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Resumo 

 

O feijão-caupi (Vigna unguiculata L. Walp) é uma leguminosa de grande importância 

na alimentação humana, e tem sido alvo de melhoramento clássico por décadas, no 

entanto, algumas características, como resistência a estresses bióticos e teores de 

aminoácidos sulfurados em sementes, ainda não puderam ser incorporados. Nas últimas 

três décadas, uma série de tentativas foi realizada com intuito de desenvolver protocolos 

reprodutíveis na geração de feijão-caupi transgênico que permitam a expressão de genes 

de importância agronômica, especialmente aqueles que não foram incorporados pelo 

melhoramento clássico. No momento atual, vários pesquisadores têm estabelecido com 

sucesso procedimentos para transformação genética de feijão-caupi.  Neste trabalho é 

relatada a obtenção de feijão-caupi transgênico resistente ao herbicida Imazapyr. Para 

isso, foram utilizados vetores contendo um cassete de expressão constitutivo da enzima 

AtAHAS. Estas plantas foram transformadas pela técnica de biobalística e um total de 

16 linhagens transgênicas confirmadas por análises de Southern blot. Bioensaios para 

determinar a tolerância ao herbicida foram realizados usando diferentes concentrações 

de imazapyr. Algumas linhagens mostraram alta tolerância, sobrevivendo em até 

400g/ha de imazapyr e não apresentando sintomas ao herbicida, demonstrando que o 

gene Atahas é capaz de gerar tolerância a herbicida a Imazapyr em feijão-caupi. 

Também é reportado neste trabalho, a introdução do gene de uma δ-zeína do milho (Zea 

mays) de 18 kDa (dzs18), que é rica em resíduos aminoácidos de metionina. Análises de 

Southern blot confirmaram a introdução do transgene no genoma da planta em 

múltiplos loci. No entanto, a segregação na progênie ficou próxima de uma razão de 

1:1, sugerindo interferência na produção de gameta. Análises de expressão da proteína 

em sementes da única planta transgênica segregante foram negativas. Assim sendo, 

neste trabalho não foi possível analisar aumento dos níveis de metionina na semente. 

Não é possível concluir ainda o motivo da não expressão da δ-zeína em caupi, 

necessitando da geração de um número maior de eventos transgênicos segregantes. 

Dentre as plantas transformadas para expressar o gene dzs18, duas apresentaram 

fenótipo de esterilidade juntamente com multibrotação, multifloração e escasso número 

de folhas. Essas observações levaram a questionar se as mutações eram devido ao um 

efeito do transgene ou de mutagênese insercional, além de questionar que alterações nas 

flores poderiam estar levando ao fenótipo de esterilidade. Análises de Southern blot 

mostraram a presença de múltiplas cópias do transgene, aumentando as chances de que 
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o fenótipo observado esteja relacionado com mutagênese insercional. Análise de polens 

e óvulos mostrou sérias alterações, além de indeiscência das anteras, explicando o 

fenótipo de esterilidade, concluindo tratar-se de alterações na maturação dos gametas. 

RT-PCR das folhas confirmou a presença de transcritos do transgene, sugerindo que as 

alterações podem estar relacionadas também com a expressão da δ-zeína. Os dados 

gerados não são capazes de confirmar se as mutações se devem ao transgene ou a 

mutagênese insercional, por isso mais análises precisam ser realizadas, incluindo a 

geração de mais eventos para esse transgene. Para isso também, bibliotecas de Genome 

walking foram confeccionadas para futura análise e correlação entre os lócus de 

inserção do transgene no genoma de feijão-caupi. 
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Abstract 

 

The cowpea (Vigna unguiculata L. Walp) is a legume of great importance for human 

nutrition. Some characteristics, such as resistance to biotic stress and levels of sulfur 

amino acids in seeds, have not yet been incorporated by the classical breeding. In the 

last three decades several attempts were made in order to develop reproducible 

protocols for generation of transgenic cowpea plants, allowing the expression of genes 

of agronomic importance. At the present, several researchers have successfully 

established procedures for genetic transformation of cowpea, presenting evidence of 

stable transgene integration, which segregated in a Mendelian fashion. In this work it is 

reported the obtaintion of transgenic cowpea lines resistant to the imidazolinone 

herbicide group. For this, we used vectors containing a cassette for the AtAHAS enzyme 

constitutive expression. These lines were transformed by the biolistic system and a total 

of 16 transgenic lines was confirmed by Southern blot analysis. Bioassays to determine 

the tolerance to herbicide was carried out using different concentrations of imazapyr. 

Some lines showed high tolerance, surviving to 400g/ha imazapyr and presenting no 

herbicide symptoms. Different levels of tolerance could not be associated to the 

integrity of the expression cassette. It is also reported in this paper, the introduction in 

cowpea of an 18 kDa δ-zein gene of maize (Zea mays), which is rich in methionine 

amino acid residues. Southern blot analysis confirmed the introduction of the transgene 

into the plant genome at multiple loci. However, the segregation in the progeny did not 

occurred as expected, being closed to a segregation ration of 1:1, suggesting 

interference with the production of gametes.  Analysis of protein 

expression in transgenic seeds of single plant segregating was negative. Thus, was 

not possible to analyze increased levels of methionine in the seed. It is not yet possible 

to conclude the reason for the negative expression of δ-zein in cowpea, necessitating 

the generation more number of segregating transgenic events. Among the plants 

transformed to express the δ-zein gene, two of then showed a sterility phenotype with 

multiple formation of both shoots and flowers. In addition, a small number of leaves 

was also observed. These lines had multiple copies of the transgene integrated into the 

genome, as observed in the Southern blot analysis, increasing the chances that the 

observed phenotype is related to insertional mutagenesis. Analysis of pollen and ovules 

showed serious change, and indehiscence anthers, explaining the phenotype of 
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sterility, concluding that it is changes in the gametes maturation. RT-PCR confirmed the 

presence of sheets of transcripts of the transgene, suggesting that the changes 

may also be related to the expression of δ-Zein. The data generated are not able 

to confirm if mutations are due to the transgene or insertional mutagenesis, so further 

analysis must be performed, including generation of more transgene 

events. Genome walking libraries were prepared for further analysis and 

correlation between the locus of insertion of the transgene in the genome of cowpea. 
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Apresentação  

 

 

A tese aqui apresentada foi dividida em quatro capítulos, os quais relatam a 

transformação genética do feijão-caupi, tanto em forma de revisão de literatura, quanto 

por meio da pesquisa desenvolvida no Laboratório de Transferência de Genes (LTG) da 

Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.  

No primeiro capítulo é relatado um histórico da transformação do feijão-caupi, 

as principais técnicas e estratégias utilizadas, bem como o atual status no mundo e as 

perspectivas para essa cultura no que diz respeito ao melhoramento por meio de 

engenharia genética. Esta revisão se baseia em um artigo que será publicado na revista 

internacional GM crops, o qual já está aceito.  

O segundo capítulo aborda a transformação de feijão-caupi para obtenção de 

resistência a herbicida. Neste trabalho de pesquisa foram geradas plantas com alto grau 

de tolerância ao herbicida imazapyr, por meio da inserção de um gene mutado de 

Arabidopsis thaliana, que codifica a enzima aceto-hidroxiácido sintase, importante 

catalisadora de passos iniciais na síntese de aminoácidos ramificados da planta.  

A estratégia desenvolvida na tentativa de aumentar o teor do aminoácido 

metionina em feijão-caupi é o tema do terceiro capítulo. Ela baseou-se na utilização de 

um gene da delta-zeína de 18 kDa do milho, uma proteína que tem 26% do seu 

conteúdo de resíduos do aminoácido metionina. Com o intuito de direcionar a expressão 

da proteína à semente, foram utilizados o promotor da subunidade α´ da β-conglicinina 

da soja e seu peptídeo. Embora um grande número de embriões tenham sido 

bombardeados, esta pesquisa continua em andamento, pois, até o momento só foi obtida 

uma planta segregante contendo o transgene de interesse.  
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O quarto capítulo é derivado do trabalho desenvolvido no terceiro capítulo, onde 

foram geradas linhagens de plantas inférteis e com algumas características morfológicas 

diferenciadas. Neste capítulo são relatadas as alterações observadas macroscópica e 

microscopicamente nas plantas e nas flores. Algumas análises moleculares dessas 

linhagens transgênicas foram e continuarão sendo realizadas para melhor correlacionar 

o processo de transgenia com as mutações observadas.  
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Capítulo I 

Engenharia genética em feijão-caupi: história, estado atual e perspectivas. 
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Introdução 

 

 

O Feijão-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.) é um dos legumes mais 

importantes e amplamente cultivados em muitas partes do mundo, particularmente na 

África, Europa, América Latina e algumas partes da Ásia e Estados Unidos 

(faostat.fao.org/faostat; http://old.iita.org/). 

Dados obtidos da FAO (Food and Agriculture Organization) mostram que 

aproximadamente 4 milhões de toneladas de grãos de feijão-caupi seco são produzidos 

anualmente em uma área cobrindo cerca de 10 milhões de hectares em todo o mundo 

(www.faostat.fao.org/faostat). Entretanto, esses números estão subestimados porque não 

incluem dados do Brasil, Índia e alguns outros países (Singh
 
et al., 2002). Na América 

Central, leste e sul da África, as estatísticas incluem o feijão-caupi e o feijão comum 

(Phaseolus vulgaris L.) como uma única cultura (Timko et al., 2008). Mesmo o Brasil, 

que produz anualmente 482 mil toneladas de feijão-caupi em uma área cobrindo 

aproximadamente 1,25 milhões de hectares, o que é considerável para esta cultura, não 

tem os dados da produção disponíveis no site da FAO, pois essa estatística também está 

incluída nos dados de produção do feijão comum. 

O feijão-caupi é uma leguminosa anual, herbácea, produz frutos do tipo vagem 

e, dependendo da variedade, pode apresentar variação na altura da planta. As raízes 

podem atingir até dois metros de profundidade no solo, o que auxilia a planta a resistir à 

seca. No Brasil, trata-se do único feijão capaz de sobreviver com sucesso tanto na região 

norte, onde a umidade é alta e o solo é argiloso, como no nordeste, onde o clima é seco, 

o solo é arenoso. Esta cultura desenvolve-se também em locais considerados menos 

estressantes e de clima temperado, como no estado de Santa Catarina e o estado norte-

americano da Califórnia (Ehlers & Hall, 1997; Barreto, 1999; Freire-Filho et al., 1999).  

http://old.iita.org/
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Comparado à outras leguminosas como a soja, o feijão comum, a ervilha, a 

lentilha, o amendoim e o grão-de-bico, o feijão-caupi apresenta características 

superiores para a recuperação de áreas degradadas, uma vez que em associação com 

rizóbio nativo torna-se eficiente fixador de nitrogênio sob as mais adversas condições 

(Ehlers & Hall, 1997), sendo um excelente candidato para uso em bioremediação de 

regiões em processo de desertificação (Benko-Iseppon, 2001). 

Os grãos de feijão-caupi são uma fonte valiosa de carboidratos, lipídeos, 

minerais e vitaminas, incluindo folato, tiamina e riboflavina (Nielson et al., 1993), 

sendo portanto, importante para a nutrição humana (Obatolu 2003; Phillips et al., 2003). 

Com propriedades nutricionais superiores ao feijão comum, além de ter digestibilidade 

melhor que os demais feijões, possui também o maior teor de proteínas (24%) (Ehlers & 

Hall, 1997; Silva & Freire-Filho, 1999).  

As vantagens aqui apresentadas fazem do feijão-caupi a escolha para cultivo por 

muitos agricultores, especialmente aqueles que não têm condições de maiores 

investimentos (Singh et al., 2003). 

Embora considerável progresso tenha sido feito no melhoramento convencional 

de feijão-caupi, o que levou ao desenvolvimento e introdução de algumas variedades 

importantes em 63 países, algumas características importantes ainda não puderam ser 

incorporadas. Por exemplo, o desenvolvimento de feijão-caupi resistente à lagarta da 

vagem (Maruca vitrata Fabricius) foi obtido por meio da inserção do gene Cry1Ab por 

meio de engenharia genética (Adesoye et al., 2008a). 

Com base nos problemas incapazes de serem resolvidos com melhoramento 

convencional, tecnologias baseadas em transgenia representam uma ferramenta 

importante para o desenvolvimento de feijão-caupi com características agronômicas 

desejadas. 
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Neste primeiro capítulo são apresentados, na forma de revisão, os esforços 

realizados e o sucesso registrado  na tentativa global para gerar feijão-caupi transgênico, 

a fim de atender à demanda desafiadora para melhorar a cultura por meio de 

diferentes abordagens do melhoramento genético, abrangendo um período de 

três décadas. 

Nesta primeira parte, também é reportada a aplicação destes protocolos na 

geração de feijão-caupi com características agronômicas melhoradas em trabalhos de 

pesquisa e alguns projetos em andamento, dando o estado atual e as perspectivas para o 

desenvolvimento de feijão-caupi melhorado geneticamente. 
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Revisão de literatura 

 

 

Transformação genética de feijão- caupi 

 

Nas últimas três décadas, inúmeras tentativas foram feitas com intuito de gerar 

feijão-caupi transgênico (Garcia et al., 1986, 1987; Penza et al., 1991; Popelka et al., 

2006; Raveendar e Ignacimuthu, 2010)  

A abordagem geral, na maioria dos casos, tem sido por meio do emprego de 

Agrobacterium tumefaciens como sistema de introdução de genes (Figura 1).
 
Utilizando 

manipulação de diferentes fatores, tais como: tecidos alvo, genes repórteres,  agentes 

seletivos, condições de cultura e sistemas para introdução de genes, pesquisadores de 

diferentes países têm se empenhado na geração de feijão-caupi transgênico  com o 

objetivo maior de integrar genes de interesse agronômico. Além de integrar os genes, é 

importante que os protocolos desenvolvidos gerem plantas que segreguem o transgene 

nas progênies resultantes segundo expectativas mendelianas (Tabela 1).  

Em todas essas abordagens, um aspecto importante foi o estabelecimento de 

técnicas de propagação in vitro capazes de gerar explantes receptivos de células 

totipotentes com o potencial para regenerar plantas completas após a introdução do gene 

de interesse.  Apesar de, desde a década de oitenta, terem sido realizadas várias 

tentativas estabelecer protocolos de  regeneração de novo e transformação genética de 

feijão-caupi, nenhum avanço foi registrado até o presente (Aragão e Campos, 2007). No 

entanto, com o desenvolvimento de novas estratégias, que não 

necessariamente dependem diretamente do uso de sistemas de regeneração de novo, foi 

possível obter plantas de feijão-caupi transgênico e algumas histórias de sucesso são 

relatadas na sequência deste texto (Muthukumar et al., 1996; Ikea et al, 2003; Popelka 

et al., 2006; Ivo et al., 2008).
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Figura I: Distribuição em porcentagem de sistemas de introdução de genes em feijão-

caupi transgênico de 1987 até 2010. 
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Tabela I: A trajetória histórica do desenvolvimento de feijão-caupi transgênico (Vigna unguiculata) 

 

Gene de 

interesse 

Marcador de 

seleção 

Sistema de 

inserção de 

gene 

Tecido alvo 

Eficiência de 

transformação 

relatada 

Grau de integração do 

transgene Referência 

nptII Canamicina A Discos foliares NR Callus Transgênicos  Garcia et al., 1986 

CPMV M-

RNA  
Canamicina A Discos foliares NR 

Callus Transgênicos 
Garcia et al., 1987 

gus - A 
Embriões 

maduros 
NR 

Embriões zigoticos 

Transgênicos  
Penza et al., 1991 

gus - E 
Embriões 

maduros 
NR 

Embriões zigoticos 

Transgênicos 
Penza et al., 1992 

gus - E 
Embriões 

maduros 
NR 

Embriões zigoticos 

Transgênicos 

Akella e Lurquin, 

1993 

hpt higromicina  A 
Explantes 

Cotiledonares 
NR 

Plantas transgênicas 

Regeneradas  

Muthukumar et al., 

1996 

gus fosfinotricina  B 
Explantes 

meristematicos 
NR 

Transmissão para 

progenie / segregação não 

Mendeliana  

Ikea et al, 2003 

gus fosfinotricina  A 
Nós 

cotiledonares 
0,15% 

Plantas transgênicas com 

transmissão Mendeliana 

para progenie   

Popelka et al, 2006 

gus Canamicina A 
Nós 

cotiledonares 
0,76% 

Plantas transgênicas com 

transmissão Mendeliana 

para progenie   

Chaudhury et al., 

2007 

gus Geneticina A 
Nós 

cotiledonares 
1,64% 

Plantas transgênicas com 

transmissão Mendeliana 

para progenie   

Solleti et al., 
 
2008b 

gus imazapyr B Meristema apical 0,9% 
Plantas transgênicas com 

transmissão Mendeliana 
Ivo et al., 2008 
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para progenie   

αAI-1 Geneticina A 
Nós 

cotiledonares 
1,67% 

Plantas transgênicas com 

transmissão Mendeliana 

para progenie   

Solleti et al., 2008a 

Cry1Ab geneticina  E Gemas nodais NR 

Transmission para 

progenie / segregação não 

Mendeliana 

Adesoye et al., 

2008 

gus fosfinotricina  A Embriões 3,9% 

Transmission para 

progenie / segregação 

Mendeliana não reportada 

Adesoye et al., 

2010 

gus Higromicina A 
Nós 

cotiledonares 
1,61% 

Plantas transgênicas 

regeneradas 

Raveendar e 

Igancimuthu, 2010 

 

A   Agrobacterium tumefaciens 

B   Biobalística 

E   Eletroporação 

NR Não reportado 

CPMV cowpea mosaic virus (virus do mosaico do caupi) 

aAI-1 Alpha-amylase inhibitor-1 (inibidor da alfa-amilase-1) 
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O primeiro sucesso foi reportado em 1986, quando Garcia e colaboradores 

(Garcia et al., 1986) transformaram discos de folhas primárias de feijão-caupi utilizando 

Agrobacterium tumefaciens carreando um plasmídeo Ti que abrigava  dois 

genes quiméricos  idênticos para resistência à canamicina. O grupo 

obteve callus transgênicos com o gene de uma nopalina sintase e uma amino  glicosídeo 

fosfotransferase, que foram confirmados por análise de Southern blot. Em seguida, 

o mesmo grupo usou o protocolo estabelecido para expressar um fragmento de 

RNA viral (M-RNA) do vírus do mosaico  do feijão-caupi  (CPMV – Cowpea Mosaic 

Virus) em callus de feijão-caupi (Garcia et al., 1987). O objetivo deste segundo 

experimento de transformação foi estudar o CPMV utilizando duas 

construções diferentes, uma contendo promotor 35S do vírus do mosaico da couve-

flor (CaMV – Cauliflower Mosaic Virus) e outra contendo o promotor da 

nopalina sintase   de A. tumefaciens. Esta abordagem resultou em um aumento de dez 

vezes no número de transcritos do transgene usando o promotor 35S CaMV ao invés 

de nopalina sintase, levando a uma maior eficiência e demonstrando a 

aplicabilidade deste promotor  na transformação de feijão-caupi (Garcia et al., 1987). O 

trabalho destacou, principalmente, a possibilidade de estudar parasitas de feijão-caupi 

utilizando esta abordagem devido à sua aplicabilidade em diferentes tecidos da planta.  

Pela primeira vez, demonstrou que a A. tumefaciens poderia ser usada como um 

sistema exógeno para inserção de genes e como meio de estudar um vírus associado 

ao feijão-caupi.  

Os trabalhos pioneiros de Garcia e colaboradores (Garcia et al., 1986, 1987) e 

uma série de outras tentativas de desenvolver sistemas de transformação e regeneração 

(Penza et al., 1991; Perkins et al., 1987; Filippone, 1990; Penza et al., 1992; Akella e 

Lurquin, 1993) foram muito promissoras mas, demorou quase uma década até que as 
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primeiras plantas transgênicas de feijão-caupi fossem regeneradas. Isto foi possível  

quando Muthukumar e colaboradores (Muthukumar et al., 1996) co-cultivaram 

explantes cotiledonares com A. tumefaciens para expressar o gene de resistência 

à higromicina. Na sequência, esses explantes foram submetidos à organogênese levando 

à geração de brotos transgênicos. Análise de dados a partir do trabalho mostrou que um 

terço dos brotos totais decorrentes da co-cultura de explantes prosperou após a 

aclimatação em solo. Embora um bom número destas plantas tenha atingido a 

maturidade, não houve produção de sementes (Muthukumar et al., 1996). 
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Embora a grande maioria dos experimentos de transformação, desde Garcia e 

colaboradores (1986 e 1987) até 2010, tenham utilizado o sistema mediado por 

Agrobacterium para inserção de genes, alguns autores utilizaram outros sistemas de 

introdução direta de genes (Figura 1).  

Após quase uma década  sem qualquer progresso  na transformação de feijão-

caupi, Ikea e colaboradores (Ikea et al., 2003)
 

reportaram a produção 

do  primeiro feijão-caupi transgênico obtido via bombardeamento de partículas com 

integração molecular do gene observada nas gerações T1, T2 e T3. No experimento, 

os tecidos meristemáticos foram pré-cultivados 24 a 48 horas em meio de regeneração e 

elongação antes do bombardeamento. O vetor utilizado consistiu em um 

plasmídeo contendo o gene repórter gus junto com o gene marcador de seleção bar  sob 

o controle do promotor 35S de CaMV. Embora menos de 1% do total 

de explantes bombardeados tenham sido recuperados e a segregação baixa na progênie, 

este trabalho representou um marco importante na trajetória histórica da transformação 

de feijão-caupi, sendo o primeiro trabalho onde houve passagem do transgene de uma 

geração para outra em feijão-caupi, embora as progênies geradas não obedecessem às 

leis  mendelianas de herança. 

Três anos mais tarde foi relatado, pela primeira vez, transformação estável com  

progênies segregando o transgene segundo expectativas mendelianas (Popelka et al., 

2006). Em uma adoção de diferentes estratégias de sistemas de transformação 

de legumes usando A. tumefaciens, Popelka e colaboradores foram capazes de 

obter plantas transgênicas de feijão-caupi com uma frequência de transformação de 

0,15%. Os parâmetros críticos contornados pelos autores incluíram o uso de 

nós cotiledonares de sementes maduras ou em desenvolvimento como explantes, a 

remoção de auxinas na fase inicial de proliferação dos explantes, a suplementação 
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de baixo nível de BAP durante a formação de brotos e alongamento, bem como adição 

de compostos tióis durante a transfecção e co-cultura com Agrobacterium. 

Um protocolo ainda mais eficiente do que o descrito acima foi obtido usando  

A. tumefaciens como veículo para inserção de transgene onde uma série de 

modificações foi feita como: uso de diferentes cultivares,  explantes, cepas de 

Agrobacterium, vetor binário, meio de co-cultura e duração, tipo e aplicação de agente 

seletivo e marcador, meios de indução de enraizamento e multibrotação, 

garantindo maior freqüência de transformação (Chaudhury et al., 2007). 

No ano seguinte, nosso laboratório (LTG – Embrapa Cenargen) desenvolveu um 

protocolo de transformação eficiente de feijão-caupi, independente da variedade e com 

uma alta freqüência relativa de transformantes seguindo um padrão de segregação 

mendeliana (Ivo et al., 2008). O sistema consistiu em transformação de 

meristemas apicais de embriões excisados das sementes por biobalística  utilizando o 

gene repórter gus e seleção com herbicida imazapyr. Esse tipo de seleção foi possível 

graças a introdução de um gene ahas mutante no vetor utilizado para a transformação. A 

viabilidade dessa abordagem, bem como o uso de imazapyr, trouxe à tona o enorme 

potencial desse sistema na produção de feijão-caupi transgênico que 

expressa características de importância agronômica. Além da freqüência 

de transformação relativamente mais elevada (0,9%), o trabalho demonstrou a 

transferência eficiente de genes e estes sendo transmitidos  

nas gerações T1 e T2 segundo expectativas das leis de Mendel. 
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Problemas agronômicos do feijão-caupi como alvo para engenharia genética 

 

Devido à sua importância econômica, o feijão-caupi tem sido alvo de programas 

de melhoramento por muitos anos em diferentes centros de pesquisa em todo o mundo 

(http://old.iita.org/). Os programas de melhoramento clássico inicialmente buscavam 

aumento na produção e qualidade dos grãos, mas, devido ao grande número de pragas e 

doenças capazes de causar grandes perdas na produção de feijão-caupi, atualmente a 

preocupação é o desenvolvimento de cultivares resistentes a pragas (Timko et al., 2007).  

Em quase todos os estágios de seu desenvolvimento, o feijão-caupi sofre 

alguma forma de estresse biológico (http://old.iita.org/). Isto inclui o ataque 

de pulgões, como Aphis craccivora, que infestam folhas e caules, extraindo a seiva e 

podendo infectar as plantas com vírus. Durante a formação das flores, a cultura pode ser 

atacada por insetos trips, como Megalurothrips sjostedti, que impede a formação de 

sementes.  Gorgulhos, como Callosobruchus maculatus, destroem as sementes na pós-

colheita. Na fase adulta, o feijão-caupi é susceptível ao ataque de fungos, 

bactérias, vírus, algumas classes de nematóides e plantas parasitas, as quais retardam e 

algumas vezes impedem completamente o seu crescimento (http://old.iita.org/). Plantas 

daninhas também são capazes de reduzir significativamente o rendimento dos grãos 

(Freitas et al., 2009).  

Esses estresses sofridos pela cultura do feijão-caupi, muitas vezes resultam 

em graves perdas econômicas para os agricultores e leva a baixos rendimentos, como 

por exemplo, na África, onde são produzidos apenas 350 kg por hectare, bem abaixo do 

potencial desta cultura que pode chegar até 6t/ha (Freire Filho et al., 1999; 

http://old.iita.org/). A lagarta de M. vitrata é capaz de causar uma perda de rendimento 

variando entre 17-53% em feijão-caupi (Liao e Lin, 2000),
 

enquanto C. 
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maculatus provoca perda de grãos variando em 20 a 60% (Abrol, 1999; Tarver et al., 

2007).
 
  

No Brasil e vários outros países da América Latina, as causas mais comuns 

dessas perdas são vírus, que na grande maioria dos casos são transmitidos por insetos. 

Dentre eles destacam-se: o Vírus do Mosaico Severo do Caupi (CPSMV-Cowpea 

Severe Mosaic Virus), transmitido por Ceoatoma arcuata (Olivier) e Chalcodermus 

bimaculatus (Boheman), Vírus do Mosaico do Caupi transmitido por pulgão (CABMV-

Cowpea Aphid-Borne Mosaic Virus), Vírus do Mosaico do Pepino, também transmitido 

por pulgão (Cucumber Mosaic Virus) e o Vírus do Mosaico Dourado (CPGMV-Cowpea 

Golden Mosaic Virus), transmitido por Bemisia tabaci (Gennadius). Coletivamente, 

estes vírus causam perdas de 81% na produção (Araújo et al., 1984; Freire Filho et al., 

2005; Umaharan et al., 1997). O meio usado para controlar estes insetos é o uso de 

inseticidas e outros pesticidas, que, além de caros para os pequenos agricultores que 

dependem desta cultura, podem representar sérios riscos aos usuários e ao ecossistema, 

quando usados de forma inadequada. Além disso, muitas vezes, o uso destes produtos 

não é suficiente para reduzir a incidência de viroses. 

Fontes de resistência a muitas pragas até foram identificadas e progressos foram 

obtidos na obtenção de resistência a Striga gesneroides, Alectra vogelii, nematóides, 

vírus, fungos e bactérias por meio do melhoramento convencional. No entanto, a 

resistência a esses patógenos se dá por um único gene que só é efetivo em uma 

determinada região devido à variabilidade do patógeno ou parasita, sendo ainda 

funcional por apenas um curto perído de tempo (Timko et al., 2007). 

Para uma abordagem mais ampla, nas espécies de Vigna cultivadas, existem 

poucos genes de resistência a pragas e devido à incompatibilidade  entre as silvestres 

para cruzamentos, gera-se a necessidade de outra abordagem para obtenção dessas 
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características (Jackai e Padulosi, 1996; Sharma e Sharma, 1998; Fatokun e Perrino, 

1997). Com as limitações encontradas em programas de melhoramento, abordagens 

baseadas em   biotecnologia oferecem importantes estratégias  na resolução de 

problemas causados por pragas e doenças além da possibilidade de desenvolver 

aumento na qualidade nutricional dos grãos.  

 

Introdução de características agronômicas desejadas em feijão-caupi 

O primeiro relato sobre a regeneração e transformação estável de feijão-caupi 

expressando um gene de importância agronômica apareceu em 2008, quando 

pesquisadores geraram feijão-caupi  com tolerância a insetos (Solleti et al., 2008a). O 

estabelecimento de um protocolo de transformação mediada por A. 

tumefaciens utilizando geneticina e suplementação de meio pós-seleção com benzil-

aminopurina  por mais de três semanas assegurou uma frequência de regeneração de 

1,64% (Solleti et al., 2008b). A estratégia empregada foi baseada no uso do gene 

da proteína inibidora alfa-amilase I (aAI-1) de P. vulgaris como meio de conferir 

resistência à diferentes insetos. A eficiência de transformação neste caso foi melhorada 

através de inserção de várias cópias do gene vir na bactéria, co-cultura de explantes na 

presença de compostos de tiol e pela seleção com geneticina (Solleti et al., 2008a). O 

trabalho relatou a redução de até 82,3% na suscetibilidade ao inseto nas plantas 

transgênicas quando testado com a praga Callosobruchus chinensis (Solleti et al., 

2008a). Este trabalho representou um importante avanço no desenvolvimento de feijão-

caupi transgênico  e abriu caminho para várias tentativas de otimização dos protocolos 

existentes e, em alguns casos, o desenvolvimento de novas estratégias de resistência a 

pragas e doenças da cultura (Raveendar e Ignacimuthu, 2010). 
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Esta demonstração bem sucedida de resistência de feijão-caupi utilizando o 

gene da αAI-1 foi seguida pelo relato de obtenção de resistência contra M. vitrata. O 

trabalho consistiu na transformação de gemas nodais com um plasmídeo carregando o 

gene Cry1Ab, gene que codifica uma toxina de Bacillus thuringiensis, usando nptII 

como marcador de seleção sob o controle de 35S de CaMV (Adesoye et al., 2008). Na 

tentativa de melhorar este protocolo de transformação, Adesoye e colaboradores 

(Adesoye et al., 2010)
 
empregaram infiltração a vácuo de embriões na transformação de 

feijão-caupi e relataram um grau bastante elevado de frequência de transformação, 

avaliado na produção de sementes T1, variando entre 2,5% e 3,9%. 

Recentemente, pesquisadores relataram o uso de gene Cry1Ab de B. 

thuringiensis para produzir várias linhagens transgênicas de feijão-caupi com resistência 

a Helicoverpa armigera e M. vitrata . Estes feijões-caupi Bt estão sendo testados em 

países como a Nigéria, com bons resultados preliminares (Higgins et al., 2010). Além 

disso, uma série de testes de campo foi realizada nos últimos dois anos usando feijão-

caupi com alto grau de resistência contra C. maculatus em Porto Rico e Nigéria, 

com resultados promissores (T. J. Higgins, CSIRO comunicação pessoal/ 

http://www.csiro.au/people/TJ.Higgins.html). 

Com os protocolos de  transformação e regeneração de feijão-caupi transgênico 

já estabelecidos, surgem novos objetivos, como o emprego destas técnicas em 

conjunto com as abordagens tradicionais de cruzamento para a produção em larga 

escala de variedades elite expressando genes de importância agronômica. 

 

Perspectivas na transformação de feijão-caupi 

Apesar de estarmos longe de resolver os problemas associados com o cultivo e 

utilização de feijão-caupi, o sucesso registrado usando transgenia para resolver estes 

http://www.csiro.au/people/TJ.Higgins.html
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problemas são indicadores claros de que essas metas poderão ser atingidas dentro dos 

próximos anos. 

A utilização da toxina Bt, por exemplo, em diversas culturas com 

sucesso registrado, incluindo o feijão-caupi, demonstra os enormes 

benefícios das tecnologias transgênicas para a cultura. No entanto, com o possível 

surgimento de insetos resistentes a toxina Bt, novas estratégias de controle que 

envolvem um modo de ação diferente, como o uso de RNA de interferência (RNAi), 

prometem ser valiosas na gestão dos problemas associados com a produção de feijão-

caupi (Gordon e Waterhouse, 2007; Baum et al., 2007; Price e Gatehouse, 2008; 

Upadhyay et al., 2011).
 

O silenciamento gênico via RNA interferente foi desenvolvido utilizando 

o mecanismo natural de regulação gênica em eucariotos, e é uma ferramenta valiosa 

devido à sua exequibilidade e eficácia. O sistema, mediado por moléculas de siRNA 

(small interfering RNA), tem sido aplicado para silenciar a expressão de genes-

alvo  (Fire e Xu, 1998; Ghildiyal e Zamore, 2009).  Os primeiros 

experimentos utilizando RNA interferente para silenciamento gênico apontaram para o 

elevado potencial desta abordagem em controle de insetos, bem como em outras 

ameaças ao feijão-caupi. Até mesmo para insetos foi demonstrado que o 

silenciamento de genes essenciais mediado por siRNA pode cessar a fitofagia, chegando 

inclusive a morte dos insetos (Gordon e Waterhouse, 2007; Bonfim et al., 2007). 

A utilização de moléculas de siRNA em feijão-caupi transgênico, cujas 

sequências poderiam desencadear sinais para silenciar genes essenciais em insetos, 

bactérias e vírus, parece ser atraente, visto que neste sistema não há expressão da 

proteína exógena, diminuindo o risco de toxicidez para a planta e para o consumidor. Na 

verdade, este tipo de estratégia tem sido aplicado em um número de culturas e entre 
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os genes candidatos para serem silenciados, no caso de insetos alvo,  estão  

ATPase vacuolar e tubulina de insetos (Baum et al., 2007; Upadhyay et al., 2011; Fire 

et al., 1998; Aguiar et al., 2006).
 

O desenvolvimento da engenharia genética de feijão comum com  resistência 

a vírus do mosaico dourado mediada por RNAi  (Bonfim et al., 2007) levou a acreditar 

na possibilidade de geração de feijão-caupi com resistência contra o CPSMV usando a 

estratégia de RNAi. Plantas transformadas com RNAi de vírus que infectam feijão-

caupi já foram produzidas no LTG da Embrapa-Cenargen e apresentaram resistência aos 

vírus em testes de casa de vegetação (não publicado).  A continuação deste trabalho é a 

realização de testes de campo. 

Outro gene candidato de grande potencial no melhoramento do feijão-caupi é a 

cistatina, um inibidor de protease cisteínica com potencial para ser usado no 

desenvolvimento de resistência a pragas (Martinez e Diaz, 2008; Tu et al.,1998). Está 

sendo desenvolvida uma estratégia para obtenção de feijão-caupi transgênico resistente 

ao C. maculatus por meio da expressão da cistatina de frango no LTG. 

Apesar do feijão-caupi ser uma importante fonte de nutrientes, incluindo vários 

aminoácidos, é deficiente em aminoácidos contendo enxofre, um traço comum na 

maioria dos legumes. Diversas estratégias têm sido elaboradas para tentar 

solucionar este problema utilizando transgenia em algumas leguminosas (Marcelino et 

al., 1996; Alexandrov et al., 2009). No capítulo III é apresentada uma estratégia adotada 

para aumentar o conteúdo de metionina em sementes de feijão-caupi, a qual baseou-se 

na introdução do gene de uma delta-zeina do milho, rica em metionina  (Alexandrov et 

al., 2009). 

Apesar de sua capacidade de prosperar sob condições ambientais adversas, a 

crescente demanda por feijão-caupi exige o desenvolvimento dessa 
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leguminosa tolerância a herbicidas. Em consonância com isso, é também descrito nesse 

trabalho, no capítulo II, a obtenção de feijão-caupi com alto grau de tolerância à 

herbicida. 
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Conclusão 

 

Nos últimos anos, progressos significativos foram feitos para estabelecer 

diferentes protocolos  para o desenvolvimento de feijão-caupi transgênico com algum 

tipo de característica de importância econômica. Com a participação de centros de 

pesquisa de todo o mundo,  importantes barreiras foram vencidas, começando com a 

produção de callus transgênicos, passando pelo estabelecimento de protocolos com a 

obtenção de plantas, transmissão do transgene para sua progênie, 

segregação mendeliana, culminando em descobertas recentes que levaram à 

produção de feijão-caupi transgênico com resistência contra C. maculatus e M. vitrata 

como resultado da inserção de um gene de importância agronômica na planta.   

Atualmente, vários grupos de pesquisa em países como Austrália, Brasil, Índia e 

Nigéria possuem sistemas de transformação bem estabelecidos que podem ser 

aproveitados para melhorar o feijão-caupi em características que até hoje não puderam 

ser obtidas por meio de melhoramento convencional. Obtenção de plantas com 

resistência à pragas e doenças poderá ser realidade com a otimização dos protocolos 

resultantes dos esforços das últimas três décadas. 

Existem planos para testes de campo em algumas variedades de feijão-

caupi resistentes a inseto e vírus já desenvolvidas. Além disso, outras estratégias vêm 

sendo utilizadas para melhorar geneticamente esta cultura, como inserção de genes para 

tolerância a herbicidas e inclusive genes de proteínas capazes de conferir um aumento 

na qualidade nutricional. Com isso, é possível que muitos desafios de melhoramento de 

feijão-caupi sejam vencidos nos próximos anos. 
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Capítulo II 

Obtenção de plantas transgênicas de feijão-caupi resistentes ao herbicida 

imazapyr 
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Introdução 

 

A cultura do feijão-caupi tem uma grande importância na alimentação humana, 

além de possuir características que o destacam acima de muitas culturas, sendo uma das 

plantas mais versáteis que existem, pois consegue sobreviver e produzir sementes 

mesmo em condições adversas de calor, seca e salinidade (Ehlers e Hall, 1997). 

No Brasil, a produção de feijão-caupi tem se concentrado ao longo de anos nas 

regiões Nordeste e Norte, onde é cultivado principalmente por pequenos produtores, 

normalmente com pouca tecnologia empregada. No entanto, atualmente, com o 

lançamento de novas cultivares de porte ereto e semi-ereto que permitem o cultivo 

mecanizado do plantio a colheita, a região Centro-Oeste vem investindo na produção de 

feijão-caupi e conquistando espaço no país e no exterior (Freitas et al., 2010). 

A cultura do feijão-caupi é afetada por muitos fatores, como já discutido no 

capítulo I, e estes incluem as plantas daninhas, plantas que se desenvolvem 

indesejadamente dentro da lavoura de diferentes culturas. Os danos por elas provocados 

aparecem durante o crescimento e desenvolvimento da cultura, pois competem por luz, 

nutrientes e água. No caso do feijão-caupi, quando não controladas, as plantas daninhas 

podem reduzir o rendimento de grãos em até 90% (Freitas et al., 2009).  

Algumas espécies de plantas daninhas como a guanxuma (Sida rhombifolia), 

malva-sedosa (Waltheria indica), mussambê (Cleome affinis) e mela-bode (Herissantia 

crispa), servem ainda como hospedeiras alternativas de doenças que atacam o feijão-

caupi, aumentando as perdas em campo (Fontes et al., 2010). 

Além da competição com plantas daninhas, existe também o problema de 

hemiparasitismo, causado por plantas daninhas como Striga gesnerioides  (Willd.) e 
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Alectra vogelii (Benth.), que na África causam grandes danos a cultura do feijão-caupi, 

parasitando suas raízes e afetando seu desenvolvimento (Li et al., 2009). 

Para o controle das plantas daninhas em feijão-caupi, existem alguns métodos 

empregados, os quais incluem:  

 O controle preventivo: inclui utilizar sementes e adubos de natureza orgânica 

(estrume, restos de cultura ou composto) livres de propágulos de plantas 

daninhas; realizar limpeza completa de máquinas e implementos antes de iniciar 

as práticas agrícolas; e promover permanentemente o controle dessas plantas 

daninhas próximas a canais de irrigação e margens de carreadores;  

 O controle cultural: consiste no aproveitamento das características agronômicas 

da cultura comercial como  objetivo de levar vantagem sobre as plantas 

daninhas;  

 O controle mecânico: com a utilização de capina manual e o cultivo mecânico; 

 O controle químico: que consiste no uso de herbicidas 

(http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Feijao/FeijaoCaupi/

tratosculturais.htm). 

O controle químico de plantas daninhas apresenta inúmeras vantagens, como 

menor dependência da mão-de-obra, melhor controle de plantas daninhas na linha de 

plantio sem afetar o sistema radicular das culturas, e maior eficiência, mesmo em 

épocas chuvosas. Além disso, o controle químico permite o cultivo mínimo ou plantio 

direto das culturas e é eficiente no controle de plantas daninhas de propagação 

vegetativa (Silva et al., 2007). 

http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Feijao/FeijaoCaupi/tratosculturais.htm
http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Feijao/FeijaoCaupi/tratosculturais.htm
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Os herbicidas, quanto ao tipo de aplicação, podem ser classificados como: pré-

plantio incorporado (PPI), pré-emergente (PE) e pós-emergente (POS). Algumas 

cultivares de feijão-caupi com certo grau de tolerância a diferentes herbicidas foram 

identificadas para cultivo em associação com herbicidas usados na pré ou pós-

emergência (Frazão e Silva, 2006; Freitas et al., 2010; Fontes et al., 2010).  

Até o momento, embora algumas características agronômicas já tenham sido 

incorporadas em feijão-caupi por meio de engenharia genética (Citadin et al., 2011), a  

obtenção de plantas tolerantes a herbicidas ainda não foi reportada, exceto pela 

utilização de herbicida como protocolo para seleção de transformantes (Ivo et al., 2008). 

Neste capítulo é apresentada a obtenção de alto grau de tolerância em feijão-caupi, 

cultivar BRS Nova Era, ao herbicida imazapyr, por meio do uso de transgenia. 

O imazapyr é uma molécula herbicida, que se concentra na região meristemática 

apical de plantas por meio de translocação sistêmica. Este herbicida pertence 

à classe das imidazolinonas, moléculas as quais inibem a atividade da enzima aceto-

hidroxiácido sintase (AHAS), catalisadora do passo inicial na síntese dos aminoácidos 

isoleucina, leucina e valina (Aragão et al., 2000). 

O gene Atahas codifica uma enzima aceto-hidroxiácido sintase mutada de 

Arabidopsis thaliana (AHAS; acetolactate synthase, acetolactate pyruvate-lyase 

(carboxilating), EC 4.1.3.18), a qual não é reconhecida pelas imidazolinonas. Esta 

enzima contém uma mutação na posição 653 pb resultando na substituição de uma 

serina por uma asparagina e impedindo a ligação inibitória da molécula herbicida  

(Sathasivan et al., 1990; Shaner et al., 1984).  

Plantas suscetíveis, quando pulverizadas com imazapyr apresentam 

características morfológicas diferenciadas: nervuras foliares avermelhadas, folhas 
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murchas, inibição do desenvolvimento chegando à morte da planta em 

aproximadamente duas semanas. 

Herbicidas do grupo das imidazolinonas incluem imazapyr, imazapic, 

imazethapyr, imazamox, imazametabenze e imazaquin. Estes herbicidas controlam um 

amplo espectro de ervas daninhas. Culturas tolerantes a imidazolinonas permitem uma 

aplicação de herbicidas inibidores da AHAS nas fases iniciais de cultivo. Isso facilita o 

manejo de ervas daninhas e diminui o risco de danos à cultura subsequente em um 

sistema de rotação. Além disso, essas moléculas são eficazes em baixas dosagens e têm 

baixa toxicidade em mamíferos (Tan et al., 2005).  

Plantas tolerantes a herbicidas do grupo das imidazolinonas 

 foram descobertas em muitas culturas e nessas se observou a presença de genes da 

enzima AHAS mutados (Tan et al., 2005). Sendo assim, o uso de genes mutantes 

codificantes para essa enzima apresenta-se como uma alternativa de grande potencial no 

desenvolvimento de sistema de controle de ervas daninhas. Deve-se ainda considerar 

que se trata de um gene encontrado naturalmente em culturas tolerantes. Além 

disso, alguns estudos asseguram que a enzima codificada por esse gene não 

tem características de alergenicidade (www.ctnbio.gov.br/upd_blob/0001/1257.doc). 

Variedades de plantas geneticamente modificadas já existem no mercado 

mundial desde 1996 e a tolerância a herbicida tem sido a principal modificação em 15 

anos (1996-2010). A área plantada com cultivares tolerantes a herbicidas chegou a 89,3 

milhões de hectares em 2010, sendo elas: a soja, milho, canola, algodão, beterraba e 

alfafa, o que compreende 61% do total de hectares plantados com culturas 

geneticamente modificadas (James, 2010).  

No Brasil, 24,5 milhões de hectares são ocupados com cultivares 

biotecnológicas que incluem a soja resistente a herbicida, o milho e o algodão Bt, e 

http://www.ctnbio.gov.br/upd_blob/0001/1257.doc
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destes, 17,8 milhões de hectares estão ocupados pela soja RR (tolerante ao herbicida 

glifosato), liberada desde 1998 para comercialização. Desde 2009 há a aprovação  

comercial da soja CV 127 desenvolvida pela Embrapa e BASF (Vianna et al., 2011), 

resistente a herbicidas do grupo das imidazolinonas, graças a inserção do gene Atahas 

(James, 2010). 
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Objetivo Geral 

 

Obter plantas de feijão-caupi tolerantes ao herbicida imazapyr por meio da 

introdução de um gene mutante da enzima acetohidroxiácido sintase. 

 

Objetivos específicos 

 

 Transformar feijão-caupi, cultivar BRS Nova Era, com vetor contendo o cassete 

de expressão da enzima AHAS mutante de Arabidopsis thaliana (Atahas); 

 Selecionar as plantas positivas para o cassete de expressão da enzima AHAS 

mutante de Arabidopsis thaliana por PCR; 

 Avaliar as progênies obtidas dos eventos transgênicos quanto ao grau de 

tolerância ao herbicida imazapyr; 

 Analisar as plantas tolerantes ao herbicida por Southern blot para avaliar a 

integridade do cassete de expressão. 
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Materiais e métodos 

 

Vetor de expressão plasmidial 

Para este trabalho foram utilizados dois vetores, ambos baseados no vetor 

pAC321 (Rech et al., 2008), que contém o cassete de expressão do gene ahas mutante 

de A. thaliana,  incluindo promotor, peptídeo sinal, sequência codificante e terminador. 

Ambos os vetores também contém um gene de resistência à ampicilina, para facilitar o 

processo de clonagem em Escherichia coli (Figura IIa). Os vetores foram construídos 

inicialmente para dois projetos diferentes de melhoramento de feijão-caupi: 

1) Obtenção de resistência a dois vírus que atacam o feijão-caupi, o do mosaico 

severo do caupi (CPSMV) e o do mosaico transmitido por pulgão (CABMV), 

vetor pSIUCSMVCABMV: contém um cassete para expressão de um íntron 

hairpin dos vírus CPSMV e CABMV 

2) Obtenção de resistência ao caruncho da semente (pBetacist): contém além do 

cassete do gene ahas, um cassete para expressão semente específico para o 

gene de uma cistatina do ovo de galinha. 

 

 

Figura IIa. Região consenso de vetores de expressão contendo o cassete de expressão 

do gene ahas e de resistência a ampicilina (gene bla). A barra preta indica a região onde 

a sonda utilizada para o Southern blot hibridiza e as flechas indicam a região onde os 

primers usados nas PCRs flanqueiam. O tamanho do cassete de expressão do ahas 

corresponde à 5.8 kb. 
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Transformação de feijão-caupi 

Eixos embrionários de feijão-caupi cultivar BRS Nova Era foram preparados 

e bombardeados como descrito anteriormente (Ivo et al, 2008) com os plasmídeos 

pBetacist e pSIUCSMVCABMV. Antes de ser utilizado no bombardeio o plasmídeo 

pSIUCSMVCABMV foi digerido com a enzima FspI que corta duas vezes dentro do gene 

da ampicilina, inativando-o.  

Após o bombardeio, os eixos embrionários foram transferidos para o meio de 

seleção e indução de multibrotação (Meio basal MS + vitaminas, suplementado com 

BAP 5 mg/L, 3% de sacarose, 300 nM imazapyr e 0.7% de agar, pH 5.8) em frascos 

tipo baby-food contendo 30 ml de meio de cultura, e mantidos em fotoperíodo de 16h. 

Ao aparecimento das primeiras folhas, as plântulas regeneradas foram testadas por PCR 

para a presença do gene Atahas e os positivos foram transferidos individualmente para 

copos descartáveis contendo uma mistura de solo fertilizado:vermiculita (1:1), cobertos 

com saco plástico transparente e este preso com uma borracha ao copo e mantidos em 

casa de vegetação. Após uma semana, a borracha foi removida e na semana seguinte o 

saco plástico foi removido. Assim que as plântulas aclimatadas atingiram 

aproximadamente 10 cm de comprimento, foram transferidas para um pote de 5 dm
3 

contendo  solo adubado e cultivadas para produção de sementes. 

 

Triagem das plantas transgênicas por PCR 

O DNA foi isolado a partir de discos foliares e a reação de PCR foi feita de 

acordo com o Kit Extract-N-Amp Plant PCR (Sigma) e protocolo do fabricante. O 

protocolo foi otimizado para usar apenas 20 µl das soluções de extração e mantido o 

volume sugerido para o mix de PCR. Os primers utilizados, AHASP (5´-

ACTAGAGATTCCAGCGTCAC-3´, que anela no promotor do ahas) e o AHAS500C 



41 

 

(5´-GTGGCTATACAGATACCTGG-3´, que anela na sequência codante do ahas) 

amplificam uma sequência de 685 pb. O mix foi desnaturado por 5 min à 95
o
 C e 

amplificado por 35 ciclos (95
o
C por 1 min, 55

o
C por 1 min, 72

o
C por 1 min) com um 

ciclo final de 7 min a 72
o
 C em termociclador MyCycler (Bio Rad). A reação foi 

aplicada em gel de agarose 1%  corado com brometo de etídio e em seguida 

visualizados sob luz UV e fotografados. 

 

Análises de Southern blot  

DNA genômico foi isolado de 3 g de folhas maceradas em nitrogênio 

líquido com o auxílio de grau e pistilo, à mistura foram adicionados 15 mL de tampão 

CTAB 2% (Doyle e Doyle, 1987) acrescido de β-mercaptoetanol 2µl/mL, pré-aquecido 

a 65° C e mantido em banho-maria durante 1 hora com agitação a cada 15 minutos. 

Após isto foram adicionados 15 mL de fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (24:24:1), 

agitado e centrifugado a 8.228 g por 10 minutos. Ao sobrenadante coletado foi 

adicionado igual volume de clorofórmio:álcool isoamílico  (24:1), então agitado e 

centrifugado a 8.228 g por 10 minutes. O sobrenadante foi então precipitado com igual 

volume de isopropanol gelado, misturado e centrifugado a 18.514 g durante 20 minutos. 

O pellet foi então lavado com 1 mL de etanol 70% e após secar, ressuspendido em 400 

ul de água Milli Q e tratados com RNAse A (100µg/mL) durante 30 minutos a 37º C. O 

Southern blot foi conduzido como descrito por Sambrook e Russell (2001). O DNA 

genômico (60 µg) foi digerido com a enzima XbaI, separado em gel de agarose 0,8% e 

transferido para uma membrana de nylon (Hybond N+, Amershan Pharmacia Biotech). 

A hibridização foi feita com uma sonda compreendendo a região do promoter do gene 

ahas amplificada com os primers SOJAE1F: 5´-CATTGCTTCTGCTATCGACACG-3´ 

e SOJAE1R: 5´-CCTCGGGATTTGATTTTTGGTCCT-3´ a partir do vetor Pbetacist, 
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gerando um fragmento de aproximadamente 600 pb, a qual foi marcada com dCTP P
32

 

usando o kit Amersham Ready-To-Go DNA Labelling Beads - dCTP (GE Healthcare) de 

acordo com as instruções do fabricante. As membranas foram expostas por pelo menos 

16 horas em filme Imaging Plate (Fujifilm). As bandas foram visualizadas com auxílio 

do equipamento Fluorescent image analyzer (FLA-3000) (Fujifilm). 

 

Teste de progenies quanto à tolerância ao herbicida imazapyr 

Dez sementes da geração T3 de cada linhagem transgênica foram plantadas em 

potes plástico de 5-dm
3
 contendo solo fertilizado autoclavado. Assim que as plantas 

germinadas desenvolveram seu primeiro ramo trifoliado, elas foram pulverizadas com 

herbicida Imazapry Arsenal (BASF) em concentrações de 100 g/ha e 200g/ha. Após 2 

semanas, elas começaram a ser fotografadas. As plantas apresentando maior 

desempenho foram testadas também para concentrações de 300 e 400 g/ha. 
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Resultados e discussão 

 

Dentre 2.020 embriões bombardeados com o vetor pSIUCSMVCABMV foram 

obtidas 15 plantas positivas. Com o vetor pBetacist foram bombardeados 912 embriões 

e obtidas 3 plantas positivas. Após o desenvolvimento em plantas adultas, foi possível 

observar que todas estas apresentavam um fenótipo normal, eram férteis e suas vagens e 

sementes eram normais. Estas plantas foram cultivadas para produzir sementes e as 

linhagens foram avaliadas quanto à segregação.  

Nas análises das progênies das linhagens obtidas com o plasmídeo 

pSIUCSMVCABMV, as análises de PCR confirmaram que o transgene foi 

eficientemente integrado no genoma. Este resultado está de acordo estudos de otros 

autores que mostraram que a maioria dos genes exógenos introduzidos pelo processo 

de biobalística são normalmente transmitidos para a progênie (Christou et al., 1989; 

Hinchee et al., 1988; McCabe e Martinell 1993; Aragão et al., 2000, Ivo et al., 2008). 

Nas análises das linhagens obtidas com o plasmídeo da pBetacist verificou-se que 

apenas uma única linhagem mostrou a presença dos transgenes na primeira geração. O 

padrão de segregação dessa única linhagem (C119a) foi de 15:1, sugerindo a inserção 

dos transgenes em dois loci. Posteriores análises de Southern blot confirmaram a 

presença dos transgenes na linhagens C119a. 

Dez plantas de cada uma das 14 linhagens geradas com o vetor 

pSIUCSMVCABMV e 20 plantas da linhagem gerada com o vetor pBetacist foram 

pulverizadas com o herbicida imazapyr nas concentrações de 100 e 200g/ha. Em um 

período entre 2 semanas a 2 meses após a tratamento foi possível observar diferentes 

níveis de tolerância ao herbicida em todas as linhagens transgênicas (Tabela IIa e IIb). 

Os sintomas típicos de ação do herbicida, como nervuras avermelhadas e folhas 

murchas foram observados em quase todas as linhagens, exceto a linhagem 59, que 
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apresentou tolerância total ao herbicida aplicado nas concentrações de 100 e 200 g/ha de 

imazapyr (Figura IIb). As linhagens 72, 52, 106, 118 e 68 morreram após 3 semanas da 

aplicação de imazapyr nas duas dosagens testadas. As outras linhagens foram afetadas 

de diferentes formas entre as linhagens quanto entre plantas de uma mesma linhagem. 

Os sintomas também foram diferenciados, além do aparecimento das nervuras 

avermelhadas, multibrotação após o aparecimento dos primeiros sintomas e 

recuperação, chegando à fase adulta. Algumas plantas apresentaram retardo no 

desenvolvimento (Figura IIb, Tabela IIa e IIb). As plantas não transformadas usadas 

como controle negativo apresentaram todos os sintomas característicos e morreram 

dentro de duas semanas após aplicação do herbicida.  
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.  

Figura IIb. Plantas transgênicas e folhas de plantas transgênicas de feijão-caupi após 2 

semanas de aplicação do herbicida imazapyr. Em A estão as plantas 59 (1), 12 (2) e não 

transformada (3). Em B estão folhas das linhagens 99 (1), 112 (2), 110 (3), 119 (4), 59 

(5) e não transformada (6), onde é possível observar as nervuras avermelhadas nas 

plantas não transformadas e um pequeno sinal de vermelhidão próximo do pecíolo nas 

plantas 99, 112, 119. 
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Tabela IIa. Relação do número de plantas e sintomas apresentados após um mês 

de pulverização com 100g/ha do herbicida imazapyr nas 15 linhagens transgênicas 

de feijão-caupi testadas. 
 

 99 72 52 12 68 106 118 112 59 71 119 110 39 21 C119a 

Sobreviveram 

após 

apresentar 

sintomas 

 

   10    10   10 3  9 3 

Planta sem 

sintoma 

 

1         10 5   4 1  3 

Apresentou  

multibrotação 

 

   10       8   9 3 

Morreram 

 

9 10 10  10 10 10   5  7 6  4 

 

 

Tabela IIb. Relação do número de plantas e a reação dentro das 15 linhagens 

transgênicas de feijão-caupi após um mês de pulverização com 200g/ha do 

herbicida imazapyr.  

 

 99 72 52 12 68 106 118 112 59 71 119 110 39 21 C119a 

Sobreviveram 

após 

apresentar 

sintomas 

 

6   10  8 8 10  5 10 7 9 10  

Planta sem 

sintoma 

 

4        10 1     4 

Apresentou  

multibrotação 

 

  6 

 

10   8 10  5  7    

Morreram 

 

 10 4  10 2 2   4  3 1  6 

 

Na tabela IIa e IIb é possível observar diferenças nos sintomas entre plantas de 

uma mesma linhagem, por exemplo, em C119a e 71, houveram plantas que morreram, 

plantas que sobreviveram após apresentar sintomas, algumas tendo até multibrotação e  

plantas sem sintomas. Uma explicação para isso pode ser o fato de que essas linhagens 
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ainda estejam segregando, e assim, plantas de uma mesma linhagem podem diferenciar-

se por: 

a) Presença de um ou mais lócus contendo o transgene e esses lócus 

diferenciarem-se por regiões de maior ou menor atividade gênica; 

b) Presença de plantas em hemizigose, podendo ter menor nível relativo de 

expressão do transgene; 

c) Presença de plantas em homozigose, com maiores níveis de expressão do 

transgene.  

Curiosamente, na tabela IIb, nota-se que as linhagens 99, 106 e 118, tiveram 

melhor desempenho na dosagem de 200 g/ha do que de 100 g/ha de imazapyr. 

Novamente, uma sugestão que pode explicadar isso é o fato de essas plantas não 

estarem em homozigose, e como a seleção das sementes foi aleatória, na segunda 

dosagem havia um número maior de indivíduos com algum nível de tolerância.  

Devido ao excelente desempenho da linhagem 59, esta foi escolhida para ser 

testada também em maiores concentrações do herbicida (de 100 a 400 g/ha de 

imazapyr) e mostrou-se tolerante até a máxima dosagem (figura IIc). 
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Figura IIc. Linhagem transgênica 59 testada em 4 diferentes concentrações do hebicida 

imazapyr. A) Não aplicado; B) 100 g/ha; C) 200 g/ha; D) 300 g/ha; E) 400 g/ha; F) 

Após 20 dias de aplicação do herbicida imazapyr. De A – E, após 11 dias de aplicação 

do herbicida.  

 

Análises de Southern blot  de 10 plantas testadas para tolerância ao herbicida 

foram realizadas para avaliar a integridade do cassete de expressão e possivelmente 

correlacionar esta com as diferenças na tolerância ao herbicida nas linhagens. Os 

resultados mostraram a presença da seqüência do gene ahas em todas as 

linhagens  analisadas (Figura IId). A enzima XbaI  foi utilizada para a digestão do DNA 

genômico pois esta corta em dois locais que  flanqueiam o cassete de expressão em 

ambos vetores utilizados (pSIUCSMVCABMV e pBetacist), permitindo mostrar se o 
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cassete está completo. O Southern blot permitiu confirmar a integração do cassete de 

expressão para AHAS, bem como revelou que todas as linhagens testadas apresentam o 

transgene íntegro, a julgar pela presença da banda com um tamanho esperado de 5,8 kb 

(Figura IId). 

 

 

Figura IId. Southern blot de 10 plantas transgênicas tolerantes ao herbicida imazapyr. 

São elas, de 2 a 11 respectivamente: 119, 99, 68, 71, 112, 110, 12, 21, 59 e 39. A coluna 

1 corresponde a planta não transformada. Os números a esquerda da figura correspondem ao 

tamanho molecular em kb. 

 

Não se observou correlação entre os diferentes níveis de tolerância encontrados 

com a perda de fragmentos do cassete. As diferenças de tolerância ao herbicida podem 

ser explicadas pela inserção do cassete em diferentes locais do genoma nas linhagens 

geradas. Regiões com altos níveis de metilação representam normalmente locus 

com baixa taxa de expressão, onde se observa maior enovelamento da cromatina, 

podendo ser essa a explicação para os diferentes níveis de tolerância (Lewin, 2007). É 

possível ver também algumas plantas com tolerância que se recuperaram após 

apresentarem algum sintoma. Pode-se sugerir que os níveis de expressão do gene ahas, 
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nessas plantas recuperadas, foram suficientes para evitar a morte, mas não para evitar os 

sintomas iniciais. Além disso, algumas linhagens podem ter mais de uma cópia do 

transgene segregando independentemente, gerando indivíduos com distintos padrões 

genéticos e, portanto, com distintas respostas ao herbicida em uma mesma linhagem. 

Também não pode ser descartarda a possibilidade de existência de plantas em 

homozigose e hemizigose nas populações testadas. Desde a década de 1990 têm-se 

observado diferenças fenotípicas importantes entre as plantas com os transgenes em 

homozigose ou hemizigose (De Carvalho et al., 1992). 

Na planta 59 (Figura IId) observa-se uma banda extra em tamanho inferior, entre 

3 e 4 kb. Esse resultado sugere que pode haver uma sequência truncada do cassete de 

expressão para AHAS presente no genoma dessa linhagem. No entanto, isso não afetou 

a alta tolerância a imazapyr observada na linhagem 59. A possibilidade de uma 

sequência truncada na linhagem 59 deverá ser mais bem caracterizada no futuro com o 

sequenciamento completo do lócus de integração.  
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Conclusão e perspectivas 

 

Neste capitulo, é reportada a obtenção de feijão-caupi tolerante ao herbicida 

imazapyr e dentre os resultados obtidos neste trabalho, foi possível concluir que: 

 A enzima AHAS mutada de A. thaliana é capaz de conferir tolerância ao 

herbicida imazapyr em feijão-caupi; 

 Diferentes níveis de tolerância foram observados entre as diferentes linhagens;  

 Progênies de uma mesma linhagem também apresentaram diferentes níveis de 

tolerância entre elas; 

 A presença do cassete completo em todas as plantas não foi garantia de iguais 

níveis de tolerância em todas as linhagens; 

 Para entender os motivos dos diferentes níveis de tolerância observados fazem-se 

necessárias mais análises, como por exemplo, localização e sequenciamento do 

sítio de integração do transgene no genoma; 

Ao contrário de muitos genes incorporados por transgenia, o gene aqui utilizado, 

Atahas, está presente em algumas plantas que possuem tolerância natural a herbicidas. 

Somando-se com o fato de que uma cultivar de soja resistente a imidazolinonas 

contendo a enzima AHAS mutada já foi liberada para comercialização, é possível que 

estas linhagens de feijão-caupi tolerantes ao imazapyr sejam mais bem aceitas pela 

população.  

Experimentos de campo e análises de biossegurança futuras serão realizados e 

poderão permitir a conversão de algumas dessas linhagens em um produto comercial de 

utilização para os produtores de feijão-caupi. 
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Capítulo III 

Transformação de feijão-caupi com o gene de um δ-zeína do milho para 

aumento dos níveis de metionina na semente 
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Introdução 

 

As espécies da família fabaceae comumente chamadas de leguminosas, possuem 

dentre suas características comum o teor baixo de aminoácidos sulfurados como 

metionina e cisteína (Shewry et al., 1995). A desvantagem deste fator é que esses 

aminoácidos são considerados essenciais, ou seja, não podem ser sintetizados pelo 

organismo humano e precisam ser obtidos diretamente da alimentação (Nelson e Cox, 

2002). Dentre os membros da família fabaceae, destacamos o feijão-caupi, que apesar 

de ser uma fonte nutricional valiosa de muitos compostos (Frota et al., 2008), possui 

baixo teor dos aminoácidos metionina e cisteína. 

Análises recentes da cultivar BRS-Milênio (Frota et al., 2008), encontraram em 

feijão-caupi uma composição de  24,5 g.100 g
-1 

de proteínas, 2,2 g.100 g
-1 

de lipídeos 

totais, sendo que destes, 70% são insaturados prevalecendo os ácidos linoléico (41%) e 

linolênico (20,2%), ácidos graxos essenciais relativamente raros, especialmente o 

linolênico (Tinoco, 1982). O teor de fibras desta cultivar chegou a 19,4 g.100 g
-1

. Os 

teores do aminoácido triptofano encontrado nessa variedade foi ainda maior do que 

encontrado em feijão-caupi até então (Iqbal et al., 2006). Essas características, 

juntamente com suas características de adaptabilidade a diferentes climas e condições 

ambientais, colocam o feijão-caupi como uma cultura de destaque em programas de 

melhoramento (Citadin et al., 2011). 

Estratégias baseadas no uso de engenharia genética têm sido desenvolvidas para 

aumentar o valor nutritivo de culturas modificando sua composição de proteínas. 

Proteínas com alto teor de metionina ou lisina têm sido expressas em plantas. Em 

tentativas iniciais, a albumina 2S da castanha-do-pará e sua homóloga em girassol 

foram expressas em algumas espécies de leguminosas (Marcellino et al., 1996; Tu et al., 
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1998; Aragão et al., 1999; Quecini et al., 2006). No entanto, com a descoberta de um 

epítopo responsável por alergenicidade na albumina 2S da castanha-do-pará (Stanley et 

al., 1997), esta teve que ser substituída por outra proteína rica em metionina e que não 

gerasse resposta de hipersensibilidade. 

As proteínas que vieram substituir a albumina 2S foram as zeínas, proteínas de 

reserva do milho com alto teor de metionina. O gene de algumas zeínas do milho já foi 

utilizado para transformar algumas culturas como alfalfa, tabaco e soja (Coleman et al., 

1996; Bagga et al., 1997; Dinkins et al., 2001), obtendo relativo sucesso na expressão 

da proteína.  

 As zeínas pertencem a uma classe de proteínas denominadas prolaminas e 

recebem esse nome porque são ricas em resíduos de aminoácidos prolina e glutamina.  

Na maioria dos cereais as prolaminas são os componentes mais abundantes, exceção 

feita ao arroz, no qual as glutelinas são os principais componentes (Shewry et al., 1995). 

O nome zeína vem do nome científico do milho, Zea mays, onde perfazem cerca 

de 60% do total de proteínas do grão desta cultura (Carneiro et al., 2000). Elas estão 

divididas em quatro tipos distintos: as α-zeínas, as β-zeínas, γ-zeínas e as δ-zeínas. Cada 

uma dessas quatro classes de zeínas são subdivididas em frações protéicas de 19 e  22 

kDa para α-zeínas, 14 e 15 kDa para β-zeínas, 16 e 27 kDa para γ-zeínas e  10, 11 e 18 

kDa para δ-zeína (Kim e Krishnan, 2003).  

 As δ-zeínas, em particular, possuem grande conteúdo de aminoácidos essenciais 

sulfurados, chegando a 26% do seu conteúdo só em metioninas (Alexandrov et al., 

2009), e por esse motivo são proteínas alvo para expressão heteróloga em cultivares 

onde se objetiva realizar melhoramento nutricional, especialmente em leguminosas. 

As proteínas de reserva estão contidas nas sementes em um ou mais grupos e é a 

composição destas que confere o valor nutricional e as características fenotípicas das 
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sementes. Estas proteínas são sintetizadas em abundância e acumulam-se nas células, 

formando os corpos protéicos, apresentando um polimorfismo advindo de famílias 

multigênicas. Nos cereais cerca de 10% do peso seco da semente são proteínas, 

enquanto que nas leguminosas, este valor chega a 30% (Marcellino, 2002). 

A principal fonte de proteína vegetal na alimentação humana e animal são as 

proteínas de reserva e por esse motivo sempre chamaram a atenção da comunidade 

científica e foram umas das primeiras a serem estudadas (Shewry et al., 1995). Com os 

avanços da biologia molecular, os genes das proteínas de reserva e seus produtos 

passaram a ser fortes candidatos de investigação, especialmente sob o foco da 

engenharia genética (Altenbach et al., 1989; Bogue et al., 1990; Zheng et al., 1995).  

Neste contexto, a expressão heteróloga de uma δ-zeína do milho em feijão-

caupi, poderia gerar uma planta contendo níveis aumentados deste aminoácido e 

possivelmente satisfazendo a demanda dos aminoácidos essenciais ao organismo 

humano nesta cultura tão importante, especialmente em regiões semi-áridas do nordeste 

do Brasil, onde é o grão mais importante e a principal fonte de proteína (Freire-Filho et 

al., 1999).  

Neste capítulo é relatada a estratégia utilizada e os trabalhos já realizados em 

transformação genética de feijão-caupi com o intuito de conferir um teor aumentado de 

metionina nas sementes utilizando uma δ-zeína de 18 kDa do milho. 
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Objetivo geral 

 

Obter plantas de feijão-caupi portando um cassete de expressão semente 

específico para o gene de uma proteína rica em resíduos do aminoácido metionina. 

 

Objetivos específicos 

 

 Construir vetor de expressão semente específico para o gene de uma δ-zeína de 

18 kDa; 

 Transformar feijão-caupi com o vetor de expressão semente específico para o 

gene de uma δ-zeína de 18 kDa; 

 Selecionar plantas positivas por PCR e southern blot para o gene da δ-zeína de 

18 kDa; 

 Avaliar as sementes das progênies positivas para o gene da δ-zeína de 18 kDa 

quanto a expressão desta. 
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Materiais e métodos 

 

 

 Construção de vetor de expressão semente específico contendo o gene de uma δ-zeína 

Para obtenção do gene da δ-zeína do milho foram desenhados os primers ZEINF 

5'-TAAGCTTATCCCAGGGCACTTGTCAC-3' e ZEINR 

5'GAATTCCTAGAATGCAGCACCAACAAAGGG-3' com base na sequência de uma 

δ-zeína rica em metionina (GenBank: AY047317.1), contendo sítios de restrição para 

HindIII e EcoRI e usados para amplificar um gene a partir de uma biblioteca de cDNA 

de endosperma de milho gerada previamente no LTG-Embrapa/Cenargen. O gene foi 

clonado no plasmídeo  pGEM-T-easy vector e sequenciado. Após isso, o gene foi 

retirado do vetor utilizando as enzimas HindIII e EcoRI e inserido no plasmídeo 

pBSKS, o qual contém o promotor semente específico da β-conglicinina da soja, 

subunidade α´, seguido de seu peptídeo sinal para acúmulo de proteína em corpos 

proteicos, além do terminador 35S de CaMV. O cassete de expressão foi retirado com 

as enzimas SalI e KpnI e inserido no plasmídeo pAC321, o qual contém o gene ahas 

mutado de Arabidopsis thaliana (Aragão et al., 2000; Rech et al., 2008), para seleção 

das plantas regenerados com o herbicida imazapyr (capítulo II). 

 

Transformação do feijão-caupi 

O vetor de expressão construído foi utilizado para transformar embriões de feijão-

caupi por meio da técnica de biobalística e cultivo com seleção em meio contendo o 

herbicida imazapyr como descrito no capítulo II.  
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Triagem das plantas transgênicas por PCR 

As plantas regeneradas foram avaliadas por PCR como descrito no capítulo II. A 

presença do transgene foi confirmada usando primers específicos para o gene ahas 

(capítulo II – materiais e métodos) e para o gene da δ-zeína (ZEINF e ZEINR). 

 

Análises de Southern blot  

Para avaliar a integração do transgene nas linhagens obtidas e na progênie foram 

realizadas análises de Southern blot como descrito no capítulo II, utilizando como sonda 

um fragmento do gene da δ-zeína amplificado com os primers ZEINF e ZEINR.  

 

Extração de DNA e PCR de sementes 

Para extração de DNA de semente, um pequeno pedaço do cotilédone foi 

excisado, descartando-se o tegumento, e então, macerado. O protocolo de extração 

seguiu como utilizado para Southern blot, mas em pequena escala. A PCR foi realizada 

com os primers específicos para a δ-zeína com a Taq polimerase da invitrogen e 

protocolo sugerido pelo fabricante. 

 

Extração das proteínas álcool-solúveis 

A presença da proteína transgênica expressa foi analisada por meio de western 

blot e espectrometria de massa, para isso, a fração álcool-solúvel das proteínas foi 

extraída como descrito por Esen (1986), com algumas modificações. Para cada amostra 

foram utilizados 100 mg da semente macerada em nitrogênio líquido e a este 

acrescentado 1 mL de solução de extração alcoólica correspondendo a 60% de 

isopropanol e 1% de β-mercaptoetanol. A mistura foi deixada em agitação leve em 

equipamento vortex, overnight, a temperatura ambiente. As amostras foram 
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centrifugadas durante 10 minutos a 4º C em 15.295 g. O sobrenadante foi coletado e o 

pellet reextraído duas vezes com a solução de extração alcoólica durante 5 horas e 1 

hora, com frequentes agitações em vortex, à temperatura ambiente. Os sobrenadantes 

foram misturados numa única fração. 

 

Espectrometria de massa 

Da fração protéica extraída, 1µl foi misturado a 3µl de uma matriz de ácido alfa-

ciano-4-hidroxi-cinâmico (5mg ácido alfa-ciano, 250 µl de acetonitrila, 200µl de água, 

50µl de ácido trifluoroacético 3%) e desta mistura 1µl foi aplicado em placa de 

MALDI-TOF MSP96 de aço e após seca analisada em espectrômetro de massa 

MALDI-TOF (Microflex – Bruker Daltonics), modo de operação linear positivo. 

 

Western blot 

Para o gel SDS-page do western blot, o sobrenadante foi precipitado com 3 volumes 

de acetona a -20ºC overnight e em seguida centrifugado a 15294 g e o pellet 

ressuspendido em 50 µL de  tampão de extração de proteína (NaH2PO4 50 mM, NaCl 

20 mM, DTT 10 mM, PMSF 2 mM). O gel para separação das proteínas foi realizado 

como descrito por Marcellino e Grossi de Sá (1998) e as condições de transferência 

como sugerido pelo fabricante para utilização de membranas de PVDF (Immobilon-P, 

Millipore). A membrana foi enviada para os Estados Unidos e o western blot foi 

realizado na University of North Carolina at Chapel Hill com anticorpo específico para 

delta-zeína (Wu et al., 2009) gentilmente cedido por Joachim Messing (Waksman 

Institute of Microbiology, Rutgers University) sendo revelado pela atividade da 

fosfatase alcalina conjugado em anticorpo secundário em substrato NBT-BCIP. 
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Resultados e discussão 

 

 A PCR utilizando os primers desenhados para a δ-zeína resultou em uma banda 

de aproximadamente 600 pb que foi clonada no plasmídeo pGEM-T easy vector e 

sequenciada (figura IIIa). Esse fragmento quando sequenciado confirmou tratar-se de 

uma δ-zeína do milho de 18 kDa (Genbank BT067174) com 26% de seu conteúdo em 

resíduos do aminoácido metionina, uma alta porcentagem conforme esperado. O vetor 

final foi confirmado por digestão e sequenciamento gerando um plasmídeo de 10.624 pb 

contendo o cassete de expressão da δ-zeína entre os sítios de KpnI e SalI e um cassete 

de expressão para o gene ahas mutado, além do gene de resistência à ampicilina para 

seleção em E. coli (figura IIIb). O plasmídeo foi nomeado como pBetazeína.  

 De 3052 embriões bombardeados com o vetor pbetazeína, dez plantas foram 

confirmadas positivas para o gene da zeína pela técnica de PCR. Em um total de dez 

plantas, somente cinco sobreviveram durante o processo de aclimatação e chegaram a 

produzir flores. Dessas plantas positivas, quatro foram confirmadas por Southern blot, 

sendo que três delas apresentaram um padrão de multicópias do transgene (figura IIIc). 
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GENE ID: 541921 dzs18 | delta zein structural18 [Zea mays] 

(10 or fewer PubMed links) 
 

 Score = 1042 bits (564),  Expect = 0.0 

 Identities = 566/567 (99%), Gaps = 0/567 (0%) 

 Strand=Plus/Plus 

 

Query  1    ATCCCAGGGCACTTGTCACCACTACTGATGCCATTGGCTACCATGAACCCATGGATGCAG  60 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  79   ATCCCAGGGCACTTGTCACCACTACTGATGCCATTGGCTACCATGAACCCATGGATGCAG  138 

 

Query  61   TACTGCATGAAGCAACAGGGGGTTGCCAACTTGCTAGCGTGGCCGACCCTGATGCTGCAG  120 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  139  TACTGCATGAAGCAACAGGGGGTTGCCAACTTGCTAGCGTGGCCGACCCTGATGCTGCAG  198 

 

Query  121  CAACTGTTGGCCTCACCGCTTCAgccgtgccagatgccaatgatgatgccaggtatgatg  180 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  199  CAACTGTTGGCCTCACCGCTTCAGCCGTGCCAGATGCCAATGATGATGCCAGGTATGATG  258 

 

Query  181  ccaccgatgacaatgatgccgatgccgaatatgaCGCCATCGATGATGGTGCCGACTATG  240 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  259  CCACCGATGACAATGATGCCGATGCCGAATATGATGCCATCGATGATGGTGCCGACTATG  318 

 

Query  241  ATGTCACCAATAACGATAGCTAGTATGATGCCACCGATGATGATGCCAAACATGGTTTCA  300 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  319  ATGTCACCAATAACGATAGCTAGTATGATGCCACCGATGATGATGCCAAACATGGTTTCA  378 

 

Query  301  CCAATGATGATGCCGAGTATGATGCCTTCGACGATGACGCCGAGTATGATGCCACCGATA  360 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  379  CCAATGATGATGCCGAGTATGATGCCTTCGACGATGACGCCGAGTATGATGCCACCGATA  438 

 

 

Query  361  ATGATGCCAAGTATGATACCACCGATGATGATGCCGAGCATGGTGTCATCAATGATAATG  420 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  439  ATGATGCCAAGTATGATACCACCGATGATGATGCCGAGCATGGTGTCATCAATGATAATG  498 

 

Query  421  CCAAACATGATGACAGTGCCACAATGTTACTCTGATTCCATCTCGCACATTATACAACAA  480 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  499  CCAAACATGATGACAGTGCCACAATGTTACTCTGATTCCATCTCGCACATTATACAACAA  558 

 

Query  481  CAACAATTACCATTCATGTTCAGCCCCACAGCCGTGGCGATCTCACCCATGTTTTTACAG  540 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  559  CAACAATTACCATTCATGTTCAGCCCCACAGCCGTGGCGATCTCACCCATGTTTTTACAG  618 

 

Query  541  CAGCCCTTTGTTGGTGCTGCATTCTAG  567 

            ||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  619  CAGCCCTTTGTTGGTGCTGCATTCTAG  645 

KLIPGHLSPLLMPLATMNPWMQYCMKQQGVANLLAWPTLMLQQLLASPLQPCQMPMMMPGMMPPMTMMPMPNMTPS

MMVPTMMSPITIASMMPPMMMPNMVSPMMMPSMMPSTMTPSMMPPIMMPSMIPPMMMPSMVSSMIMPNMMTVPQCY

SDSISHIIQQQQLPFMFSPTAVAISPMFLQQPFVGAAF* 

Figura IIIa. Alinhamento da sequência de nucleotídeos e sequência de aminoácidos 

preditos da zeína amplificada a partir da biblioteca de cDNA de endosperma de milho. 

Em amarelo estão os resíduos do aminoácido metionina, totalizando 26% da proteína. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=search&term=541921&RID=5CN8KAE0013&log$=geneexplicitnucl&blast_rank=1
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Figura IIIb. Vetor plasmidial para expressão semente específica do gene da δ-zeína de 

18 kDa do milho. Nesse esquema estão representados: promotor da beta-conglicinina da 

soja (B-cong), peptídeo sinal utilizado (PS1), o gene da delta-zeína, o terminador do 

35S e o cassete de expressão do gene ahas, sendo o promotor (ahas 5´), um peptídeo 

sinal (PS ahas), o gene ahas e o terminador do ahas (ahas terminator). 

 

   

 

Figura IIIc. Southern blot das linhagens transgênicas contendo o cassete de expressão 

para a δ-zeína. C= feijão-caupi não transformado; 1= Z153; 2= Z146a; 3= Z4a; 4= 

Z35a. M = marcador de tamanho molecular, os números ao lado correspondem ao 

tamanho em Kb. 
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 O número de plantas obtidas, confirmadas por PCR gerou uma frequência 

muito baixa (próxima de 0,3%) em relação ao esperado para este protocolo de 

transformação de feijão-caupi, que é de 0,9% (Ivo et al., 2008), o que leva a supor que o 

gene da δ-zeína pode conferir alguma característica indesejada às plantas que leva a sua 

morte antes da regeneração e mesmo depois, já que metade das plantas morreram no 

processo de aclimatação. No entanto a presença de plantas positivas para este transgene 

mantém a questão em aberto. 

 Dentre as plantas positivas, somente uma, denominada Z153, foi capaz de 

passar o gene para a progênie, apresentando uma proporção aproximada de 1:1 após 

análise de 20 sementes germinadas. Essa proporção vai contra padrões mendelianos de 

segregação independente, e ainda que consideremos a rara possibilidade de todas as 

cópias do transgene estarem presentes num mesmo cromossomo (Burns e Bottino, 

1991). Alguns trabalhos mostram casos específicos onde os transformantes falharam em 

apresentar a habitual proporção Mendeliana (Forsthoefel et al., 1992; Feldmann et al., 

1997; Aragão et al., 1996, Howden et al, 1998; Bonhomme et al., 1998). Uma hipótese 

para tal evento seria a presença de uma quimera onde apenas parte da planta estaria 

transformada ou a perda de parte dos gametas portando o transgene devido a um evento 

de mutagênese insercional (Bonhomme et al., 1998; Pawlowski e Somers, 1998). A 

presença de multicópias do transgene observadas no Southern blot (figura IIIc) aumenta 

as chances de o padrão de segregação observado estar relacionado com mutagênese 

insercional (Pawlowski et al., 1998). Nesse caso, algum gene importante para a 

gametogênese poderia estar sendo interrompido pelo transgene. Esses dados corroboram 

com uma observação durante a coleta das vagens: havia uma média de 5 sementes por 
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vagem, enquanto o comum para esta cultivar é de 11 sementes por vagem chegando até 

14 sementes. 

Da progênie T1 de Z153 germinada, somente 7 sobreviveram e chegaram a fase 

adulta. Um Southern blot realizado com essas plantas mostra a presença e manutenção 

do padrão multicópias do transgene em 4 delas (figura IIId). Pelo padrão é possível 

perceber que estes não segregaram, permanecendo como na planta T0, o que leva a 

inferir que essas cópias podem estar no mesmo cromossomo (Burns e Bottino, 1991). 

 

 

Figura IIId. Southern blot de plantas progênie de Z153. Na imagem é possível verificar 

a presença de múltiplos lócus correspondentes ao gene nas plantas progênies 1, 2, 3 e 4, 

enquanto nenhuma cópia é observada na planta não transformada (C). Os números ao 

lado correspondem à massa molecular em kilobases. 

 

Das progênies germinadas, uma planta produziu sementes, as quais foram 

analisadas por PCR para confirmar a presença do transgene e das sementes positivas a 

fração álcool-solúvel das proteínas foi extraída e analisada por espectrometria de massa. 

A comparação dos perfis de espectro de massa observados entre as plantas transgênicas 

e a planta controle (figura IIIe) não mostra a presença de proteína na faixa da massa 

molecular da delta-zeína. No entanto, nem mesmo o milho usado como controle 
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positivo, apresentou o perfil da proteína nativa esperada, o que nos leva a supor que o 

protocolo de extração não foi eficiente para a análise de espectrometria de massa, 

considerando que a espectrometria de massa já foi usada com sucesso para este tipo de 

proteína (Adams et al., 2004; Cabra et al., 2005). 
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Figura IIIe. Espectro de massa das proteínas da fração álcool solúvel de feijão-caupi e milho. As diferentes cores do espectro representam 

respectivamente: preto, feijão-caupi não transformado; vermelho, feijão-caupi transgênico; azul, milho.
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Posterior análise de western blot desta fração proteica permitiu verificar a 

presença de proteínas no milho hibridizadas com a sonda para a δ-zeína de 18 kDa 

(dados não mostrados), mas não foi possível observar a presença da delta-zeína de 18 

kDa nas plantas transgênicas, o que nos leva a acreditar que ela não está sendo expressa 

ou que sua expressão não esteja em quantidade suficiente para ser detectada.  

Para um evento transgênico esperado ser gerado, na maioria das vezes é 

necessária a obtenção de vários eventos até que um ou outro seja satisfatório (Kim e 

Krishnan, 2004; Bonfim et al., 2007; Solleti et al., 2008). Vários motivos podem estar 

interferindo para que o gene não seja expresso ou acumulado como desejado: pode ser 

resultado da inserção do gene em locais do genoma de pouca expressão gênica onde há 

hipermetilação e consequente maior enovelamento da cromatina refletindo num controle 

transcricional da expressão (Lewin, 2007) ou a deposição e acúmulo desta proteína 

específica não estaria ocorrendo em feijão-caupi. Bagga et al. (1997) reportaram a 

transformação de tabaco com o gene de um δ-zeína e uma β-zeína e observaram que o 

nível de δ-zeína em corpos proteicos quando expressa juntamente com a β-zeína era 

cinco vezes maior do que quando expressa sozinha. Com base nisso, pode-se inferir que 

o acúmulo de δ-zeína em corpos protéicos pode estar condicionado à presença das 

outras zeínas do milho. No entanto, trabalhos mostrando a expressão da δ-zeína em soja 

(Kim e Krishnan, 2004; Dinkins et al., 2001) nos direcionam a questão de que é preciso 

um número maior de eventos transgênicos para o cassete de expressão aqui utilizado. 
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Conclusão e perspectivas 

 

 Para os embriões bombardeados com o gene da delta-zeína, foi obtida uma 

planta transgênica capaz de passar o transgene para a progênie; 

 A frequência te transformação de feijão-caupi com o cassete de expressão da 

delta-zeína de 18 KDa do milho foi bem abaixo do esperado para esta cultura; 

 A planta apresentou um padrão multicópias do transgene no genoma quando 

avaliada por Southern blot; 

 A proporção de progênies desta planta não condiz com os padrões mendelianos 

esperados; 

 O protocolo de extração de proteínas álcool solúveis revelou-se inadequado 

para análise por espectrometria de massa; 

 A única planta obtida não apresentou sinais da proteína transgênica quando 

analisada fração álcool-solúvel das sementes por western blot com anticorpo 

específico para a δ-zeína de 18 kDa do milho. 

Procedimentos de transformação utilizando a técnica de biobalística continuam 

sendo realizados a fim de se obter mais eventos transgênicos e aumentar a chance de 

obter uma planta de feijão-caupi na qual haja de expressão do transgene e aumento do 

teor de metionina.  
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Capítulo IV 

Alterações morfológicas e moleculares em plantas transgênicas de feijão-

caupi com a δ-zeína 

 

 

  



81 

 

Introdução 

 

 

 A transformação genética de plantas tem muitos relatos de sucesso com  

obtenção de cultivares melhorados. No entanto, durante o processo de obtenção de 

transformantes podem-se gerar eventos que não apresentam a característica esperada 

associada à expressão do gene inserido. Os motivos para estes eventos se devem em 

parte pelo fenômeno de mutagênese insercional, porque não há como dirigir o inserto a 

um local específico do genoma, e em parte porque ao tratar-se de um gene exógeno ao 

organismo, este pode comportar-se de maneira inesperada. 

A mutagênese insercional é um evento de alteração na expressão de um gene 

dada pela inserção de uma sequência na região genômica no lócus onde esse gene se 

encontra. Um dos fatores que levam à mutagênese insercional causando silenciamento 

gênico é o aparecimento de multicópias do transgene na planta transformada, que pela 

técnica de bombardeamento de partículas é relativamente frequente (Pawlowski e 

Somers, 1998). 

 Uma das características que podem ser observadas em plantas que sofreram esse 

tipo de mutagênese é não apresentarem padrão de segregação mendeliano nas progênies, 

que pode ser resultado da alteração em genes envolvidos direta ou indiretamente no 

desenvolvimento do gametófito (Howden et al., 1998; Bonhomme et al.,1998). 

 Fenômenos de mutagênese como este, onde a produção de gametas é afetada,  

oferece a oportunidade de isolar e caracterizar genes, especialmente aqueles expressos 

apenas em determinados tecidos e fases do desenvolvimento. Em feijão-caupi não há 

relatos de estudos de mutagênese insercional ou de genes envolvidos com o 

desenvolvimento do gametófito 

Neste trabalho, é apresentada uma avaliação preliminar em algumas 

características morfológicas e moleculares de plantas inférteis obtidas durante o 
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processo de transformação de feijão-caupi para aumento dos níveis do aminoácido 

metionina nas sementes (capítulo III). O experimento, como já descrito, obteve quatro 

plantas: uma linhagem não apresentou transferência do transgene para a progênie, 

mesmo a planta tendo sido fértil; uma linhagem transferiu o transgene para a progênie, 

mas fora do padrão Mendeliano de segregação (a planta descrita no capítulo III) e duas 

linhagens mostrando infertilidade.  

As plantas avaliadas aqui, denominadas de Z35a e Z146a, despertaram a atenção 

porque apresentaram baixíssima e nenhuma produção de vagens respectivamente. As 

vagens, quando produzidas continham uma única semente e esta não continha o 

transgene. Além disso, apresentaram características macroscópicas distintas como 

poucas e pequenas folhas, multibrotação e multifloração (figura IVa ). 

O silenciamento gênico pode estar diretamente relacionado com integração de 

multicópias de um transgene no genoma, que em plantas transformadas por 

bombardeamento de partículas é comum (Pawlowski et al., 1998b). O feijão-caupi é 

uma planta diploide com 22 cromossomos (Ehlers e Hall, 1997) que totalizam 

aproximadamente 620 megabases de comprimento de genoma nuclear, o que o coloca 

como um dos menores genomas dentre as leguminosas e plantas vasculares em geral 

(Chen et al., 2007). Por ser um genoma relativamente pequeno, isso pode conferir 

menor plasticidade ao feijão-caupi e aumentar as chances de que plantas geneticamente 

transformadas apresentem diferentes tipos de mutações, em eventos de mutagênese 

insercional. 

Por outro lado, o efeito do transgene inserido, a δ-zeína (Capítulo III), não é 

conhecido em feijão-caupi, tampouco o comportamento do promotor da beta-

conglicinina da soja nesta leguminosa. A δ-zeína do milho utilizada como transgene 

neste trabalho é uma proteína rica em metionina e esforços têm sido realizados para 
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aumentar o conteúdo de metionina em plantas utilizando zeínas do milho, incluindo a β-

zeína (Dinkins et al., 2001; Bellucci et al., 2005; Bagga et al., 1997; Sharma et al., 

1998; Kim e Krishnan, 2004), no entanto, ambos os trabalhos não relatam o padrão de 

segregação obtido, tampouco se este padrão obedecera as leis mendelianas da 

hereditariedade. 

   
 

Figura IVa. Plantas transgênicas inférteis portando o gene de uma delta-zeína de 18 

kDa do milho. A) Linhagem Z35a apresentando multifloração, folhas pequenas e 

multibrotação; B) Diferença no tamanho da folha entre uma planta não transformada e a 

linhagem Z146a; C) Detalhe das flores, da multifloração e da multibrotação. Barra em B 

= 1 cm. 

 
 
 

 

Em um trabalho realizado por Amira et al. (2005) há um breve relato de 

segregação 3:1 em plantas T1 de tabaco, portando o gene de uma beta-zeína do milho, 

descendentes de 2 plantas T0 dentre 30 regeneradas. Esse relato escasso não esclarece 

se essa proporção ocorreu nas outras 28 plantas e leva a questionar porque  nenhum 
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trabalho relata o estudo de segregação nessas plantas transformadas com o gene da 

delta-zeína, mais ainda, leva a supor que a expressão transgênica desta proteína pode 

estar relacionada com alterações  no gametófito. 

Por esse motivo, foram aqui relacionadas algumas alterações morfológicas e 

moleculares observadas nas plantas com fenótipo de infertilidade, as quais o poderão ser 

usadas para melhor entender os fenômenos envolvidos na gametogênese, seja por 

mutagênese ou pela expressão do transgene. 
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Objetivo geral 

 

 Analisar alterações morfológicas e moleculares em plantas transformadas com 

um cassete de expressão semente específico da delta-zeína de 18 kDa do milho 

 

Objetivos específicos 

 

 Realizar análises de Southern blot das plantas Z35a e Z146a para confirmar a 

presença de multicópias do transgene; 

 Avaliar a estrutura floral das plantas Z35a e Z146a na fase de antese; 

 Realizar contagem o número de óvulos presente nos ovários das plantas Z35a e 

Z146a; 

 Analisar desenvolvimento de óvulos e anteras das plantas Z35a e Z146a; 

 Avaliar a presença de transcritos do gene da delta-zeína nas folhas das plantas 

Z35a e Z146a; 

 Construir bibliotecas de genome walking das plantas Z35a e Z146a para futura 

análise de local de inserção do transgene no genoma. 
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Materiais e métodos 

 

 

Material biológico 

 

 Para este trabalho foram selecionadas duas linhagens de feijão-caupi transgênico 

(Z35a e Z146a) obtidas durante transformação com o gene da δ-zeína de 18 kDa do 

milho, por apresentarem fenótipo de esterilidade. Como controle negativo foram 

utilizadas plantas não transgênicas da mesma cultivar, BRS - Nova Era. 

 

Análises de Southern blot  

Para avaliar a integração e número de cópias do transgene nas linhagens Z146a e 

Z35a foram realizadas análises de Southern blot como descrito no capítulo II, utilizando 

como sonda um fragmento do gene da δ-zeína amplificado com os primers ZEINF e 

ZEINR, descritos no capítulo III.  

 

Análise de alterações morfológicas 

O androceu e o gineceu das plantas foram observadas em lupa para obervar a 

deiscência das anteras e então fotografados. O ovário de ambas as plantas foi aberto 

longitudinalmente e os óvulos contados. 

 

Clarificação das anteras e dos ovários para análise de microscopia em DIC 

Flores das plantas controle, Z35a e Z146a em diferentes estágios de 

desenvolvimento, antes da deiscência das anteras, foram coletadas e fotografadas.  

Após a coleta das flores, estas foram dissecadas com o cuidado de não destruir a 

integridade dos ovários e do androceu e colocadas imediatamente no tampão de fixação 

FAA70 (formaldeído 37% - 50 ml; ácido acético glacial – 50 ml; Etanol 70% - 900 ml) 

por 24 horas. Os ovários foram transferidos para etanol 70% e deixados por 1 h e depois 
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desidratados em série de etanol (70, 80, 90, 100, 100 e 100%) pela imersão das amostras 

por 30 minutos em cada concentração. Os ovários foram então infiltrados com xileno 

(etanol: xileno) (3:1, 1:1, 1:1, 1:2, 1:3, xileno puro por 3 vezes) em série, pela imersão 

das amostras por 1 hora em cada concentração da mistura. Após a completa infiltração 

com xileno, os ovários foram então infiltrados com metil salicilato (xileno: metil) (3:1, 

1:1, 1:1, 1:2, 1:3, metil puro por 3 vezes) em série, pela imersão das amostras 2 horas 

em cada concentração da mistura.  

Para análise dos óvulos foi montada uma lâmina com duas lamínulas coladas 

paralelamente sobre a lâmina deixando um espaço de aproximadamente 0,5 cm, que 

gerou uma cavidade onde os óvulos foram colocados com metil salicilato e cobertos 

com lamínula. As anteras, assim como os óvulos, foram cuidadosamente retiradas e 

colocadas em lâmina escavada com metil salicilato e lamínula. Os preparados foram 

observados em microscópio com Contraste de Interferência Diferencial (DIC) em 

aumentos de 10, 20 e 40X. 

 

Análise de transcritos de δ-zeína em folhas das plantas inférteis 

 

Folhas das plantas transgênicas foram maceradas em nitrogênio líquido e cerca de 

100 mg do macerado foram utilizados para extração do RNA com o reagente trizol
®

 

(Invitrogen) segundo protocolo do fabricante. A qualidade do RNA foi avaliada em 

eletroforese em gel de agarose 1% e quantificada em aparelho espectrofotômetro 

(Nanodrop). O RNA então foi submetido a tratamento com DNase 1ul (1U/ul) 

(Promega) para digestão de possíveis contaminantes de DNA e em seguida utilizados 

para síntese do cDNA o Kit Superscript  (Invitrogen) e protocolo sugerido pelo 

fabricante. Reações de PCR foram realizadas utilizando primers para a delta-zeína 
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(capítulo III) e primers para o gene do fator de elongamento da RNA polimerase EF1F 

5´-TGTTGCTGTTAAGGATTTGAAGCG-3´ e EF1R 5´-

AACAGTTTGACGCATGTCCCTAAC-3´, como controle positivo. Para a PCR foi 

utilizado a Taq polimerase (Invitrogen), e mix sugerido pelo fabricante. O mix foi 

desnaturado por 5 min à 95
o
 C e amplificado por 35 ciclos (95

o
C por 1 min, 55

o
C por 1 

min, 72
o
C por 1 min) com um ciclo final de 7 min a 72

o
 C em termociclador MyCycler 

(Bio Rad). A amplificação foi analisada em eletroforese em gel de agarose 1%. 

 

Confecção de bibliotecas de Genome Walking 

Bibliotecas de Genome Walking das plantas Z35a, Z146a e controle (planta não 

transformada) foram confeccionadas utilizando o GenomeWalker Universal Kit 

(Clontech) e protocolo do fabricante. Duas bibliotecas foram construídas para cada 

planta transgênica e uma planta não transgênica utilizando para digestão do DNA as 

enzimas NruI numa biblioteca e SmaI noutra biblioteca. Para extração do DNA foi 

utilizado o tampão CTAB 2X e respectivo protocolo como descrito no capítulo II. 
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Resultados e discussão 

 

Durante o processo de obtenção de plantas transgênicas contendo um cassete de 

expressão do gene de uma delta-zeína de 18 kDa sob o controle do promotor da beta-

conglicinina da soja, utilizando a técnica de biobalística, foram obtidas duas plantas, 

nomeadas Z35a e Z146a. Essas linhagens apresentavam características morfológicas 

diferenciadas, como alta produção de flores com posterior aborto e com pouca ou 

nenhuma vagem. Estas plantas inférteis levaram ao questionamento sobre os motivos 

pelos quais essas alterações estariam acontecendo, considerando que algum 

silenciamento gênico estivesse envolvido. 

Pelos motivos relatados acima, foi realizada uma análise de Southern blot para 

as linhagens transgênicas Z35a e Z146a com o objetivo de assegurar que as plantas em 

questão apresentavam a integração dos transgenes incorporados, bem como possível 

determinação do número mínimo de cópias integradas baseadas no número de locus. Na 

figura IIIc (capítulo III) é possível observar que estão presentes pelo menos 4 cópias 

integradas na planta Z35a e pelo menos 7 cópias integradas na planta Z146a. Esse 

primeiro resultado confirma a primeira hipótese de que as mutações observadas podem 

ser resultados da presença de múltiplas cópias do transgene no genoma. Plantas 

transgênicas de feijão comum apresentando alterações no desenvolvimento de 

gametófito masculino com consequente alteração no padrão de segregação do transgene 

também foram relacionadas com a presença de múltiplas cópias do gene exógeno em 

análises de Southern blot (Ferreira, 2004) e reforçando a hipótese da relação entre 

multicópias e mutagênese alterando a produção de gametas. 

Para entender se a ausência de vagens nas plantas transgênicas estava 

diretamente relacionada à liberação de pólens, anteras de flores em antese (estágio onde 
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ocorre a abertura e liberação dos pólens para fecundação dos óvulos) foram observadas 

em lupa. Em ambas as plantas transgênicas, as anteras continuavam fechadas enquanto 

na planta controle as anteras estavam abertas e os polens estavam distribuídos em 

diversas partes da flor incluindo no estigma e estilete (figura IVb). Além disso, flores 

analisadas em estágio próximo à antese, mostraram as anteras menores e quando 

comparada às anteras de plantas não transgênicas (figura IVb). Esse primeiro dado 

explicou claramente porque as plantas eram inférteis, uma vez que não há liberação de 

pólen. Observação similar foi encontrada por Ge e colaboradores (2008), onde alto grau 

de esterilidade em plantas T1 de A. thaliana transformada com diferentes vetores foi 

encontrado. Além de diferentes vetores utilizados, a frequência de indivíduos estéreis  

foi menor do que 10%, sugerindo que a esterilidade não estava relacionada com o 

transgene inserido, mas com um evento de mutagênese insercional. 

 

 
 

Figura IVb. Estames e região superior do pistilo em fase de antese floral em flores de 

feijão-caupi. A) Linhagem Z35a mostrando a não deiscência das anteras. B) Planta de 

feijão-caupi não transformada mostrando grãos de pólen liberados da antera em 

deiscência. As setas indicam os pólens. 

 

 

Esse primeiro dado levou a questionar se a alteração observada nos gametas 

estendia-se à parte feminina da flor e então, foi realizada uma contagem de óvulos 

(figura IVc). De 5 flores analisadas foram encontrados  67 óvulos na planta controle, 
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numa média de 13,4 óvulos por ovário (12, 14, 14, 14 e 13). Na planta Z35a foram 

contados 52 óvulos perfazendo a média de 10,8 óvulos por ovário (12, 11, 9, 10 e 12). 

Na planta Z146a foram contados 61 óvulos, numa média de 12,2 óvulos por ovário. 

Essa alteração na média dos óvulos é pequena, mas sugere que a produção geral de 

óvulos também pode ter sido comprometida nessas plantas transgênicas. No entanto, 

inferir se essa alteração é significativa, faz-se necessária uma análise estatística. 

 

 

Figura IVc. Ovário e óvulos de feijão-caupi. A seta a esquerda indica o ovário e a seta 

a direita indica os óvulos. 

 

Para a verificação da integridade e normalidade dos óvulos e dos grãos de pólen 

dentro das anteras dos mutantes foi realizado o trabalho de clarificação dos mesmos, no 

qual a luz incidente do microscópio passa através dos óvulos e das anteras, deixando 

visível apenas os contornos das estruturas celulares. 

Antes da comparação dos óvulos entre plantas não transformadas transgênica 

foram designados estágios das flores a serem analisadas para fins deste experimento 

conforme tamanho da flor (figura IVd) em E0, E-1, E-2, E-3, E-4 e E-5, sendo que E0 é 

o estágio mais próximo da antese e E-5 o menor tamanho obtido para análise das flores, 

a fim de gerar uma perspectiva sobre momentos de maturação do óvulo e a presença das 

estruturas como: saco embrionário, e suas células internas (antípodas, célula central, 

sinérgides e oosfera) (Gilbert, 2000).  
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Figura IVd. Flores de feijão-caupi em 6 estágios de desenvolvimento que precedem a  

antese, selecionados para análise de óvulos e pólens. Barra = 5 mm. 

 

 

Não foi possível encontrar diferença que pudesse ser levada como referência 

para definição de momento em que alterações na planta transgênica estariam 

acontecendo entre os estágios de maturação dos óvulos, apenas uma diferença no 

tamanho. 

Ao observar a planta Z35a, foi constatado que muitos óvulos encontravam-se 

com o saco embrionário colapsado, diferente do observado nas plantas controle, sendo 

este um importante indício de infertilidade no gametófito feminino.  

Na planta controle, a observação em DIC mostrou que de 65 óvulos em 6 flores, 

62 foram normais, dois apresentaram saco embrionário colapsado e um com o saco 

embrionário invertido e dividido (figura IVe). A planta Z35a, por outro lado, apresentou 

apenas 42 óvulos em 5 flores, dos quais 27 estavam colapsados, sete com o saco 
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embrionário invertido e apenas 8 estavam normais (figura IVe). As alterações nos 

óvulos apresentadas pela planta Z146a foram ainda mais significativas para a questão da 

sua infertilidade e de 24 óvulos analisados em 4 flores, 22 tinham o saco embrionário 

colapsado. 

 

Figura IVe. Óvulos de feijão-caupi em microscopia de luz com DIC. A) Óvulo de uma 

planta não transformada, mostrando o saco embrionário normal (aberto). B) Óvulo da 

planta Z35a mostrando o saco embrionário colapsado. Barra: 50 µm. 

 

A análise das anteras mostrou que as linhagens Z35a e Z146a possuem pólens 

em diferentes estágios de maturação ou estourados (figura IVf), numa quantidade 

escassa quando comparada com a planta controle, a qual apresentou antera cheia de 

polens e estes todos iguais caracterizando polens viáveis em um total de 27 anteras 

analisadas para cada planta. 
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Figura IVf. Anteras de feijão-caupi em microscopia de luz com DIC. A) Antera de uma 

planta não transformada. B) Antera da planta Z35a onde é possível ver a escassez de 

pólen e diferenças no tamanho dos pólens. Barra: 50 µm. 

 

Alguns trabalhos, como o de Bonhomme e colaboradores (1998) sugerem que o 

controle gênico do desenvolvimento do grão de pólen e do saco embrionário funciona 

simultaneamente. Os dados aqui apresentados corroboram com essa hipótese já que o 

desenvolvimento de ambos os gametas foi afetado.  

Embora a presença de multicópias do transgene no genoma tenha sido 

confirmada nas análises de Southern blot, não é totalmente descartada a hipótese de 

haver correlação entre o transgene e as alterações morfológicas observadas na planta, 

com poucas folhas e multifloração ou mesmo que este possa estar trabalhando junto 

com o evento de silenciamento gênico da geração das alterações observadas. Essa 

dúvida aumenta ao considerar o experimento no qual foram geradas as duas plantas 

transgênicas inférteis (Z35a e Z146a) em um total de quatro plantas transgênicas 

geradas. Além disso, as outras duas plantas obtidas apresentaram algum tipo de 

alteração, sendo que uma delas não passou o transgene para a progênie mesmo após 

análise de 100 indivíduos da sua progênie e a outra gerou progênies numa segregação 

não mendeliana.  

Eventos de mutagênese insercional costumam acontecer numa frequência 

inferior a 10% (Ge et al., 2008), diferente do experimento em que foram geradas as 
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plantas observadas, onde todas as plantas obtidas tiveram algum tipo de alteração além 

da segregação não-Mendeliana. Por esse motivo, foi realizada uma análise preliminar de 

transcritos da δ-zeína nas plantas de feijão-caupi transgênico, em que também se pôde 

inferir sobre a especificidade tecidual do promotor da beta-conglicinina nesta planta. 

Para isso, reações de RT-PCR a partir do RNA total de folhas das plantas inférteis 

foram feitas buscando amplificar o gene da delta-zeina. Um banda correspondente ao 

tamanho esperado foi observada no gel após amplificação com primers específicos 

(figura IVg), comprovando que há expressão do gene nas folhas, pelo menos ao nível de 

transcritos em outro tecido e pode estar sendo traduzido.  

 

 

Figura IVg. Análise de transcritos em folhas de feijão-caupi amplificados por RT-PCR. 

A) Transcritos amplificados com primers para a delta-zeína (1: branco; 2: DNA da 

linhagem Z35a; 3: cDNA de feijão-caupi não transformado; 4: linhagem Z35a; 5: 

linhagem Z146a). B) Transcritos amplificados com primers para fator de elongação 

(controle). 

 

Análises específicas para detectar a presença da proteína nas folhas serão 

analisadas futuramente e isso leva a crer que a expressão do gene pode estar interferindo 

no desenvolvimento dessas plantas. Este resultado também confirma que promotor não 

está sendo específico apenas para a semente como esperado. Kim e Krishan (2004) 

também observaram isso em soja para o gene de uma δ-zeína de 11 kDa rica em 

metionina, em que baixos níveis de transcritos sob orientação do promotor da beta-
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conglicinina foram observados nas folhas, mas não em outros tecidos, o que leva a 

concluir que este promotor é capaz de induzir a expressão em tecido foliar. 

As análises preliminares para transcritos de δ-zeína nas folhas sugere expressão 

da proteína nesses tecidos, mas, para confirmar essa sugestão, ainda faltam estudos, 

como a própria presença da proteína e a geração de mais eventos que continuem com 

esse tipo de infertilidade observado, ou pelo menos com segregações não mendelianas 

dos transgenes para melhor inferir se a alteração se deve ao transgene ou a mutagênese 

insercional. Uma outra possibilidade é que os eventos observados possam ainda ser 

resultantes da combinação dos dois fatores. 

A fim de conhecer a localização do transgene no genoma e auxiliar no estudo de 

mutagênese insercional, bem como inferir nos genes candidatos a estarem relacionados 

com o processo de gametogênese em feijão-caupi, foram construídas bibliotecas de 

Genome Walking para as duas plantas transgênicas contendo a construção para 

expressar a delta-zeína. Para cada planta foi construída 2 bibliotecas, diferenciando-se 

pelo tipo de enzima usada para digerir o genoma, NruI e SmaI. A opção por utilizar duas 

enzimas diferentes foi para aumentar a chance de gerar fragmentos próximos ao sítio de 

inserção do transgene no genoma e facilitar a busca por PCR. As bibliotecas se 

encontram armazenadas e primers específicos para diferentes partes do vetor foram 

desenhados para serem realizadas reações de PCR na busca por amplificados 

diferenciais entre controle negativo e transgênicas e sequenciamento dessas bandas. 
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Conclusão e perspectivas 

 

 

 Durante o processo de transformação genética de plantas o DNA exógeno pode 

integrar-se ao genoma da planta alvo de forma que cause uma interrupção física de um 

determinado gene, resultando, em alguns casos em alteração fenotípica, dada pela 

formação incorreta ou não formação do produto gênico correspondente.  

Através dos experimentos de biobalística para produção e desenvolvimento de 

linhagens com teores aumentados do aminoácido metionina nas sementes foram obtidos 

feijões-caupi com deficiência na produção de vagens, caracterizando plantas inférteis 

com alterações morfológicas e fisiológicas. A interpretação desses dados sugere que 

algum gene envolvido com o desenvolvimento dos gametas ou do embrião poderia ter 

sido alterado, justificando tal anomalia. 

Os dados apresentados neste trabalho visam facilitar e contribuir para a 

compreensão dos processos de integração de DNA exógeno e as razões porque a planta 

transgênica tem o desenvolvimento dos gametas afetado. 

 As plantas Z35a e Z146a apresentaram um padrão multicópias do transgene no 

genoma, como esperado em casos de mutagênese insercional, confirmando que pode 

haver relação entre o número e cópias e local de inserção no genoma para as alterações 

fenotípicas observadas. 

 Os abortos observados nas plantas, com consequente queda das flores e, 

portanto, não formação de vagens, são explicados pela não deiscência das anteras que 

por sua vez decorre da escassez de pólens maduros nas anteras das plantas transgênicas, 

como observado em microscopia utilizando DIC. A observação de grande número de 

óvulos inviáveis, dados pela morfologia dos sacos embrionários colapsados mostra que 
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a alteração gênica sofrida pelas plantas se dá em um ou mais genes importantes para 

desenvolvimento de ambos os gametas. 

 A observação de transcritos da delta-zeína nas folhas das plantas transgênicas 

nos leva a questionar se as alterações podem estar também relacionadas com a presença 

da proteína sendo expressa em outros tecidos que não apenas a semente. 

 O sequenciamento de fragmentos genômicos correspondentes ao local de 

inserção do transgene pode nos levar a entender, especialmente por meio de uma análise 

comparativa entre as planta Z35a e Z146a, quais genes estão sendo afetados e relacioná-

los com o desenvolvimento dos gametas em feijão-caupi, o que também pode ser 

aplicado a outras plantas, mais especificamente, as leguminosas. Para isso, será utilizada 

a técnica de Genome Walking a partir das bibliotecas já construídas das linhagens 

transgênicas. Essa informação será importante no que concerne às pesquisas na área de 

mutagênese insercional e desenvolvimento de gametas. 

 Bombardeamentos com o vetor de expressão da δ-zeína de 18 kDa do milho 

continuam sendo realizados a fim de obter mais eventos transgênicos e gerar o objetivo 

esperado de plantas de feijão-caupi com maiores níveis de metionina em sua semente. 

Esses novos eventos podem auxiliar a entender se as alterações aqui observadas estão 

relacionadas apenas com o local de inserção transgene, independente da sequência 

inserida ou se há alguma relação com o cassete de expressão para a δ-zeína. 
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