escapes, porém isso é também acompanhado de uma diminuicdo marcante na
frequéncia de transformagdo. Dessa forma, pode ser mais valioso conviver com um ndmero
maior de plantas negativas, desde que isso aumente a possibilidade de obtencdo de plantas
GM.

Outros trabalhos com transformacgdo genética de feijdo-caupi tém obtido baixa
regeneracdo, sobretudo com o sistema de Agrobacterium, que apesar de obter plantas
transformadas ndo conseguiu obtencdo de progénie (MUTHUKUMAR et al., 1996), e,

quando obtidas ndo se manteve o padrdo de heranca mendeliana (IKEA et al., 2003).

3.3. Aclimatacéo das Plantas GM

As plantas GM resistiram a aclimatacdo e ndo foram observadas anormalidades no
seu crescimento e desenvolvimento nos primeiros 15 dias de cultivo em casa de vegetagéao.
Essas plantas cresceram como o esperado para o cultivo em casa de vegetacdo e produziram
sementes normais, com excecao da linhagem T, 101, que demonstrou fenétipo atipico para o
feijdo-caupi, conforme apresenta a Figura 3.5-A. A referida planta apresentou folhas com
tamanho menor, caule com aspecto pouco lignificado se comparada com as outras linhagens
GM e as plantas ndo transformadas, como apresentado na Figura 3.5-B.

E provavel que o padrdo atipico apresentado pela linhagem T, 101 esteja relacionado
com o numero de copias do transgene inserido no genoma da planta. Contudo pouco se pode
relatar acerca desse tema, pois ndo foram encontrados relatos na literatura de plantas
oriundas da transgenia que apresentassem padrdo atipico de desenvolvimento. Fendtipos
modificados podem estar relacionados a variacbes somaclonais e ndo a presenca dos
transgenes. Um trabalho adicional devera ser realizado com os segregantes para demonstrar
se 0s transgenes estariam associados ao fenotipo observado nessa linhagem.
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Figura 3.5. Comparagdo da linhagem com padréo atipico de desenvolvimento e uma linhagem com padrdo
normal, onde: A- planta da linhagem T, 101 GM e B- planta da Linhagem T, 12 GM, ambas com 80 dias apds

a aclimatag&o.

Todas as linhagens produziram vagens e sementes com padrdao morfoldgico idéntico
as plantas ndo transformadas, exceto a linhagem To101 que atipicamente produziu apenas

uma vagem contendo 3 sementes, ndo sendo usada nos testes para os virus.

3.4. Southern blot

Uma planta geneticamente modificada pode ser definida como sendo aquela que teve
seu material genético alterado pela introducdo de um ou mais transgenes. Tal alteracdo
geralmente é transmitida as gerac6es futuras. Muitos métodos sdo descritos na literatura para
determinar se o transgene (gene exdgeno) foi integrado ao genoma da planta transformada, e
cada método tem sua propria especificidade. Usualmente, para verificar se o gene foi
completamente inserido e se este estd integrado ao genoma da planta transgénica, sao
realizados testes como o de Southern blot.

Os resultados obtidos na analise de Southern blot permitiram confirmar a integracao

do cassete de expressdo para silenciamento dos virus CPSMV e CABMV, e ainda
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demonstrou que as linhagens GM apresentam o transgene integro. Esses dados tém uma
corelacdo positiva com o alto grau de resisténcia verificado nas linhagens inoculadas com os
virus.

A enzima de restricdo Xbal corta o vetor em dois sitios, 0 que permite mostrar que o
vetor foi inserido integralmente, e as bandas encontradas conferem com o padréo esperado
com cerca de 7 kb. Em algumas linhagens, os resultados sugerem que mais de uma cépia dos

transgenes tenha sido integrada ao genoma da planta conforme mostra a Figura 3.6.
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Figura 3.6. Southern blot de plantas GM resistentes ao CPSMV e CABMV. Onde linha 1 é o controle, linhas
de 2 a 13: linhagens 12, 21, 39, 52, 59, 71, 72, 68, 99, 110, 112 e 119. Os numeros a esquerda referem-se ao

marcador molecular em Kb.

3.5. Northern blot

A resisténcia das plantas GM tem relacdo direta com a presenca dos SiRNAS
(BONFIM et al., 2007; ARAGAO & FARIA, 2009), e no caso do presente estudo esse
padrdo nado foi observado, o que sugere uma relacao direta entre a resisténcia das linhagens e
a homozigose apresentada a partir da F, ou seja, quando as linhagens tém maior nivel de
expressdo do transgene.

Contudo, foi constatada a presenca dos siRNAs em niveis semelhantes nas plantas
das linhagens 12, 71, 72 e 68 de pSIUCSMVCABMYV conforme mostra a Figura 3.7.

Nas linhagens em homozigose, sdo 0s SiRNAs que atuam como iniciadores para
transformar 0 mMRNA alvo em dsRNA. E entdo, o dsRNA é degradado pelo complexo
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DICER gerando novos siRNAs em um ciclo de sintese e degradacdo de dsRNA que gera a

resisténcia (GORDON & WATERHOUSE, 2007).

1KB B C 12 71 72 68

, .
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Figura 3.7. Interferéncia genética apds inoculacdo com os virus CPSMV e CABMV expressando siRNA em
planta GM de feijdo-caupi. Onde: “A”: planta da linhagen 12 de pSIUCSMVCABMYV; “B”: PCR de 4
linhagens usadas no northern blot, da esquerda para direita linha 1 marcador 1Kb, linhas 2 e 3: branco e
controle negativo, linhas de 3 a 6 plantas das linhagens 12, 71, 72 ¢ 68 GM. “C”: gel do RNA das linhagens

usado no teste. “D”: Detec¢ao dos pequenos RNAs interferentes.

3.6. Dot blot

Para esse teste foram selecionadas as seis linhagens que apresentaram melhor
desenvolvimento vegetativo ap0s os primeiros testes de inoculacdo severa com 0s virus
CABMYV e CPSMV. Essas linhagens foram a pSIUCSMVCABMYV 12, 52, 68, 71, 72 e 112,
todas em triplicata da geracdo Ts. Conforme observado na Figura 3.8 tanto para a inoculagéo
com 0 CPSMV e 0 CABMV néo foram detectados RNAs virais nas linhagens dos nimeros
9 e 17, que correspondem as linhagens 12 e 112 pSIUCSMVCABMV. Esses resultados
sugerem que existe resisténcia nessas linhagens, uma vez que a resisténcia é expressa pela

reducdo da acumulagdo dos virus nas linhagens apés a inoculacdo (INOUE-NAGATA et al.,
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2007). A resisténcia foi observada apenas em plantas cujos transgenes estavam em
homozigose. De forma semelhante, BONFIM et al. (2007) observaram que plantas de feijao
GM eram imunes quando submetidos a altas pressGes de in6culo apenas quando o0s

transgenes estavam em homozigose.
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Figura 3.8. Andlise de Dot blot onde: bi significa before inoculation (antes da inocula¢do); ai significa after

inoculation (depois da inoculacdo) e os nimeros de 1 a 19 sdo linhagens testadas em triplicata.

3.7. Teste de Progénie

Um protocolo de transformacdo genética s6 pode ser considerado eficiente se
permitir transformar, regenerar e transferir de forma eficiente para a progénie o transgene
exogeno. Logo, de nada adianta obter uma linhagem-elite se esse processo ndo permitir a
transmissao de tais caracteres as geracdes seguintes.

A literatura relata que, a maioria de genes exdgenos introduzidos pelo processo de
biobalistica sdo geralmente transferidos para as geragdes seguintes (CHRISTOU et al.,
1989; MCCABE & MARTINELL, 1993 e ARAGAO et al., 2000). No entanto, também sio
obsevados casos em que 0s transgenes ndo sio transferidos para a progénie (ARAGAO et
al., 2000). Em alguns casos isso tem sido atribuido a transformacéo quimérica (CHRISTOU

et al., 1989; MCCABE & MARTINELL, 1993). Nesses casos, em geral apenas as células da
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epiderme contém os transgenes. Como as células germinativas ndo sdo geradas desse tipo

celular, a presenca dos transgenes nao € observada nos embrides.

A Tabela 3.3 apresenta os resultados do teste qui-quadrado realizado na frequéncia

esperada 3:1 com probabilidade n = 1. Os resultados verificados ndo sugerem padrdo

mendeliano de segregacéo na maioria das linhagens GM.

Tabela 3.3. Anélise via PCR das plantas T; de pSIUCSMVCABMYV, indicando nimero de

plantas analisadas e positivas bem como o teste qui-quadrado.

Linhagem Positivas Negativas X? P
12 17 3 1,06 0,30
21 9 31 58,8 0
39 6 14 21,6 0
52 1 19 50,46 0
59 12 8 2,4 0,12
68 12 8 2,4 0,12
71 14 6 0,26 0,60
72 1 19 50,46 0
99 5 55 1422 0
106 2 48 132,56 0
110 2 18 43,4 0
112 3 17 36,86 0
118 4 16 30,86 0
119 12 8 2,4 0,12

Controle 0 20 58,06 0

Convém ressaltar que estes resultados foram observados apenas na geracdo T 0 que

muito provavelmente pode relacionar-se com quimerismo nas plantas To. Nesse caso, parte

da planta é GM e a outra ndo, o que gera sementes GM e ndo-GM em funcdo da regido da

planta onde a semente é gerada. Pode, ainda ter ocorrido misturas nas sementes ocasionando

padrdo aparentemente anormal de segregacdo. Uma vez selecionada apenas linhagens GM,

nas demais geracdes foi observado o padrdo mendeliano de segregagéo.
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3.8. Desafio com os Virus e Dados Agronémicos (Germinacgéo e Peso de Sementes)

No desafio ou teste realizado com alta estringéncia, as linhagens de
pSIUCSMVCABM 12 e 112 ndo apresentaram nenhum sintoma dos virus apo6s a
inoculacdo. Contudo, as plantas das linhagens pSIUCSMVCABMYV 21, 39, 52, 59, 68, 71,
72, 99, 106, 110, 118 e 119 apresentaram sintomas brandos apenas do CPSMV, esses
sintomas surgiram apds 15 dias de inoculagéo.

Entretanto, esses sintomas desapareceram das plantas das linhagens 21, 52, 68, 71,
72 e 119 a medida que as plantas se desenvolviam e emitiam folhas novas, o que néo foi
observado nas plantas das linhagens 99, 106, 110 e 118 que continuaram a manifestar
sintomas suaves do CPSMV. As plantas do controle negativo apresentaram sintomas
acentuados das viroses 4 dias apds a inoculacdo (dai), o que levou essas plantas a morte em
15 dias.

No desafio usando maior diluicdo dos virus, os sintomas surgiram no controle
negativo de forma bem intensa 4 dai, e nas linhagens transformadas os sintomas foram
quase imperceptiveis sendo observados sintomas leves ao final de 10 dai nas linhagens 68,
71 e 72 pSIUCSMVCAMBMYV e nenhum sintoma nas linhagens 12, 52 e 112
pSIUCSMVCAMBMYV. Mesmo nas linhagens com sintomas as plantas apresentaram
padrdo normal de crescimento. A Figura 3.9 mostra plantas das linhagens transformadas,
inoculadas e o controle negativo. A utilizagdo de construgdes contendo fragmentos virais em
plantas GM pode gerar resisténcia, contudo, nem todas as plantas podem apresentar esse

padréo e é possivel o surgimento de sintomas (ARAGAO & FARIA, 2009).
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CONTROLE _

Figura 3.9. Plantas GM inoculadas com os virus CPSMV e CABMV, onde: A, B, C, D e E (linhagens
transformadas geneticamente) e o Controle sdo plantas ndo transformadas.

Embora na inoculacdo severa as plantas transformadas geneticamente tenham
apresentado sintomas do CPSMV, todas as plantas mantiveram padrdo normal de
crescimento e produtividade, o que ndo foi observado nas plantas controle. Ao longo do
periodo avaliativo ndo foi observado sintoma especifico do CABMV em nenhuma planta
inoculada.

Esses resultados s&o considerados incentivadores, considerando que, segundo
(FREIRE FILHO et al., 2005) as plantas infectadas pelos virus CABMV e CPSMV néo
apresentam produtividade significativa.

Outro aspecto é que a protecdo contra viroses mediada por RNA interferente é
geralmente eficiente em virus que apresentam sequéncias altamente relacionadas, ou seja,

com grande similaridade (BAULCOMBE, 1996), portanto em infec¢des causadas por virus
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distintos com sequéncias pouco relacionadas podera ocorrer quebra da resisténcia mediada
pelo RNA interferente. Isso ocorre porque o silenciamento sera atenuado pelo supressor de
silenciamento do virus ndo similar (NIU et al., 2006), e nesse caso as plantas transformadas
poderdo apresentar sintomas atenuados das viroses como os sintomas verificados nas plantas
de pSIUCSMVCABMYV. Essas linhagens foram inoculadas com dois virus distintos, e pode
ter ocorrido de um dos virus ter suprimido parcialmente o mecanismo de defesa mediado por
RNA interferente (PRUSS et al., 1997).

Convém ressaltar que na natureza o virus é transmitido por inseto e que a inoculagéo
mecanica representa uma quantidade em demasia do patdgeno. Assim, ha a necessidade
futura de se testar essas plantas em condi¢do de campo com inoculacdo natural de ambos os
virus.

As plantas inoculadas de maneira severa, mesmo apresentando sintomas das viroses,
produziram sementes com padrdo igual ao de plantas ndo inoculadas com os virus, o que
sugere que os virus ndo interferiram na fisiologia de desenvolvimento das plantas apesar da

infeccdo conforme Figura 3.10.
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Figura 3.10. Plantas GM de feijdo-caupi inoculadas de maneira severa, onde: T1 e T2 sdo linhagens
transformadas e NT1 e NT2 s&o os controles negativos.

Foram coletadas sementes de todas as linhagens, e para comprovar a viabilidade
dessas linhagens foram realizados testes de germinacdo e peso das sementes. Para o teste de
germinacdo foram usadas 20 sementes, e para o teste de peso seco foram utilizadas 100
sementes de cada linhagem, também foram usadas como controle sementes da cultivar BRS

Novaera, conforme demonstrado nas Figuras 3.11 e 3.12.
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Figura 3.11. Teste de germinagdo das sementes obtidas das plantas GM inoculadas com os virus CPSMV e
CABMV e controle ndo inoculado.

A taxa de germinacdo nas sementes oriundas das plantas GM foi acima de 90%, o
que pode ser considerado um resultado de alta viabilidade dessas sementes. Esse resultado
também sugere que os virus ndo interferiram na sua fisiologia de germinacdo, uma vez que
maioria das plantas GM obtiveram germinacdo e peso de sementes bem préximos aos das
plantas controle, com excecdo das linhagens pSIUCSMVCABMYV 71 e 72 que tiveram peso
inferior, mas com padrdo de germinagdo semelhante ao controle, conforme apresentado na

Figura 3.13.
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Figura 3.12. Peso das sementes oriundas das plantas GM inoculadas com os virus CPSMV e CABMV.
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4. Conclusodes

No presente trabalho foram obtidas 15 plantas GM de feijdo-caupi que apresentam o
gene de resisténcia ao Cowpea severe mosaic virus (CPSMV) e o do Cowpea aphid-borne
mosaic virus (CABMV).

Para feijdo-caupi, o processo de biobalistica demonstrou ser um método eficiente na
geracdo de plantas GM, proporcionando elevada eficiéncia de transformacéo. Esse trabalho
demonstrou que esse método tem robustez suficiente para geragdo de eventos-elite que
possam ser introduzidos em programas de melhoramento genético do feijao-caupi.

As plantas GM foram desafiadas mecanicamente com os virus CPSMV e CABMV e
foi verificada resisténcia das linhagens GM 12 e 112. E nas condic¢des de inoculagéo severa
foi verificada alta tolerancia das linhagens GM testadas.

As anélises moleculares de S. blot e N. blot demonstraram que o cassete foi
totalmente integrado ao genoma das linhagens, bem como comprovou a presenca dos
SiRNAs.

As avaliacOes agrondmicas demonstraram que as plantas GM apresentaram padréao

de producéo, germinacdo e desenvolvimento de sementes similar as plantas controle.
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CAPITULO IV

Aualiacio das Linkagens de fecido-caunpc QUL para Tolenduncia ao
Ferbicida Imagapyn
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1. Introducgéo

Atualmente o cultivo do feijdo-caupi tem despertado o interesse de grandes
produtores, expandindo-se para a regido Centro-Oeste do Brasil. Nesse caso, € incorporado
aos arranjos produtivos como safrinha apds o cultivo de soja e do arroz, e, em algumas
regides o feijdo-caupi ja é tido como cultura principal (FREIRE FILHO et al., 2011;
CITADIM, 2011). Com isso problemas de controle de pragas, doencas e plantas invasoras
tem despertado a atencdo dos centros de pesquisa.

Segundo dados da CONAB (2012), a area cultivada com feijao-caupi no Brasil
atinge 1,3 milhGes de hectares com a producdo de 480 mil toneladas, mantendo a
produtividade em torno de 366 Kg.ha™. Essa produtividade é considerada muito baixa, uma
vez que a referida cultura pode obter produtividade de até 3 t.ha’ (BEZERRA, 1997).
Vaérios fatores podem interferir na baixa produtividade do feijdo-caupi, tais como falta um
pacote adequado de manejo, o ataque de pragas e doengas e infestacdo por plantas invasoras
(FREIRE FILHO et al., 2008).

As plantas invasoras para a cultura do feijdo-caupi podem representar um dos fatores
que limitam o desenvolvimento da cultura, uma vez que competem por luz, nutrientes e
agua, levando a uma drastica reducdo da produtividade e aumento dos custos de producao.
Quando ndo controladas podem levar a reducdo de até 90% do rendimento dos gréos do
feijao-caupi (MATOS et al., 1991). E considerado como periodo critico de competicdo das
plantas invasoras da germinacdo até o 362 dia de cultivo. Na maioria das cultivares o ciclo
dura em torno de 60 a 80 dias (EMBRAPA, 2003), dai a infestacdo de invasoras nos
primeiros dias do ciclo da cultura pode levar a reducdo do desenvolvimento e crescimento
das plantas. Convem ressaltar que as folhas do feijao-caupi sdo emitidas de nos presentes no

caule da planta, e que quando ocorre reducdo da altura da planta é provavel que o numero de
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folhas emitidas seja reduzido, o que certamente refletira na fotossintetizacdo e posterior
produtividade da planta (SILVA & SILVA, 2007).

O objetivo da engenharia genética em plantas é introduzir genes de interesse
agrondmico, tais como resisténcia a pragas e doencas, tolerancia a condi¢Oes de estresse
ambiental, melhoria nutricional, dentre outros. Nesse sentido, a obtencdo de plantas de
feijdo-caupi tolerantes a herbicida pode representar uma ferramenta Gtil no manejo de

plantas invasoras dessa cultura.

1.1. O imazapyr

O imazpyr pertence ao grupo quimico denominado imidazolinas (&cido 2-4-
isopropil-4-metil-5-oxo0-2-imidazolina-2-ilo), sendo considerado um herbicida de amplo
espectro de acdo, e além de ser utilizado na atividade agricola propriamente dita, também é
utilizado na manutencéo de ferrovias, oleodutos, rodovias, aeroportos, campos de futebol
dentre outros (RODRIGUES & ALMEIDA, 2005).

O mecanismo de acdo do imazapyr é caracterizado pela inibicdo da enzima
acetohidroxido sintase, ou AHAS, que é uma enzima encontrada somente no reino vegetal e
que é parte da via de sintese de trés aminoacidos essenciais: isoleucina, leucina e valina
(TAN et al., 2005). Ao atuar na sintese de aminoécidos o imazapyr interfere na sintese
proteica, 0 que consequentemente vai alterar a sintese de DNA e o mecanismo de
desenvolvimento celular com morte das células afetadas, particularmente aquelas da regido
meristeméatica (RODRIGUES & ALMEIDA, 2005). As plantas tornam-se cloréticas, com
desenvolvimento lento e morrem dentro de 1 a 2 semanas apos a aplicagdo do imazapyr.
Esse herbicida apresenta acdo pré e pds-emergente e pode controlar mono e dicotiledéneas

anuais e perenes.
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1.2. Plantas Geneticamente Modificadas (GM) Tolerantes a Herbicidas

O uso de herbicidas como agente de selecdo mostra-se mais eficiente que o uso de
antibidticos, uma vez que o herbicida pode mobilizar-se para 0 meristema apical (regido
transformada) e chegar a todas as partes da planta, com isso ocorre menor chance de
obtencdo de falsos positivos e de plantas quimeras, ou seja, parte plantas com partes
transformadas e partes ndo transformadas.

Em trabalhos de transformacdo genética realizados com feijdo comum, soja e
algodao demonstrou-se que a sele¢cdo com herbicida é mais eficiente do que a selecdo com
antibidticos (ARAGAO et al., 1996; ARAGAO, 2002; RECH et al., 2008). O uso deste
agente de selecdo tem demonstrado aumento significativo, cerca de 2 a 3 vezes, na
recuperacdo das plantas transformadas nas culturas de feijdo, soja e algoddo (RECH et al.,
2008).

As culturas GM com tolerancia a herbicida sdo resistentes a herbicidas de aplicagéo
pos-emergéncia, o que de certa forma, favorece o uso de sistemas de semeadura direta,
proporcionando maior conservagdo de solo, menor contaminagdo dos mananciais e meio
ambiente de modo geral (VIDAL, 1997). Culturas comerciais contendo genes de tolerancia
ao grupo quimico das imidazolinas sdo consideradas promissoras, uma vez que esse grupo
de herbicidas apresenta bom espectro de controle, baixo impacto ambiental, baixa toxicidade
para mamiferos, flexibilidade de aplicacdo e registro em varios paises (NEWHOUSE et al.,
1991).

Segundo VIANNA et al., 2011, atualmente no Brasil sdo cultivados mais de 24
milhGes de hectares com plantas geneticamente modificadas, desses mais de 17 milhGes de
hectares sdo ocupados com soja tolerante ao herbicida glifosinato (soja RR), e em 2009 foi

aprovada a comercializacdo da soja tolerante ao imazapyr (soja CV 127). Portanto, o uso de
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plantas transformadas com tolerancia a herbicidas ja € uma realidade nas lavouras de grédos

do Brasil desde 1998.

2. Material e Métodos

Na construgéo do vetor pSIUCSMVCABMYV foi inserida uma regido que cofere
tolerancia aos herbicidas da classe das imidazolinonas (ex. imazapyr, imazaquin etc). 1sso
seu deu em vistas a necessidade de ter no vetor de transformacdo uma regido que
selecionasse as células transformadas. O gene utilizado foi o Atahas ou Ahas isolado de A.
thaliana e clonado no vetor pAC321 (RECH et al., 2008). Esse gene codifica a enzima
aceto-hidroxiacido sintase mutada. A enzima em questdo apresenta uma mutagao na posicao
653 0 que resulta na troca de uma serina por um asparagina, o que resulta no impedimento
da ligacdo inibitéria do herbicida (SATHASIVAN et al., 1990).

Sementes das linhagens de pSIUCSMVCABMV foram germinadas em casa de
vegetacdo, analisadas via PCR para o gene ahas e cultivadas por 15 dias conforme
recomendacdes para a cultura do feijdo-caupi. Para o teste foi utilizado herbicida imazapyr

Arsenal (BASF) em concentragdes de 100 e 200g.ha™.

3. Resultados e Discusséo
3.1. Avaliagéo das Linhagens Tolerantes ao Imazapyr
No presente estudo as 15 plantas GM foram positivas ao serem analisadas por PCR

para 0os primeres do ahas que é o gene de tolerdncia ao herbicida imazapyr. A Figura 4.1

apresenta a foto do gel de agarose da PCR de 10 plantas GM.

12 3 45 6 7 8 910 1112

1,500~

1,000~
750~

500~

Figura 4.1. Eletroforese das plantas GM ap6s PCR com os primeres SojaElF e SojaE1R , onde: linha 1
representa 0 marcador 1 kb, linhas de 2 a 11 as linhagens: 12, 21, 39, 52, 59, 71, 99, 110, 112 e 119, linha 12 é

o0 controle negativo.
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A Figura 4.1 acima demonstra que apenas as plantas GM apresentaram o0 padrdo
esperado, com banda de 680 pb.

Dez plantas de cada uma das 12 linhagens geradas com o vetor foram pulverizadas com
o herbicida imazapyr nas concentragbes de 100 e 200g.ha™. Ao final de 2 a 8 semanas do
tratamento com imazapyr foi possivel observar diferentes niveis de tolerancia ao herbicida em
todas as linhagens transgénicas. Os sintomas tipicos de acdo do herbicida, como nervuras
avermelhadas e folhas murchas foram verificados em quase todas as linhagens, exceto a
linhagem 59, que apresentou tolerancia total ao herbicida aplicado nas concentragdes de 100 e
200 g.ha™ de imazapyr (Tabelas 4.2, 4.3 e Figura 4.3). As linhagens 72, 52, 106, 99 e 68
apresentaram plantas mortas apds 3 semanas da aplicacdo de imazapyr com ambas as dosagens
utilizadas. Os sintomas também foram diferenciados, além do aparecimento das nervuras
avermelhadas, multibrotacdo ap6s o aparecimento dos primeiros sintomas e recuperacao,

chegando a fase adulta.

Tabela 4.1. Relacdo do numero de plantas e sintomas apresentados ao final de 30 dias da

pulverizacdo com 100g.ha™* com herbicida imazapyr.

Linhagens Sobreviveram Sem Sintomas Multibrotadas Mortas
12 10 0 10 0
21 9 1 9 0
39 4 0 0 6
52 0 0 0 10
59 0 10 0 0
68 0 0 0 10
71 0 5 0 5
72 0 0 0 10
99 0 1 0 9

106 0 0 0 10
110 3 0 0 7
119 10 0 8 0

93




Tabela 4.2. Relacdo do numero de plantas e sintomas apresentados ao final de 30 dias da
pulverizacdo com 200g.ha™* com herbicida imazapyr.

Linhagens Sobreviveram Sem Sintomas Multibrotadas Mortas
12 10 0 10 0
21 10 0 0 0
39 9 0 0 1
52 0 0 6 4
59 0 10 0 0
68 0 0 0 10
71 5 1 5 4
72 0 0 0 10
99 6 4 0 0

106 8 0 0 2
110 7 0 7 3
119 10 0 0 0

3.2. Anélise de Southern blot

Para essa andlise foi adotado o mesmo protocolo seguido no Capitulo 3 para extracdo
de DNA de 10 plantas GM de feijdo-caupi e 1 planta controle. As plantas GM utilizadas
foram das linhagens 12, 21, 39, 52, 59, 71, 99, 110, 112, 119 e uma planta controle nao
transformada.

Foram utilizados cerca de 60 pg de DNA de cada planta digerido com a enzima
Xbal, separado em gel de agarose 0,8% e transferido para membrana de nylon
(Hybond N+, Amershan Pharmacia Biotech). A hibridizacdo foi feita com sonda
compreendendo um fragmento da regido promotora do gene ahas amplificada com os
SOJAE1LF: SOJAELIR: 5'-

primers 5-CATTGCTTCTGCTATCGACACG-3" e

CCTCGGGATTTGATTTTTGGTCCT-3" usando-se o vetor pSIUCSMVCABMV como
molde. Na Figura 4.2 é possivel verificar o resultado desse teste para as 10 linhagens GM

analisadas.
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Figura 4.2. Resultado do teste de S. Blot, onde a linha 1 representa o controle negativo, as linhas de 2 a 11
representam as linhagens GM 12, 21, 39, 52, 59, 71, 99, 110, 112 e 119. Os nimeros a esquerda referem-se ao
marcador molecular em Kb.

Esses resultados demonstram que o transgene do ahas foi integrado de forma intacta
no genoma de todas as plantas GM, como pode ser verificado pela presencga de banda com
aproximadamente 6 kb o que coincide com o padréo esperado para a digestdo com a enzima
Xbal.

A Figura 4.3 mostra as plantas GM submetidas a 200 g.ha™ do herbicida imazapyr,
foi possivel verificar padréo diferente de tolerancia entre as linhagens GM. Esse padrdo foi
demonstrado pelo desenvolvimento lento e nervuras avermelhadas das plantas GM mais
sensiveis ao herbicida. Entretanto, nas plantas controle ndo foi verificada nenhuma

tolerancia ao imazapyr.

Figura 4.3. Plantas das linhagens GM e Controle. Onde Al: 59, A2: 12 e A3: Controle negativo submetidas a
200 g.ha™ do herbicida imazapyr.
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Considerando que o gene de resisténcia ao imazapyr inserido no feijao-caupi pode
ser encontrado naturalmente em algumas plantas que apresentam resisténcia a esse grupo de
herbicidas, e que recentemente foi aprovada a comercializacdo da soja resistente a esse
mesmo grupo de herbicidas, é provavel que apds serem realizados estudos detalhados de
biosseguranca com as linhagens que apresentaram os melhores resultados seja possivel o
lancamento de um produto comercial com resisténcia a herbicida.

O cultivo do feijdo-caupi tem aumentado, sobretudo, na regido centro-oeste do
Brasil, nesse sentido o desenvolvimento de uma cultivar com resisténcia a herbicida podera
representar uma alternativa para os produtores no referente ao controle de invasoras dessa

cultura.

4. Conclusodes

Das linhagens GM obtidas, foi verificado expressivo padrdo de tolerancia ao herbicida
imazapyr. Contudo, sintomas tipicos da acdo do herbicida, como nervuras avermelhadas e
folhas murchas foram verificados em quase todas as linhagens, exceto a linhagem 59, que

apresentou tolerancia total ao herbicida.
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Introducéo

As viroses do feijdo-caupi podem ser consideradas como uma das patologias
desafiadoras para o melhoramento genético, uma vez que a fonte de germoplasma com
resisténcia natural € dificil de ser encontrada (com possibilidade de que seja facilmente
transferida para varios genotipos) e o avanco do melhoramento genético em termos de
cultivares altamente resistentes é ainda incipiente (FREIRE FILHO et al., 2011).

Nesse aspecto, a demanda por técnicas que consigam desenvolver novos gendtipos
que possam entrar nos programas de melhoramento genético tem sido crescente. A
engenharia genética de plantas surge nesse contexto com a proposta de somar conhecimento
ao melhoramento convencional.

A combinacdo de técnicas de cultivo in vitro, biologia molecular e transferéncia
exogena de genes representa uma valiosa ferramenta para o melhoramento genético de
plantas, uma vez que possibilita a introdugdo de genes de interesse agronémico tais como:
resisténcia a pragas e doencas, aumento do valor nutricional, melhor adaptabilidade as
condigdes de clima e solo, dentre outras. Nesse sentido, ndo apenas genes vegetais podem
ser introduzidos em plantas, mas também genes de animais e microrganismos podem ser
introduzidos de maneira controlada em um genoma vegetal, de forma independente da
fertilizacdo para obtencdo de protocolos de transformacdo genética visando a obtencdo de
linhagens-elite (GANDER et al., 1996, ARAGAO et al., 2000; FREIRE FILHO et al.,
2005). Existem grupos de pesquisa em paises como Austrélia, Brasil, india e Nigéria que ja
desenvolveram metodologias para obtencdo de plantas GM de feijdo-caupi. Esses grupos vém
inserindo genes de interesse agrondémico nessa cultura. O exemplo mais marcante é o de plantas
com genes Bt resistentes a Maruca sp desenvolvidas pelo grupo australiano do CSRIO. Essas

plantas ja vém sendo testadas em campo em Porto Rico e paises africanos (CITADIM, 2011).
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O estudo realizado possibilitou a consolidagdo do protocolo de transformagéo
genética de feijdo-caupi desenvolvido na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia para
obtengdo de plantas GM com resisténcia a viroses, e de certa forma langa um leque de
possibilidades para utilizacdo da técnica de RNA interferente na obtencdo de linhagens

resistentes as viroses.

Perspectivas

= Considerando que os desafios com 0 CSMV e o CABMV foram feitos em casa de
vegetacdo de maneira mecanica, € de grande importancia que futuramente sejam realizados
testes em nivel de campo com inoculacdo natural dos virus para consolidar os resultados
obtidos em casa de vegetacao.

= Cruzamento das melhores linhagens com linhagens comerciais visando obtencéo
de linhagens-elite resistentes ou altamente tolerantes ao Cowpea aphid-borne mosaic virus
(Potyvirus) e ao Cowpea severe mosaic virus (Comovirus), que possam ser introduzidos em

programas de melhoramento genético do feijdo-caupi.
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APENDICE

Tabela 1A. Meio para crescimento de bactéria (LB)

Componente (reagente usado) Quantidade para fazer 1 L em gramas
Triptona 10
Extrato de levedura 5
NaCl 10
Agar (no caso de meio s6lido) 16

Fonte: Brasileiro et al, 1998.

Tabela 2A. Meio MS (MURASHIGE & SKOOG 1962)

Composicio | Quantidade em mg/L™
MACRONUTRIENTES

NH4sNO; 1.650

KNO; 1.900

CaCl,.2H,0 440

MgSO4.7H,0 370

KH,PO, 170

MICRONUTRIENTES

ZnS0, 8,60

H;BO3 6,20

MnSQO,.4H,0 22,30

CuS04.5H,0 0,025

Kl 0,83

Na;Mo00,4.2H,0 0,25

CoCl,.6H,0 0,025

FeEEDTA

FeSO,4.7H,O 27,80

Na,EDTA.2H,0 37,30
VITAMINA

Inositol 100,00

Acido Nicotinico 0,50

Piridoxina-HCI 0,50

Tiamina-HCI 0,10

Glicina 2,00

SUPLEMENTO ORGANICO

Sacarose 30.000

Agar ou fitagel 6.000 ou 8.000

pH 58

Fonte: Brasileiro et al., 1998.

Tabela 3A. Reguladores de Crescimento e antibidtico

Nome Nome_ Classe e Solvente Mo_d_o de~ Condiges de
Comercial Molecular esterilizagdo estocagem

BAP | 6-benzilaminopurina | Citocinina | 225,2 NAOH Autoclavagem 0a5°C

IMZ | Imazapyr Herbicida | 261,3 H,0 Filtroisterelizagdo |0a5°C

AMP | Ampicilina Antibiotico H,0 Filtroisterelizacdo |0a5°C

Fonte: Brasileiro et al., 1998.
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Tabela 4A. Solugbes usadas na extracdo de DNA bacteriano

Nome da solugéo Componentes Concentracao
~ Tris HCI pH 8,0 20 mM
SOLUGAO L EDTA 10 mM
B Tris HCI pH 8,0 25 mM
SOLUCAO | EDTA 10 mM
Glucose 50 mM
~ NaOH 40 mM
SOLUCAO Il SDS 20%
~ Acetato de potassio 3M
SOLUGAG I Acido acético glacial 2 M
TE Tris HCI pH 8,0 25 mM
EDTA 10 mM
Fenol
CLOROFANE (;Ioroférmio 25:24:1
Alcool isoamilico
CLOROFIL Cloroformio 24:1
Alcool isoamilico

Tabela 5A Solucéo de extracdo de DNA genémico

Solucéo Reagentes Concentracao
CTAB 2%
NaCl 5M
Tampao de extracdo Tris-HCI 1M pH 8,0
EDTA 20 mM
B-mercaptoetanol 0,2%

Tabela 6A Solugbes do S. blot e N. blot

Solucéo de Lavagem Reagentes Concentracéo
Solugio | SSC 20X 2X
SDS 10% 0,1%
Solucéo Il SSC 20X X
SDS 10% 0,1%
Solucéo 11 SSC 20X 0,1X
SDS 10% 0,1%
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Sequencia do vetor pSIUCSMVCABMV

LOCUS

pSIU-CSMVCABMV

29-JUN-2009
FEATURES

BASE

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741

misc feature
misc feature
misc feature
misc feature
misc feature
misc feature

misc feature

promoter

misc feature

misc feature

COUNT

ctaaattgta
attttttaac
gatagggttg
caacgtcaaa
ctaatcaagt
cccceccecgattt
agcgaaagga
cacacccgcc
caactgttgg
gggatgtgct
taaaacgacg
ccgcggtgge
ataaatgaaa
tcggattgat
cttttgttta
agaattattt
atatactatt
gagtaaattt
cctaacatga
aacaaaaaaa
gaatcccaag
gtagtaacaa
tgatttggtt
ttttagcaaa
ctcttgcact
ttttctaaac
gaaaaatatt
ctttgtgttc
cggaactaaa
cctgctgaaa

11784 bp DNA
Location/Qualifiers

677..3159

/label=ahas-pro

3160..5173

/label=ahas\cd

<5174..>639%4

/label=ahas-term

complement (6426..6679)
/label=nos-term
6697..7573

/label=CSMV-CABMV

complement (7988..8864)

/label=CSMV-CABMV

7592..7961

/label=intron\AtMS
complement (9007..9530)
/label=35sd\CaMVv

8878..8915

/label=AMV

10796..11656

/label=ampR

3298 a

agcgttaata
caataggccg
agtgttgttc
gggcgaaaaa
tttttggggt
agagcttgac
gcgggcegceta
gcgcttaatg
gaagggcgat
gcaaggcgat
gccagtgagce
ggccgctcta
aatcgtttcc
gttgaaggct
ctccatatca
attgttatag
ttcatgacat
atcatgttca
attgttcagt
aagtgttaaa
attctttcat
ggagtcttgg
accatttatt
aaaaaacaaa
tttcaagagt
ttaaaatagt
ttatagatgg
agaccgaatc
gtataaaacc
ccctaatttce

2416 ¢

ttttgttaaa
aaatcggcaa
cagtttggaa
ccgtctatca
cgaggtgccg
ggggaaagcc
gggcgcetgge
cgccgctaca
cggtgcgggce
taagttgggt
gcgcgtaata
gattatgtat
aggataatat
tgaagcgctt
atttgatcca
taaaaaaaag
aagtaattaa
tgtgtagtta
tgaagacagt
atttgtaaac
aatccggaat
tatgcttcca
atgtaaccga
aaaaaacaag
tttactttga
agcatcaaca
aaagtaatcg
aaatctgaat
aaatgtcaaa
gattaccaat

2533 g
attcgcgtta
aatcccttat
caagagtcca
gggcgatggc
taaagcacta
ggcgaacgtg
aagtgtagcg
gggcgcegtcece
ctcttcgcta
aacgccaggg
cgactcacta
ttccaacttt
tttgatgaaa
caaattatag
ttatactacc
gaaaaccaca
gttgtacaac
cctcgtgaat
tcaaaacatg
ctctttcaag
cttggctgaa
tgctttttat
aattttcatt
gagtcttgtc
tgagtgagac
tcactcaatt
atattaagac
tggagaaatt
aataaaaccc
tccgatctaa

circular

3537 t ORIGIN

aatttttgtt
aaatcaaaag
ctattaaaga
ccactacgtg
aatcggaacc
gcgagaaagg
gtcacgctgce
cattcgccat
ttacgccagce
ttttcccagt
tagggcgaat
cattaacaat
tctcatatta
accagattat
taagaaaatt
aaaataatct
ttttttttaa
aaccgacggt
tgtttcactc
caaaaaaaga
aacgtataaa
ccttttttgt
gtaataatga
ttcgttctca
atttgtcttt
ataattctta
aaataagaaa
atggtggagg
aattttcatc
aaagaagtca

aaatcagctc
aatagaccga
acgtggactc
aaccatcacc
ctaaagggag
aagggaagaa
gcgtaaccac
tcaggctgcg
tggcgaaagg
cacgacgttg
tggagctcca
ataatcgcat
ttgttcgtac
ttaagttttt
taggtaacat
acttttacgt
tgaaaagaga
tatatagacg
taaaatcctc
aaaagtgtta
agagattgac
catggaacca
atatttaaat
aatttcagag
ttagtgttta
agatgttgta
ccaaaccgga
cgaaagtcaa
cttaaacgaa
tggaagccat
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1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401

tgattccgca
ctgtcacaaa
ttgatctgta
agaattcacg
attcttcgtg
tagtactttc
cttgacatat
gaccacattc
attggttata
ggcttattgt
ttctgtctcc
tcgttcgcectce
ttgtttcatg
tcgcgctaca
agccctttga
ttccattttc
aaattatatt
tttttgtcca
aagaaagaaa
atatcgaagg
tttatctata
aaacccttaa
ctctgtttct
acaacaacat
ccattaccaa
tccteeegece
acaaccacca
atctcccgat
gaacgtcaag
caagccttaa
gtattcgcag
tcaggtcccg
cctcttgtag
gagactccga
gttgaagata
ggacctgttt
gaacaggcta
catttggagc
ggtggttgtt
gttgcgagta
atgcttggaa
ttggcgtttg
agggctaaga
catgtgtctg
aaccgagcgg
aaacagaagt
attaaggtcc
catcaaatgt
ggaggccttyg
cctgatgcga
ctagccacta
cttggcatgg
ctcggggatc
tgcgggattc
atgctggata
ttgccgatga
attaaatact
atggtaaaaa
ttgttgatct
cctttcecttte
tttggttatt

atcgatcctc
cccgatcgcea
gattagggtt
aaagtagctg
aagctcgttt
tttacgaggt
agtcattgat
ttggttcatt
gatcagatag
ctcaaaagat
ttgtatcttt
tggtgtcatg
caagaaatgc
ggcaatgctc
ggaagctctt
acttatctct
gtcatcaaga
attcgtggaa
gatcaatttg
ctcaatcaca
aataaaggac
acttcaagtc
ctatctcttg
cttcttcgat
tctccagatt
gccgcggtat
atgtcacaac
tcgctccaga
gcgtagaaac
ccecgcetette
cagaaggata
gagctacaaa
caatcacagg
ttgttgaggt
tccctaggat
tggttgatgt
tgagattacc
agattgttag
tgaattctag
cgttgatggg
tgcatgggac
gggtaaggtt
ttgttcatat
tgtgtggtga
aggagcttaa
ttccgttgag
ttgatgagtt
gggcggcgcea
gagctatggg
tagttgtgga
ttcgtgtaga
ttatgcaatg
cggctcagga
cagcggcgag
caccaggacc
tcccgagtgg
gagagatgaa
aacttagttt
gcctgetttt
attttataaa
gcgaaatgcg

tcagagattt
agggtaacgc
ttctgaaatt
tgcgtacggc
tcatcccaat
aattgatctc
tcaatagttc
cctcaataat
tggaagactt
tagtgctttg
attatatcta
gatggagtct
tgagataaac
cgaggagtag
agttttgtta
tgttccttat
agtatcttta
ccaacttgca
ataaatttct
aatacaatag
caaaaatcaa
tcatttttaa
ctcatctttc
ctccttetec
ctccctecca
caaatccagc
cactccctct
tcaaccccgce
cgtattcgcet
ctcaatccgt
cgctcgatcecc
tctcgttagce
acaagtccct
aacgcgttcg
tattgaggaa
tcctaaagat
tggttatatg
gttgatttct
cgatgaattg
gctgggatct
tgtgtatgca
tgatgatcgt
tgatattgac
tgttaagctg
gcttgatttt
ctttaagacg
gactgatgga
gttctacaat
atttggactt
tattgacgga
gaatcttcca
ggaagatcgg
ggacgagata
ggtgacaaag
ttacctgttg
tggcactttc
accggtgatt
gcaatttcct
tggtttacgt
taaataatcc
aatggtaaat

cgctaagagc
cttttctcaa
ttgatatcat
gattggattt
caacaacatc
gcattatata
tgttaattcc
ttgtaatcat
taggatgaat
ctgtctccat
ttcgtcccecat
ctgttccatg
actcatttgt
gaggagaaga
ttgtttttgt
agaccttata
aaatctaaat
gcttgtatcc
cagccacaaa
atagactaga
atcccgaggg
acaaatcatg
tcctgaacca
accaaaccat
ttctccctaa
tctcecctect
ccaaccaaac
aaaggcgctg
taccctggag
aacgtccttc
tcaggtaaac
ggattagccg
cgtcgtatga
attacgaagc
gctttectttt
attcaacaac
tctaggatgce
gagtctaaga
ggtaggtttyg
tatccttgtg
aattacgctg
gtcacgggta
tcggctgaga
gctttgcaag
ggagtttgga
tttggggaag
aaagccataa
tacaagaaac
cctgctgcga
gatggaagct
gtgaaggtac
ttctacaaag
ttcccgaaca
aaagcagatc
gatgtgattt
aacgatgtca
atcagaacct
gtttgttttg
cagactacta
ggttcggttt
tgagtaattg

agtgttcgtc
aaaaatctca
ttgtaattga
gtggtgatgg
atcgttggat
tctacatttt
tttaaagatc
attggtggat
ttcagctagt
tgcttctgct
gagttttgtt
tttctgtaat
gaaagtttct
acgaaccaaa
agccaaattc
agttttttat
ctcaaatcac
attctcttaa
ttctacattt
gattccagcg
cattttcgta
ttcacaagtc
tggcggegge
ctccttectce
accccaacaa
ccatctccgce
ctaccaaacc
atatcctcgt
gtgcatcaat
ctcgtcacga
caggtatctg
atgcgttgtt
ttggtacaga
ataactatct
tagctacttc
agcttgcgat
ctaaacctcc
agcctgtgtt
ttgagcttac
atgatgagtt
tggagcatag
agcttgaggc
ttgggaagaa
ggatgaataa
ggaatgagtt
ctattcctcc
taagtactgg
caaggcagtg
ttggagcgtc
ttataatgaa
ttttattaaa
ctaaccgagc
tgttgctgtt
tccgagaagce
gtccgcacca
taacggaagg
tttatggtct
gtaatttgag
ctgctgttgt
actccttgtg
aaattcgtta

tcgtccagcg
tttccgattt
attggttatc
gattcgttgg
cttcttagtg
ggttatgtta
attttgacta
atagaagtag
tttttttttt
atcgacacgc
tgttctgtat
gcatgttggg
aaactctgaa
cgacattatc
tccattctta
tcatgtatac
caggactatg
ccaataaaaa
aggttttagce
tcacgtgagt
atccaacata
tcttettett
aacaacaaca
ctccaaatca
atcatcctcc
cgtgctcaac
cgaaacattc
cgaagcttta
ggagattcac
acaaggaggt
tatagccact
agatagtgtt
tgcgtttcaa
tgtgatggat
tggtagacct
tcctaattgg
ggaagattct
gtatgttggt
ggggatccct
gtcgttacat
tgatttgttg
ttttgctagt
taagactcct
ggttcttgag
gaacgtacag
acagtatgcg
tgtcgggcaa
gctatcatca
tgttgctaac
tgtgcaagag
caaccagcat
tcacacattt
tgcagcagct
tattcagaca
agaacatgtg
agatggccgg
ttgtatgcat
tttcttttag
tgtttggttt
actggctcag
ttagggttct
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5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8l6l
8221
8281
8341
8401
8461
8521
8581
8641
8701
8761
8821
8881
8941
9001
9061

aagctgtttt
ccattggttt
acgatgtcat
aaatagggta
acattttttc
acactaaatt
taaaaacata
tgaatttttc
acattggaag
taaaaaatag
tatatttttt
ttttcctttt
tatagatata
aatatgatgc
agtaaactaa
acgacattta
attcccgatc
gatattttgt
catctcataa
agaaattata
tgccaaatgt
tggatgtgct
atcttaaaaa
ggttgttgac
agggcataga
aaagatttca
cagcacattc
tttggctgga
gatttttatg
aaggctgcag
acaactagtg
cttttgggaa
tcacgatctt
atatgttagt
gccatgcccce
tatgaaaact
aacacattag
gtaacaaact
tatttatgtc
agttaatatc
tcgatacaag
actaaccaaa
cgggcccgag
cactccaacc
gggaaaccac
accattagct
ccatgcgtca
tcagtgttct
ttggcgagag
gatgtgactt
cctgagcettc
cctctacttt
cctttgagtt
atcatccact
atatgacagt
atcctcttcce
aacatgttgc
gaagtatttg
ttatatagag
ggagatatca
gatgctcctc

aacagtcact
ttaattgaaa
cgagaagtaa
attcaaaatc
agattttgaa
attttaatgt
gagaactctt
tgatttagga
taggaatatt
aaaagaaact
catttctttt
gatagccttt
ttttaggtag
gttgatctct
agtagtcaaa
tgtgaaacaa
tagtcctcat
tttctatcgce
ataacgtcat
tgataatcat
ttgaacgatc
gcaacatgtt
ggaagaggat
actgtcatat
agtggatgat
aactcaaagg
aaagtagagg
gaagctcagg
aagtcacatc
ctctcgceccaa
agaacactga
tgacgcatgg
agctaatggt
gtggtttccc
ggttggagtyg
ctcgggcecca
ttggtttgga
tttaattgga
tgaatttact
aaatttgttt
tcgatttggt
ttaagtaaat
agttttcata
ggggcatggc
actaacatat
aagatcgtga
ttcccaaaag
cactagttgt
ctgcagcctt
cataaaaatc
tccagccaaa
gaatgtgctg
tgaaatcttt
tctatgccct
gtcaacaacc
tttttaagat
agcacatcca
aaagaaaatt
gaagggtctt
catcaatcca

gtgggtgggg

gggttaatat
tgtgctcata
aatcaactgt
tagcttgata
caagtaaatc
ataaaagatg
gtaaattgaa
ttcacatgat
tcaaaaagtt
agtattaaag
tccagcatga
taattgatct
tattagcaat
tcatcattca
aattgtactt
aaacaatatc
agatgacacc
gtattaaatg
gcattacatg
cgcaagaccg
ggggaaattc
tcctctececa
ggtaagatga
ggtgctatgt
gagagttgat
gcatgacgca
tgcagtgtga
gtctttcaca
taagacttct
cgttaacacc
gaggcacact
gcagtaaagg
tggttttagt
accagtatgt
ctcagagtga
ctagttttat
ttggatttga
ccgcgttcaa
attcagagga
ggtttggtgt
ttggtttggt
tttgtgttgg
cacaaatctc
ctctccgcta
atagtttgac
gacgataact
ggaatgcatg
tgccacattc
catctgtgcet
gaaagcatac
tccttcteca
agataaactc
gtgcgcagca
catcccctac
gtcggtgcect
tgcaataaga
taacagtttg
aaaaataaaa
gcgaaggata
cttgctttga
gtccatcttt

ctctcgaatc
tgggcecgtgg
gtccacatta
tgccttttgg
caaaaaaaaa
cttaaaacat
gtatgaaaat
ccaaaaagga
tttttttttt
ttgtaaattt
ggttatgatg
attataattg
ttacacttcc
atggttagtc
tagtttaaaa
tagaactagt
gcgcgcgata
tataattgcg
ttaaatatta
gcaacaggat
gagctcagtt
ccaccaattt
tgctggctat
gttttcaatt
gtttgaaata
cttatacagc
tgattacaac
ggagacaaga
gacagagcaa
aggatgttcg
gctactgatg
cctgggtccg
aaatagtacg
tatattactt
ttgtgtcacg
ggtccatttt
ccgacattgg
tttggtatca
attgaccaaa
atttcgatcc
atgttctgct
ggtttgaaca
ggtagctacg
agttcaatta
tggatatatg
gtggcggggg
ttctgattga
ccatccaggc
attgcttccc
cttgctaagc
gcagatttga
cacgcatcca
atgcatcaaa
tgaatttgag
ctgctcctta
taacaacctt
cccagcaaag
agatctcctc
gtgggattgt
agacgtggtt
gggaccactg

ttgcatggaa
tttccaaatt
tcagttttgt
ttcattttaa
aaaaaaaaaa
ttggcttaaa
atactgaatt
aatccagaag
aagtaagtga
aataaacaaa
gcaggatgtg
acgaaaaaat
aaaagactat
aaaaaaataa
tattacatga
ggatccccecg
atttatccaa
ggactctaat
catgcttaac
tcaatcttaa
ctttgctggg
aaggttgtta
taaggagcag
ctcaaattca
tttgatgcat
tggatgcgtg
tcaaatctgc
gcttagcaag
gggaagcaat
gcctggatgg
tcaatcagaa
ccccececgcecac
catatatcca
taattgaact
cgtagctacc
ctttcactct
tgaaactttt
gtttaaattt
tttagttggt
ggttctgttt
gtatataata
ggctgatgga
cgtgacacaa
aagtaatata
cgtactattt
cggacccagg
catcagtagc
cgaacatcct
ttgctctgtc
tcttgtctcc
gttgtaatca
gctgtataag
tatttcaaac
aattgaaaac
atagccagca
aaattggtgg
aactgagctc
tccaaatgaa
gcgtcatccc
ggaacgtctt

tcggcagagg

aatgctctta
aaataaaact
gtatacgatg
ccttctgtaa
tctcaactca
agaaagaagc
gggtattata
cactaatcag
caaaagcttt
agaaattttt
gatttcattt
attagttaat
gtaagttgta
aagcttaact
ataatccaaa
ggctgcagga
gtttgcgcgce
cataaaaacc
gtaattcaac
gaaactttat
caaactgtta
tcttattgca
aggcaccgac
gtaggggatg
tgctgcgcac
gagtttatct
tggagaagga
gtatgctttc
agcacagatg
gaatgtggca
catgcattcc
agttatcgtc
gtcaaactat
tagcggagag
gagatttgtg
ctctttatac
gaataatact
ggttttgtta
ctggcaggct
ttatctatgt
tccggtttaa
tccggggtac
tcactctgag
acatactggt
actaaaacca
cctttactgce
agtgtgcctc
ggtgttaacg
agaagtctta
tgtgaaagac
tcacactgca
tgcgtcatgce
atcaactctc
acatagcacc
tcatcttacc
tgggagagga
tagaggcgtyg
atgaacttcc
ttacgtcagt
ctttttccac
catcttgaac
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9121
9181
9241
9301
9361
9421
9481
9541
9601
9661
9721
9781
9841
9901
9961
10021
10081
10141
10201
10261
10321
10381
10441
10501
10561
10621
10681
10741
10801
10861
10921
10981
11041
11101
11161l
11221
11281
11341
11401
11461
11521
11581
11641
11701
11761

gatagccttt
ccttttgatg
cctttgttga
ttggaacgtc
tgtcggcaga
tgccaccttc
cgaggaggtt
caagcttatc
agtgagggtt
gttatccgcet
gtgcctaatg
cgggaaacct
tgcgtattgg
tgcggcgagc
ataacgcagg
ccgcgttgcet
gctcaagtca
gaagctccct
ttcteceette
tgtaggtcgt
gcgccttatce
tggcagcagc
tcttgaagtg
tgctgaagcecc
ccgctggtag
ctcaagaaga
gttaagggat
aaaaatgaag
aatgcttaat
cctgactccc
ctgcaatgat
cagccggaag
ttaattgttg
ttgccattgc
ccggttcecca
gctccttegg
ttatggcagc
ctggtgagta
gcccggcegte
ttggaaaacg
cgatgtaacc
ctgggtgagc
aatgttgaat
gtctcatgag
gcacatttcc

cctttatcgce
aagtgacaga
aaagtctcag
ttctttttecc
ggcatcttga
cttttctact
tcccgatatt
gataccgtcg
aattgcgcgce
cacaattcca
agtgagctaa
gtcgtgccag
gcgctcttcce
ggtatcagct
aaagaacatg
ggcgtttttce
gaggtggcga
cgtgcgctcet
gggaagcgtg
tcgctccaag
cggtaactat
cactggtaac
gtggcctaac
agttaccttc
cggtggtttt
tcctttgatce
tttggtcatg
ttttaaatca
cagtgaggca
cgtcgtgtag
accgcgagac
ggccgagegce
ccgggaagcet
tacaggcatc
acgatcaagg
tcctecgatce
actgcataat
ctcaaccaag
aatacgggat
ttcttcgggg
cactcgtgceca
aaaaacagga
actcatactc
cggatacata
ccgaaaagtg

aatgatggca
tagctgggca
atcggaccat
acgatgctcc
acgatagcct
gtccttttga
accctttgtt
acctcgaggg
ttggcgtaat
cacaacatac
ctcacattaa
ctgcattaat
gcttcctecge
cactcaaagg
tgagcaaaag
cataggctcc
aacccgacag
cctgttccga
gcgctttctce
ctgggctgtg
cgtcttgagt
aggattagca
tacggctaca
ggaaaaagag
tttgtttgca
ttttctacgg
agattatcaa
atctaaagta
cctatctcag
ataactacga
ccacgctcac
agaagtggtc
agagtaagta
gtggtgtcac
cgagttacat
gttgtcagaa
tctcttactg
tcattctgag
aataccgcgce
cgaaaactct
cccaactgat
aggcaaaatg
ttccttttte
tttgaatgta
ccac

tttgtaggtyg
atggaatccg
cacatcaatc
tcgtgggtygg
ttcctttatc
tgaagtgaca
gaaaagtctc
ggggcccggt
catggtcata
gagccggaag
ttgcgttgcg
gaatcggcca
tcactgactc
cggtaatacg
gccagcaaaa
gccccectga
gactataaag
ccctgccget
atagctcacg
tgcacgaacc
ccaacccggt
gagcgaggta
ctagaaggac
ttggtagctc
agcagcagat
ggtctgacgc
aaaggatctt
tatatgagta
cgatctgtct
tacgggaggg
cggctccaga
ctgcaacttt
gttcgccagt
gctcgtcecgtt
gatcccccat
gtaagttggc
tcatgccatc
aatagtgtat
cacatagcag
caaggatctt
cttcagcatc
ccgcaaaaaa
aatattattg
tttagaaaaa

ccaccttcct
aggaggtttc
cacttgcttt
gggtccatct
gcaatgatgg
gatagctggg
agatcggacc
acccagcttt
gctgtttcct
cataaagtgt
ctcactgccc
acgcgcgggyg
gctgcgctcg
gttatccaca
ggccaggaac
cgagcatcac
ataccaggcg
taccggatac
ctgtaggtat
ccccecgttcecag
aagacacgac
tgtaggcggt
agtatttggt
ttgatccggce
tacgcgcaga
tcagtggaac
cacctagatc
aacttggtct
atttcgttca
cttaccatct
tttatcagca
atccgcecctcce
taatagtttg
tggtatggct
gttgtgcaaa
cgcagtgtta
cgtaagatgc
gcggcgaccg
aactttaaaa
accgctgttg
ttttactttc
gggaataagg
aagcatttat
taaacaaata

tttctactgt
ccgatattac
gaagacgtgg
ttgggaccac
catttgtagg
caatggaatc
tgcaggcatg
tgttccecttt
gtgtgaaatt
aaagcctggg
gctttccagt
agaggcggtt
gtcgttcggce
gaatcagggg
cgtaaaaagg
aaaaatcgac
tttccecectg
ctgtccgcect
ctcagttcgg
cccgaccgcet
ttatcgccac
gctacagagt
atctgcgcetc
aaacaaacca
aaaaaaggat
gaaaactcac
cttttaaatt
gacagttacc
tccatagttg
ggccccagtg
ataaaccagc
atccagtcta
cgcaacgttg
tcattcagcet
aaagcggtta
tcactcatgg
ttttctgtga
agttgctctt
gtgctcatca
agatccagtt
accagcgttt
gcgacacgga
cagggttatt
ggggttccge

109



