.
L]
L]
1
Ll
K
1]

Fevista Cientifica da Universidade Eduardo Mondlane, Séne: Ciéncias Agrondmicas, Florestais e Veterinanas 1SSN 2411-0760

Artigo original

ESTABELECIMENTO DE UM PROTOCOLO DE TRANSFORMACAO
GENETICA E REGENERACAO DE FEIJAO NHEMBA (VIGNA
UNGUICULATA L. WALP)

Iris M. M. Victorino! e Ana LUcia R. Pinto-Sintra?

'Universidade Eduardo Mondlane, Mocgambique
2Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro, Portugal

RESUMO: O feijdo nhemba (Vigna unguiculata) € uma leguminosa que constitui a base da alimentagdo em
muitos paises subdesenvolvidos e particularmente em Mocambique. Entretanto, este apresenta baixa
produtividade devido essencialmente a susceptibilidade a factores abidticos e pragas e, por isso, merece especial
atencdo, do ponto de vista de melhoramento da cultura em si. O presente trabalho descreve a primeira tentativa
de estabelecer um protocolo de transferéncia de genes e regeneracdo de plantas eficiente para uma variedade
local mogcambicana de feijdo nhemba, mediado pelo Agrobacterium tumefaciens. Foram inicialmente testados 36
meios de cultura com diferentes concentracfes de fitorreguladores de modo a avaliar a resposta a morfogénese
dos explantes utilizados (hipocétilos, epicétilos, discos foliares e sementes). De forma a estudar e implementar
um protocolo de transferéncia de genes, utilizou-se como gene reporter o gene gus da B-glucuronidase e como
marcador de seleccdo o gene nptll tendo-se verificado uma baixa infectividade e/ou uma baixa competéncia para
a transferéncia de genes mediada pelo Agrobacterium por parte dos varios tipos de explante utilizados,
materializada pela quase total auséncia de marcagdo histoquimica do gus. Assim sendo, é recomendado que se
explore um maior nimero de parametros envolvidos no processo de co-cultura de forma a conseguir niveis mais
elevados de transferéncia de genes e regeneracéo neste gendtipo.
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ESTABLISHMENT OF A PROTOCOL OF GENETIC TRANSFORMATION
AND REGENERATION OF COWPEA (VIGNA UNGUICULATA L. WALP)

ABSTRACT: The cowpea (Vigna unguiculata) is a legume that is a staple food in many developing countries
and particularly in Mozambique. However, it has low productivity mainly due to susceptibility to abiotic pests
and therefore deserves special attention from the standpoint of improving the crop itself. This paper describes the
first attempt to establish a protocol for genetic transformation and regeneration of plants efficient for a local
Mozambican variety of cowpea mediated by Agrobacterium tumefaciens. Thirty six culture media with different
concentrations of growth regulators were initially tested to evaluate the response to the morphogenesis of the
explants (hypocotyls, epicotyls, leaf discs and grains). In order to study and implement a gene transfer protocol,
the gene gus was used as the reporter gene and the selectable marker gene nptll. It was observed a low infectivity
and low Agrobacterium-mediated transfer by the various types of explants tested, materialized by the almost
total absence of labeling with gus staining. Therefore, it is recommended to explore a larger number of
parameters involved in the co-culture in order to achieve higher levels of gene transfer and regeneration in this
genotype.
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INTRODUCAO

O feijdo nhemba (Vigna unguiculata L.) é
uma leguminosa pertencente a familia das
Fabaceas, rica em proteinas, tolerante a
seca e, dada a sua capacidade de fixacdo de
azoto, pode ser cultivada em solos pobres,
melhorando-os (LOPES et al., 2001). Este,
¢ utilizado na alimentacdo humana e
animal, e constitui um dos alimentos
basicos da alimentacdo da populagéo rural
e urbana em Mogambique (FERY et al.,
2000).

Segundo dados da FAO, estima-se que 8
dos 12,5 milhGes de hectares no mundo
destinados ao cultivo do feijdo nhemba
pertencam ao continente africano (LOPES
et al., 2001) - Figura 1 - de modo que esta
cultura deve merecer especial atencdo no
que concerne ao seu melhoramento em
termos agronOémicos, genéticos e de
produtividade.

Segundo Segeren, Oever e Compton
(1994) diversos factores afectam o cultivo
do feijdo nhemba (conducdo da cultura, a
qualidade da semente, os factores abidticos
e bidticos - virus, bactérias, fungos,
fitoplasmas, nematodes e insectos) sendo
este Ultimo o maior limitante a producéo
em Mocambique.

Como forma de contornar os problemas
causados pelos factores bidticos, o0s
produtores tem optado pelo uso de
herbicidas e pesticidas, muitas vezes
toxicos para 0 homem e para o ambiente,
dispendiosos e pouco eficazes devido a
tolerancia que se pode gerar (FRAZAO e
SILVA, 2005). Deste modo, a utilizacéo de
variedades geneticamente resistentes a
doencas e pragas torna-se a opgdo mais
barata, eficiente e ndo toxica (ODUTAYO
et al., 2005).
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FIGURA 1: Regides de cultivo do feijio nhemba em Africa. As regides marcadas a laranja claro e escuro
representam os locais pouco e mais favoraveis ao seu cultivo respectivamente. Retirado de
http://www.tropicalforages.info/key/Forages/Media/Html/Vigna_unguiculata.htm.
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O feijdo nhemba pode ser geneticamente
modificado, expressando genes exdgenos
com sucesso, tornando-se uma possivel
fonte para a producdo de substancias
bioactivas ou de importancia industrial,
com potencial para atrair riqueza e
investimento para a regido onde é
cultivado (MENANCIO-HAUTEA et al.,
1993; MENENDEZ, HALL e GEPTS
1997; ARCHANA e JAWALLI, 2007). A
disponibilizacdo de recursos com um
elevado nimero de marcadores genéticos
de Vigna unguiculata (L.) Walp.
(http://phymap.ucdavis.edu/cowpea/phyma
pintro.jsp) tem facilitado grandemente o
acesso dos investigadores ao genoma deste
feijdo. Este importante avangco permite
perspectivar uma utilizacdo préxima de
genes do seu fundo genético por
engenharia genética e, desta forma, a
adopcao de uma abordagem cisgénica, sem
qualquer DNA estranho a cultura
(ROMMENS, 2004).

A Biotecnologia Vegetal retne a Biologia
Molecular e varias técnicas de cultura in
vitro com vista a obter produtos com
melhores caracteristicas, quer do ponto de
vista econdmico quer do ponto de vista
genético e com o intuito de modificar
geneticamente plantas de feijdo varios
trabalhos foram realizados, tendo no
entanto, falhado devido a inexisténcia de
sistemas eficientes de transferéncia de
DNA e regeneragdo das suas plantas
(McCLEAN et al., 1991; VICTORINO,
2008).

O método de transferéncia de genes
mediada pelo Agrobacterium tumefaciens
envolve a utilizagdo de um plasmideo
bacteriano, o plasmideo indutor de tumores
(Ti) de A. tumefaciens, para introduzir um
ou varios genes nas células duma planta
(THAKUR, SARITA e SRIVASTAVA,
2005).

Apls a transferéncia de genes propriamente
dita as plantas podem ser regeneradas por
embriogénese somatica - a partir de

embrides imaturos e/ ou a partir da
organogénese directa da parte aérea ou a
partir de calos, induzida pelo cultivo de
meristemas apicais ou axilares sob altas
taxas de citocininas (PERES et al., 1999;
LERCARI et al, 1999; PERES e
KERBAUY, 1999).

O feijdo nhemba é um organismo diploide,
com 2n=22 cromossomas e possui, entre as
leguminosas, um dos menores genomas —
aproximadamente 400 a 500 Mb (TEOFILO,
PAIVA e FILHO, 2001; ARCHANA e
JAWALI, 2007). Por ser uma espécie
autogamica de genoma estavel, reduz a
possibilidade de “fuga” de genes para
individuos selvagens ou para plantacdes
circunvizinhas, e também impede a
introgressdo de caracteres indesejaveis
(MENENDEZ, HALL e GEPTS, 1997).

A técnica de transferéncia de genes
mediada por Agrobacterium, embora ja
reportada por alguns autores (MUTHUKUMAR
et al, 1996; CHOWRIRA, AKELLA e
LURQUIN, 1995; KONONOWICZ, 1993,
1995, 1997) possui desvantagens como a
susceptibilidade da cultura ou gendtipo
alvo e a elevada contaminacdo enddgena
por fungos e bactérias e caracter recalcitrante da
espécie Vigna (COUTINHO et al., 2003). No
entanto, as vantagens - nomeadamente a
sua facil execucdo, 0 baixo custo, e a
insercdo de uma cdpia Unica do gene nas
plantas transgenicas evitando a formacéo
de mosaicos - sobrepdem-se (LEWIN, 2000;
FERRER, LINARES e GONZALEZ., 2000).

O presente trabalho apresenta como principal
objectivo o estabelecimento de um sistema de
transferéncia de genes e regeneracdo de plantas
eficiente para o feijdo nhemba mediado pelo
Agrobacterium tumefaciens passando pelo
ensaio com diferentes explantes com vista
a identificar o tecido mais competente para
a regeneracao de plantas, em paralelo com
0 ensaio de diferentes composi¢des do
meio de cultura.
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MATERIAIS E METODOS

As sementes de Vigna unguiculata variedade
1T-18 foram cedidas pelo Ministério de
Agricultura em Mogambique.

Foram utilizadas quatro estirpes de
Agrobacterium tumefaciens (C58C1, LBA4404,
LBA2915 e EHA105) com o plasmideo
p35S GUSINT, o qual contém o gene nptll,
codificante da neomicina fosfotransferase I,
que confere resisténcia a canamicina e o
gene gus, codificante da B-glucuronidase,
funcionando como marcador repérter;
COmo O gene gus possui um intrdo de
origem vegetal, este SO serd expresso no
interior das células eucariotas.

Desinfeccéo, Esterilizacdo e Germinacao
do Material Vegetal

As sementes foram passadas por alcool
etilico a 70% (v/v) durante cerca de dois
minutos, seguida de imersdo em solucéo
lixiviada (1:5) com 1-2 gotas de Tween-20,
durante cerca de 30 minutos, sob agitacido
manual. A partir dai, o processo decorreu
na camara de fluxo laminar, com as
lavagens com &gua destilada esterilizada
(3x). Apos a desinfecgdo, 100 sementes

foram dispostas nas placas de Petri com
meio MS e mantidas a 24 °C (+ 2°C) com
fotoperiodo de 16 horas.

Outras 100 sementes foram colocadas sob
uma camada de algoddo embebido em
agua, no escuro, durante 5 dias. Findo este
periodo, transferiu-se cada pé para areia
para que continuasse o seu desenvolvimento.
Apos atingir as dimensdes julgadas necessarias,
eliminaram-se as raizes das plantulas,
sendo entdo lavadas em abundante &gua
corrente e seguidamente desinfectadas pelo
processo acima descrito.

Meios de Cultura

Para a germinagdo das sementes, utilizaram-se
0S macros, micronutrientes e vitaminas de
Murashige e Skoog (1962), suplementado
com sacarose a 3% e agar a 0,7 %.

Para a inducdo da morfogénese nos varios
explantes de feijdo nhemba, utilizou-se
também o meio base de Murashige &
Skoog (1962), suplementados com caseina
hidrolisada 0,1 %, glutamina 0,1 %, sacarose a
3%, agar a 0,7 % e 36 combinacdes de seis
diferentes concentracGes de BAP com seis
de 2,4-D (Tabela 1).

TABELA 1: Combinag6es das diferentes concentracgdes de BAP e 2,4-D utilizadas.

citn?:eilrl?nas BAP
[mg/] 0 1 3 4 5

Sem auxinas 0 MC1 MC2 MC3 MC4 MC3 MC6
1 MC7 MC8 MC9 MCI10 MC11 MCI12

2 MC13 MC14 MC15 MC16 MC17 MC18

24D 3 MC19 MC20 MC21 MC22 MC23 MC24

4 MC25 MC26 MC27 MC28 MC29 MC30

5 MC31 MC32 MC33 MC34 MC33 MC36
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Inducdo de Morfogénese

Utilizaram-se inicialmente varios tipos de
explantes: folhas cotiledonares inteiras
feridas com bisturi ou discos foliares,
cotiledones,  hipocotilos e epicdtilos
(geralmente fragmentados), resultantes das
germinantes obtidas nas placas com meio
MS. Esses explantes foram inoculados nas
placas de Petri com os 36 meios de cultura
ja descritos, com 3 repeti¢cGes por meio de
cultura, num total de 144 placas. As
culturas mantiveram-se a 24 °C (x2° C),
com fotoperiodo de 16 horas de luz,
durante 4 semanas para indugdo de
morfogénese.

Numa segunda fase, inocularam-se apenas
discos foliares obtidos a partir das
plantulas que se desenvolveram na areia.
Os discos foliares foram inoculados em
placas contendo os 36 meios de cultura,
nas condicdes ja descritas, excepto que
permaneceram 2 X 8 semanas nos meios de
inducéo.

Transferéncia de Genes Mediada pelo A.
tumefaciens

Pré-cultura dos explantes: o0s discos
foliares foram inoculados em placas de
Petri com 15 cm de didmetro contendo
meio MS suplementado com 5 mg/I de 2,4-
D, onde permaneceram durante 48 horas a
24 °C (x2° C) com fotoperiodo de 16
horas.

Preparacdo das suspensdes bacterianas:
colocaram-se as 4 estirpes bacterianas a
crescer em meio YEB liquido suplementado
com rifampicina e canamicina, ambos a 50
mg/l, a 24 °C (x2° C) e 160 rpm.

Cocultura: colocaram-se 100 ul de suspensao
sobre cada disco foliar, contendo cada placa
uma das estirpes bacterianas. A imersdo dos
explantes durou cerca de dez minutos, ap0s
0 (ue se removeu 0 excesso de suspensdo
com papel de filtro estéril. O material foi

mantido durante 72 horas nas mesmas
placas.

Deteccédo da Expressdo Transiente da f3-
Glucuronidase

Apl6s 24, 48 e 72 horas de cocultura,
procedeu-se a deteccdo da expressdo
transiente do gene gus através da analise da
actividade da p-glucuronidase. Para o
efeito, imergiram-se os discos foliares em
X-gluc durante 16-24 horas, a 37 °C. Ap0s
este periodo, removeu-se o X-gluc e
fizeram-se varias lavagens com alcool a
70° até a remocdo completa da clorofila.

Analise de dados

A andlise de dados baseou-se na observagdo
directa de explantes registando-se 0 nimero de
explantes regenerados e ndo regenerados em
forma de percentagem. Para além desta
analise efectuou-se uma anélise estatistica
dos discos foliares que apresentavam a cor
azul, indicativo da transformacdo, mediante
dados comparativos relativos a presenga e/ou
auséncia de marcagéo histoquimica.

RESULTADOS

As sementes de feijdo nhemba da variedade 1T-
18 apresentavam uma morfologia e coloracéo
heterogéneas entre si (Figura 2A). Apds a
introducdo in vitro, as sementes evidenciaram
uma elevada contaminacdo de origem
enddgena, associada a uma forte fenolizacdo e
baixa germinacdo, na maior parte das placas
(Figura 2B), embora também se tenha
observado alguma germinacdo in vitro (Figura
2C), quantificada no gréafico da Figura 2D.

A elevada contaminacdo do material
germinado invitro conduziu ao ensaio de
alternativas ao processo de germinacdo. A
germinacdo em areia (Figura 3A)
proporcionou melhores resultados que a
germinacdo em terra (Figura 3BC), ao
permitir uma maior percentagem de
germinacao (Figura 3D).
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Resposta das sementes de Nhemba a
a germinacg#o in vitro

®m Percentagem de sementes fenolizadas

®m Percentagem de sementes
com indicios de germinagao

FIGURA 2: Heterogeneidade na morfologia e na germinacao das sementes da variedade 1T-18 de feijéo
nhemba. A. Aspecto geral das sementes demonstrando a diferenca na morfologia e coloragdo das sementes do
lote em estudo. B. Fase inicial da germinacdo das sementes nas placas com meio MS. C. Germinantes de
nhemba nas placas com meio MS. D. Resposta das sementes de nhemba & germinagao em meio MS.

A / : : :

RSl A
¥ ESN, 3™

A= i

Respostas das sementes a germinagao
em areia e terra
X 20.00% 1~
E :
& 60,00% + ® Sementes germinadas
§ 40,00% ¥~ I " mSementes ndo germinadas
S
£ 2000% 1
S e — —
‘,9, 0.00% -~ “Arcia Terra
>
Tipos de tratamento

FIGURA 3: Germinacéo de sementes de nhemba em areia e terra. A. Aspecto das germinantes obtidas em
areia. B-C. Aspecto das germinantes obtidas em terra. E notorio o atraso no desenvolvimento das germinantes
em terra (comparativamente as germinantes obtidas em areia, no mesmo periodo de tempo), bem como a
auséncia de germinagdo (setas amarelas). C. Pormenor de uma germinante obtida em terra. D. Resposta das
sementes de nhemba & germinagdo em areia e em terra.
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O ensaio com discos foliares de germinantes
obtidas em areia, submetidas a desinfeccao
prévia, permitiu ultrapassar parte dos
problemas associados com o0 mau estado
sanitario das sementes: embora as perdas
por contaminacdo fossem mais reduzidas,
foram ainda acima do desejavel. A
calogénese ocorreu com alguma rapidez
mas ndo foi possivel encontrar uma relagéo
entre a concentracéo e tipo de reguladores
de crescimento presentes e o tipo de calos
formados, embora os meios com 2,4-D
tenham  proporcionado 0os  melhores
resultados. Os calos formados foram
classificados em duas categorias conforme
descrito na Tabela 2.

Dos ensaios com X-gluc verificou-se que
60% dos discos foliares foram descartados
por se encontrarem em mau estado, 25%
estavam ainda em bom estado mas nao
mostraram marcacdo azul apo6s 7 dias de
incubacdo, e 15% mostraram uma ténue
marcagéo azul (Tabela 3).

Decorrido o tempo previsto para a
realizacdo da experiéncia, ndo se verificou
nenhuma alteracdo nos calos pelo que se
recomenda que a experiéncia seja repetida
num intervalo maior de tempo para se
poder verificar a regeneragdo da planta a
partir do calo.

TABELA 2: Classificagéo dos diferentes calos obtidos durante o ensaio dos 36 meios de cultura. Verificou-
se a presenca de calos fridveis e com aspecto de flocular e outros mais rigidos de tonalidade variavel.

Categoria

Calos com interesse do
ponto de vista morfogénico

Exemplos

Aspectos importantes

Cor variavel
Nodulares
Estrutura granular
Consisténcia mole

Calos amorfos sem
interesse do ponto de vista
morfogénico

Cor variavel
Aspecto friavel e/ou
cristalizado
Consisténcia dura

TABELA 3: Resposta a transformacao genética dos discos foliares. Verificou-se que apenas 3 discos foliares

mostraram ténue marcacdo azul.

Parametros avaliados Observacoes
Numero de discos foliares com marcacéo azul 3 (15%)
Numero de discos foliares sem marcacédo azul 5 (25%)
NuUmero de discos foliares em mau estado 12 (60%)
Numero total de discos 20 (100%)
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DISCUSSAO

De forma geral o principal objectivo do
trabalho foi alcangado uma vez que pela
primeira vez conseguiu estabelecre-se um
protocolo de transferéncia de genes e
regeneracao de plantas para uma variedade
local mogambicana de feijdo nhemba,
mediado pelo Agrobacterium tumefaciens.
No entanto, como referido anteriormente, o
feijdo nhemba apresenta elevada taxa de
contaminacdo por fungos e bactérias e isto
foi verificado também neste trabalho.
Coutinho et al. (2003) também reportaram
este facto ao trabalhar com sementes de
feijdo wvulgar. No entanto, algumas
sementes foram capazes de originar
rebentos evidenciando o comportamento
diferenciado numa variedade dentro de um
mesmo lote.

Apesar de ndo ter sido feita a avaliagdo da
composigdo do solo e da areia, verificou-se
germinacdo em ambas com diferentes
graus tendo sido a germinacdo mais eficaz
em areia tal como Silva et al. (2007)
reportam. Existem infeccOes especificas da
fase de armazenamento das sementes
conforme referido por Menten (1991) o
que podera ter contribuido para o insucesso
da germinacdo de algumas sementes. E de
se referir que apesar da elevada taxa de
contaminacdo endogena, também se
verificou que as sementes apresentavam
boa qualidade fisiologica, ja que se
obtiveram bons niveis de germinacdo em
areia.

Contrariamente a muitos autores que
utilizaram com sucesso as sementes como
explante para regeneracdo de feijdo nhemba
(SAINI E JAWAL, 2005; ODUTAYO et al.,
2005; POPELKA et al., 2006; OLIVEIRA,
BENBADIS e CARVALHO 2006; AZEVEDO,
HOULLOU e BENKO., 2007; BHOMKAR et
al.,, 2008) nesta experiéncia poOde-se
concluir que o melhor tipo de explante para
0 processo foram os discos foliares uma
vez que com estes eliminou-se o problema
da contaminacdo (repetidamente obtida nas

sementes). A partir dos discos foi possivel
obter-se calo que contrariamente ao epi e
hipocétilo, sofreram menor oxidacdo pelos
compostos fendlicos. No entanto, apds a
imers&o em alcool etilico a 70% estes sofreram
oxidacéo o que pode ter dificultado a posterior 0
processo regenerativo pés transformacéo.

Dos 36 meios testados, todos se mostraram
adequados a morfogénese uma vez que na
maior parte deles houve formacao de calos
ainda que com diferentes taxas.

Foi referido por Oliveira, Benbadis e
Carvalho (2006) que o BAP sozinho néo
cumpre o papel de indutor de formacéo de
calos, mas, no entanto os explantes
regeneram positivamente na sua presencga.
As placas que ndo continham 2,4-D
apresentaram calos necroticos, mesmo com
concentracdes elevadas de BAP, o que
mostra que ndo basta a presenca de BAP
para que ocorra a regeneragdo. A presenca
de 2,4-D também actua e até se pode dizer
que tem maior importancia pois nos meios
sem BAP, mas com 2,4-D (incluindo
baixas e elevadas concentragdes), se
verificou a formagdo de calos. Exemplos
disso, foram as placas com 1 mg/l de 2,4-
D, com 2 mg/l de 2,4-D e 1 mg/l de BAP,
com 3mg/l de 2,4-D e sem BAP, com 4
mg/l de 2,4-D e sem BAP e por ultimo
com apenas 5 mg/l de 2,4-D.

Também se verificou a formacdo de calos
na sua maioria friaveis e alguns do tipo
“floco de algodao” o que da a ideia de que
existia uma elevada taxa enddgena de
auxinas no préprio feijao, pois Coutinho et
al. (2003) verificaram anteriormente que
este factor podia ser apontado como
fundador deste tipo de calos.

A eficiéncia da transformacdo pode ser
avaliada com base no PCR ou através de
testes histoquimicos. Segundo Pinto-Sintra
(2001), por vezes o0s explantes néo
mostram a cor azul no teste histoquimico
sugerindo que ndo houve insercdo do gene
apesar de a amplificacdo por PCR indicar a
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presenca deste. Noutros casos, a eficiéncia
da transformacdo pode ser afectada pelas
caracteristicas da propria estirpe de A.
tumefaciens. Nesta experiéncia observou-
se uma ligeira marcacdo azul apenas nos
discos inoculados com as estirpes LBA
2915 e LBA 4404 facto que sugere que
possa existir falta de competéncia das
celulas do feijdo nhemba, no gendtipo alvo
portanto, na aquisi¢cdo de novos genes. Um
maior periodo de co-cultura dos explantes
ou 0 uso de outro tipo de explante também
poderdo ajudar a realcar a marcacdo. Por
outro lado, pode também ocorrer uma fraca
susceptibilidade do nhemba ao método utilizado
contrariamente ao decrito por Trinca et al.,
1991; Hooykaas e Shilperoort, 1992; Torres et
al., 2000; Saini e Jaiwal, 2005; Popelka et al.,
2006 e Chaudhury, 2007 no género Vigna e
noutras espécies também consideradas
recalcitrantes como o Vigna unguiculata.

O facto de as folhas do feijdo nhemba néo
suportarem uma exposicdo prolongada a
bactéria  degradando-se  precocemente
também sugere que ainda € necessario um
estudo mais aprofundado no que concerne
a optimizacdo dos parametros de
regeneracdo apos a transformacao de feijdo
nhemba.
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