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Introducao

A cultura do feijao (Phaseolus vulgaris) ocupa uma
area de 12 milhdes de hectares e é a leguminosa
mais importante para a alimentacao de 500 milhdes
de pessoas na América Latina e Africa. O Brasil é o
maior produtor do mundo com uma produc¢éo anual
de cerca de dois milhdes de toneladas, o que equivale
a cerca de 20% da produgédo mundial. No entanto,

a produtividade do feijoeiro € decrescente devido a
sua susceptibilidade ao virus do mosaico dourado
(BGMV), que é a doenga que mais acomete esta
cultura, ocasionando perdas de até 100% quando nao
ha o controle apropriado do inseto vetor (ARAGAO;
VIANNA; RECH, 1998).

O mosaico dourado é encontrado, praticamente,

em todas as regides nas quais o feijao é cultivado

e é transmitido pela mosca-branca. A diminui¢céo da
produtividade da cultura e da qualidade do produto
sao resultado de doengas que infectam a planta. Os
indicativos de que a planta foi contaminada sao: folhas
amarelas, indugao do nanismo e deformacao severa
de vagens, com redugdo do numero, tamanho e peso
das sementes. Os principais fatores que contribuem
para o desenvolvimento da mosca-branca séo as
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condigdes climaticas e a disponibilidade de plantas
hospedeiras durante todo o ano. Cultivos extensivos
de soja e de algodao e o plantio de tomate e de
feijdo tém favorecido a manutencdo de uma elevada
populagéo da mosca-branca no campo (ARAGAO;
VIANNA; RECH, 1998).

Diferentes estratégias para controlar tanto o vetor
quanto a virose foram pesquisadas no Brasil e em
outros paises (FARIA, 2000). A obtencao de imunidade
ao virus por melhoramento genético foi a medida

de controle mais adequada e eficiente. Neste caso
utilizaram-se as sequéncias gendmicas do proprio
patdgeno (ARAGAO; VIANNA; RECH, 1998).

Devido a susceptibilidade ao BMGV que esta

cultura possui e sua grande importancia econdmica
e social para as regides onde esta estabelecida,

a Embrapa Arroz e Feijao e a Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia desenvolveram um feijao
geneticamente modificado (GM) resistente ao BGMV,
o evento Embrapa 5.1. Este é o primeiro transgénico
resistente ao geminivirus no campo. Para tanto,
utilizou-se uma construgéo de interferéncia de RNA
para o desenvolvimento do evento, na Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia em parceria com
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a Embrapa Arroz e Feijao. Este produto produz um
siRNA especifico para a indugao pés-transcricional do
gene silenciando o gene rep viral, resultando em forte
resisténcia ao BGMV (FARIA; CARNEIRO; ARAGAO,
2010).

A vigilancia de organismos geneticamente modificados
(OGM) pés-comercializagédo requer o desenvolvimento
de ferramentas para detecg¢ao e quantificacao para
atender a regulamentagédo vigente no Brasil, que exige
a rotulagem de alimentos que contenham até 10 g.kg”’
limiar de OGM. Sendo assim, o método de PCR GM-
evento especifico, que tem sido a tendéncia primaria
para a identificagao e quantificacdo de OGM, devido

a sua elevada especificidade com base na sequéncia
flanqueante, foi utilizado para o desenvolvimento do
sistema de deteccao evento especifico para o feijao
GM Embrapa 5.1.

Neste sentido, o objetivo do presente trabalho foi
verificar a eficacia de uma sonda desenvolvida para a
detecgédo de uma sequéncia de DNA caso especifico
do feijao GM Embrapa 5.1.

Metodologia

Amostras

As amostras de feijao Embrapa 5.1 e convencional
Olathe Pinto foram obtidas da Embrapa Arroz e Feijao,
moidas e pesadas em aliquotas de 100 mg para
extracao do DNA gendmico.

Os materiais de referéncia certificados (MRC) MON
810, Bt 11 e Bt 176 também foram pesados para
posterior extragao de DNA.

Extracao

O DNA gendmico foi extraido e isolado através do
método CTAB/DNeasy adaptado (DINON et al., 2012),
e posteriormente quantificado por espectrometria no
UV-VIS a 260 nm.

Curva padrao

Para determinacé&o dos critérios de desempenho
foram realizadas diluicbes das solugcdes de DNA
dos feijdes Embrapa 5.1 em solugdo de DNA de
feijdo convencional Olathe Pinto nas seguintes
concentragdes: 0; 0,1; 0,5; 1,0; 2,0 e 5,0%.

PCR quantitativo

As reagdes de PCR em Tempo Real foram conduzidas
no equipamento ABI7000 SDS (Applied Biosystems),
cujas condigbes estabelecidas foram: 10 pL de 1x
TagMan Universal Master mix (Applied Biosystems),
1,0 yuL da sonda a 200 nM, 1,0 uL de DNA (nas
concentragdes da curva padréo) e 8,0 uL de H,0
MilliQ, completando o volume final de 20 pL.
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Especificidade da sonda

Para testar a especificidade da sonda, foram
conduzidas corridas (PCR em tempo real) usando
solugbes de DNA de outros eventos transgénicos (MON
810, Bt 11 e Bt 176).

Resultados e Discussao

O isolamento do DNA foi uma etapa bem sucedida
para todas as amostras, visto que, em todos os
experimentos, foi possivel mostrar a capacidade de
amplificagédo do DNA isolado, mesmo que em baixas
concentragoes.

A curva padrao construida com amostras obtidas

por diluigdo do DNA isolado do feijao Embrapa 5.1

em solugédo de DNA de feijao convencional estdo
representadas na Figura 1. Ainclinagao e o coeficiente
de correlagado da reta obtida foram de 3,291 e 0,994,
respectivamente. A obtencédo de uma curva padréo
com solugdes de DNA como padrdes (calibrantes)

foi necessaria, uma vez que nao existe material de
referéncia ou certificado. A sonda apresentou uma

alta especificidade para a detecgao do alvo, nao
apresentando amplificagdo quando empregada em
reagdes com outras espécies (Tabela 1). O método
mostrou eficiéncia adequada (cerca de 100%) para ser
utilizado como um sistema de deteccéao especifico do
feijoeiro GM Embrapa 5.1.

Tabela 1. Analise da especificidade da sonda
desenhada para deteccgdo especifica do evento
Embrapa 5.1.

Amostras Ct1 Ct2
Bt 176 ND ND
MON 810 ND ND
Bt 11 ND ND
Olathe Pinto ND ND
Embrapa 5.1 24,44 24,58

Ct: ciclo de threshold; ND: nao detectado.

L 31 y=-3,291x + 31,495
v R2=0,9919

LOG[ ]

Figura 1. Curva padrao evento especifico do feijao Embrapa
5.1. Ct: ciclo de threshold
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O limite de deteccgéo (LOD) e o limite de quantificagao
(LOQ) foram de 0,3 e 0,1% respectivamente. O

limite de quantificacéo foi determinado como a

menor concentragao que foi passivel de deteccao e
quantificagao.

Conclusao

A sonda desenvolvida foi eficiente para detecgao do
evento feijdo GM Embrapa 5.1 visto que os ensaios
foram realizados com misturas de solu¢gdes de DNA
de amostras de feijdes convencionais e geneticamente
modificados e as reagdes (PCR) quantitativas
apresentaram eficiéncia média de 99,7%.

Com isso, a técnica de PCR quantitativo em tempo
real, utilizando a sonda desenvolvida, mostrou-se
capaz de detectar o feijao GM, podendo ser utilizada
para atuais e futuras avaliagdes e para monitoramento
do referido evento em todo o mundo.
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