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INTRODUCAO

O mosaico dourado do feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.), transmitido pela
mosca branca Bemisia tabaci, ¢ uma das principais doengas da cultura, causando perdas de
producdo de 40 a 100%. Nao foi identificado alto grau de resisténcia genética a esta doenca
no germoplasma do género Phaseolus. Com o advento da tecnologia do DNA recombinante
novas oportunidades de obtencdo de resisténcia utilizando sequéncias gendmicas do préprio
agente causal se tornaram realidade. Os geminivirus associados ao feijoeiro sdo transmitidos
pela mosca branca (Bemisia tabaci Gen.), e pertencem a familia Geminiviridae, género
Begomovirus. Todos os geminivirus possuem DNA circular, de fita simples encapsidado em
particulas geminadas. O genoma € dividido em dois componentes, denominados de A e B. O
DNA A possui os genes envolvidos na replicacao viral (rep), capa protéica (cp), além de um
gene envolvido com a amplificagdo da replicacdo viral (ren) e outro que é um fator de
transcricao viral (trap). No componente B existem dois genes. O gene mp codifica uma
proteina com fun¢des de movimento célula-a-célula, andlogas as da proteina 30K do TMV. O
gene ns codifica uma proteina que realiza a etapa extra que os geminivirus devem realizar
para causar infeccdo sistémica - o transporte do DNA através do envelope nuclear. O produto
do gene rep € uma enzima com propriedades de ligacao a acidos nucléicos e de endonuclease.
Esta € a unica proteina essencial para a replicagdo do genoma viral. Ela ndo possui, entretanto,
atividade de DNA polimerase. Dessa forma, ndo é considerada uma replicase, mas sim uma
enzima “associada a replicacdo do DNA”. A sintese de DNA propriamente dita deve ser
realizada por enzimas do hospedeiro. A funcdo da proteina REP é de se ligar ao sitio de
iniciacdo da replicag@o viral e cortar uma das fitas de DNA, iniciando o processo. Com este
conhecimento foi desenhado um transgene capaz de atuar ao nivel do RNA do gene rep, de
modo a destrui-lo. Isto foi conseguido com a tecnologia de interferéncia do RNA ou RNAI.
Deste modo o gene rep € silenciado, e o virus nao pode se replicar. Um evento elite — Olathe
5.1- foi obtido e caracterizado tanto ao nivel de resisténcia a0 mosaico dourado como ao nivel
molecular (BONFIM et al., 2007).

A heranga mendeliana de um transgene € um requerimento para que 0 mesmo possa
ser efetivamente utilizado nas cultivares comerciais derivadas, e padroes de heranca
mendeliana de transgenes sao tipicamente observados em plantas. Ha casos, porém, em que se
observa segregacdo nao-mendeliana de transgenes, com grande variagdo entre transformantes
e suas progénies. E sabido que a heranca estdvel de um transgene depende da sua natureza, do
genoma no qual ele serd inserido e do sitio de integragdo no genoma da planta, fatores sobre
0s quais ndo se tem controle no momento da transformacdo genética. A eliminacdo e o
silenciamento de transgenes também podem explicar distor¢cdes na segregacdo das progénies,

! Embrapa Arroz e Feijao, Caixa Postal 179, 75375-00, Santo Antonio de Goids, GO, E-mail:
josias @cnpaf.embrapa.br

2 1Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, PQEB W5 Norte, 70770-900, Brasilia, DF,
E-mail: aragdo @cenargen.embrapa.br

Documentos, TAC, Campinas, 85, 2008 368



como uma forma de defesa do genoma em algumas espécies. Assim, ha exemplos de estudos
nos quais apenas um, ou nenhum dos transgenes inseridos € herdado pela progénie de
algumas linhagens, ou ainda os dois transgenes sao inseridos em locos diferentes, ocorrendo
muitas vezes a integracdo de multiplas copias do transgene no genoma da planta.

O objetivo deste trabalho foi o de contribuir no estudo da estabilidade do transgene e
sua heranca através de vdrias geragdes dos cruzamentos e retrocruzamentos em diferente
germoplasma de feijoeiro comum com a linhagem Olathe 5.1, como parte da avaliagao de sua
biossegurancga.

MATERIAL E METODOS

Partindo-se de plantas de Olathe 5.1 homozigotas para o transgene foram realizados
cruzamentos envolvendo os genitores Olathe Pinto, Jalo Precoce, Dark Red Kidney 18, BRS
Supremo, BRS Pontal e Pérola, utilizando-se o transgénico sempre como parental doador de
polen, a fim de facilitar a andlise das progénies: As plantas F; dos cruzamentos com BRS
Pontal e Pérola foram utilizadas como doadores de pdlen para obtencdo dos retrocruzamentos
RC; e assim, sucessivamente até o retrocruzamento RCy4. A partir da geracdo RC4F, as plantas
transgénicas, sem mosaico dourado, foram conduzidas pelo método de descendéncia de uma
unica semente. Todas as plantas de cada geracdo desde o F;, ou segregantes foram analisadas
quanto a presenca do transgene utilizando-se de um par de oligonucleotideos especificos. Para
a andlise da resisténcia ao mosaico dourado foram incluidos como testemunhas 10 plantas dos
parentais ndo transgénicos e 10 do parental transgénico Olathe 5.1. Para facilitar o manuseio e
reduzir o espaco inicial requerido para o cultivo e manuseio das plantas na fase inicial, as
sementes foram semeadas em copos de 200-300 ml de capacidade preenchidos com solo
previamente adubado. Aos sete dias apds o semeio, as plantulas ja com as folhas primarias
expandidas, foram transferidas para o local apropriado de criacdo de colonia de moscas
brancas viruliferas, desenvolvidas sobre plantas de feijao de lima (P. lunatus) e soja (Glycine
max), a fim de serem inoculadas. . O nimero de moscas brancas utilizadas nao foi controlado,
tendo variado de 300 a mais que 1000 por plantula, permanecendo em contato com as moscas
por oito dias. Apds este periodo as moscas foram removidas e as plantulas foram
transplantadas para vasos com 3 a 5 Kg de solo, onde foram mantidas até o final do ciclo.
Durante a condugdo do ensaio as plantas foram pulverizadas com inseticidas e fungicidas para
evitar a proliferacio de moscas brancas e para o controle de oidio sempre que necessario.
Essas foram avaliadas visualmente quanto a presenca/auséncia de sintomas de mosaico
dourado até aos 40 dias apds a inoculacdo. Em casos de dividas, a presenca do virus foi
detectada por meio de PCR utilizando um par de oligonucleotideo especificos para 0 mesmo.
Os resultados obtidos foram analisados por qui-quadrado a fim de se comparar as possiveis
divergéncias entre as proporcdes esperadas e observadas de plantas transgé€nicas ou de
resistentes/suscetiveis apds os cruzamentos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Geracao F,

Deteccao do transgene: foi observada a banda de DNA esperada para as plantas transgénicas,
a qual esteve sempre ausente nos controles com DNA de feijoeiro comum convencional e
com substituicdo de DNA por dgua (Fig. 1). Todas as plantas F; foram transgénicas indicando
o sucesso do cruzamento e também a normalidade da transferéncia do transgene.
Resisténcia/suscetibilidade ao MD: decorrido o periodo de incubag¢do do virus houve o
aparecimento de sintomas tipicos da virose (Tabela. 1). Todas as plantas transgénicas
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parentais (Olathe 5.1) permaneceram sem sintomas e todas as plantas testemunhas das
cultivares convencionais apresentaram sintomas tipicos da doenca.
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Figura 1. Amplificacdo do transgene em plantas de feijoeiro comum da geracdo F; Nota-se a
auséncia de bandas nos controles especificos utilizados.

Tabela 1.

Cruzamento Transgénicas Resistentes Suscetiveis 9 Suscetiveis
Olathe 5.1 X Jalo 20 13 7 35,0
Precoce
Olathe 5.1 X 20 17 3 15
Olathe Pinto
Olathe 5.1 X Dark 20 13 7 35,0
Red Kidney 18
Olathe 5.1 X BRS 20 8 2 10,0
Supremo
Olathe 5.1 X BRS 58 37 21 30,2
Pontal
Olathe 5.1 X 36 29 7 194
Pérola
Parental Olathe 5.1 0,0

Geracoes segregantes

Deteccido do transgene na quarta geracao do quarto retrocruzamento (F4RCy): todas as
plantas transgénicas foram positivas por PCR na geracdo F4RC, (Tabela 2).
Resisténcia/suscetibilidade ao MD: os resultados obtidos para a inoculagdo com o VMDF
encontram-se na Tabela 2, onde o teste de qui-quadrado mostra que as relacdes de
transgé€nico: ndo-transgénico observadas foram conforme o esperado. Em geral, houve a co-
segregacao da presenga do transgene e da resisténcia ao virus do mosaico dourado no caso do
cruzamento com Pérola e seguiram os padrdoes mendelianos para um tnico 16cus, embora ndo
se possa afirmar que exista apenas uma unica cépia. No experimento com o cruzamento com
BRS Pontal houve vérios escapes no controle suscetivel, e varias plantas, que ndo tinha o
transgene, também se comportaram como resistentes, ou vice-versa, afetando a relagdo
esperada resistente:suscetivel. As plantas segregantes apresentaram fen6tipo normal.
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Tabela 2. Segregacido observada na geracao F4RC, com as cultivares BRS Pontal e Pérola

Olathe 5.1 X Pontal PCR Mosaico Dourado
Geracao FARC4 Observadas Esperadas Observadas Esperadas
Positivas 64 63,8 70 61,5 (sem MD)
Negativas 21 21,3 12 20,5 (com MD)
Total 85 82
BRS Pontal - - 16 de 20 inoc. 20 com MD
Olathe 5.1 0 de 20 inoc 0 com MD
Qui-quadrado, 3:1 0,004 4,7 (P>0,02) n.s.

(P>95)**
Olathe 5.1 X Pérola
Geragao FARC4
Positivas 34 33,75 34 (sem MD) 33,75
Negativas 11 11,25 11 (com MD) 11,25
Total 45
Qui-quadrado 0,007 0,007 (P=0,95)%**

(P>0,95)**

Pérola 20 de 20 inoc. 20 com MD
Olathe 5.1 0 de 20 inoc. 0 com MD

** - significativo; n.s.= ndo significativo

Todas as linhagens conduzidas por descendéncia de uma unica semente que
supostamente deveriam estar em homozigose, se comportaram como resistentes a0 mosaico
dourado, semelhante ao observado para a planta parental Olathe 5.1, para ambos os
cruzamentos. Entretanto, no caso de heterozigotas, o padrdo observado de resisténcia ao
mosaico dourado € coerente com o conceito de “efeito de dosagem génica” ou expressividade
(RIEGER et al., 1976), onde ha a acdo diferencial dos alelos de um gene sobre a expressao
fenotipica do carater em questdo. Obviamente que o PCR avalia apenas a presenca do gene,
enquanto a inoculagdo revela o seu efeito.

Como conclusdo pode-se afirmar que a heranca seguiu o padrdo mendeliano com
segregacgao tipica monogénica dominante, mas existindo um efeito de expressividade gé€nica
marcante, que possa causar desvios significativos na propor¢ao esperada de segregacao.
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