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Apresentacao

O mosaico dourado do feijoeiro foi primeiramente observado em 1961
e passou a ser considerada doenca séria na década seguinte, sobretudo
em funcao da forte expansdo da lavoura de soja, além de ser associada
ao vetor da virose, a mosca branca. O mosaico dourado é uma doenca
causada por um geminivirus denominado pelo nome em inglés de Bean
golden mosaic virus (BGMV) e provoca intenso amarelecimento das
folhas, nanismo das plantas, deformacao das vagens e graos, além do
abortamento das flores do feijoeiro. As perdas de producao de graos
podem variar de 40 a 100%, dependendo da incidéncia, da época de
plantio e da cultivar utilizada.

A resisténcia genética as doencas é o mecanismo ideal de controle
por ser de facil adocao, custo baixo ao produtor, e por ndo apresentar
impactos negativos ao meio ambiente e ao ser humano. Entretanto,
no caso desta virose, ndo foi encontrada imunidade ou alto nivel de
resisténcia nos germoplasmas avaliados, tornando-a alvo de possivel
uso da tecnologia do DNA recombinante. Em decorréncia, com a
disponibilidade do genoma sequenciado de varios geminivirus, de
diferentes culturas, e o avanco dos estudos moleculares deste grupo
de virus caracterizando a funcao das vaérias proteinas, foi possivel
investigar o uso da engenharia genética no controle desta virose. Outro
ponto favoravel foi o aprimoramento cientifico do corpo técnico da
Embrapa bem como da infraestrutura necesséria.



Neste contexto, o presente documento apresenta de modo sintético

os passos que foram necesséarios no desenvolvimento do feijoeiro
transgénico Embrapa 5.1, um grdo importante na alimentacao do povo
brasileiro para o qual as grandes companhias nao dao a devida atencao.
O documento descreve, com clareza, o desenvolvimento da construcao
genética utilizada, a avaliacao inicial da resisténcia ao mosaico
dourado, a conducao das etapas de biosseguranca e a transferéncia da
resisténcia para feijoeiros do grupo carioca. A leitura é facil, com um
conjunto de informacdes entre as quais muitas que ainda nao foram
disponibilizadas no formato de artigo cientifico.

Os autores
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Embrapa 5.1 - O Feijoeiro
Geneticamente Modificado
Resistente ao Mosaico
Dourado

Josias Corréa de Faria
Francisco José Lima Aragao

Introducéo

O mosaico dourado do feijoeiro é causado pelo Bean golden mosaic
virus (BGMV), nomenclatura oficial para o virus do mosaico dourado
do feijoeiro (VMDF). A descricao original da doenca data de 1961,
por Costa (1965) que a descreveu em Campinas, SP, e dada a sua
baixa incidéncia a julgou de pouca importancia. Entretanto, nos

anos seguintes o préprio autor notou a sua rapida disseminacao
simultaneamente ao incremento do cultivo da soja, hospedeira do seu
agente vetor (Bemisia tabaci Gen.) e também do virus agente causal
(COSTA, 1975; FERNANDES et al., 2009). Nas décadas seguintes
muito esforco foi desprendido no sentido de encontrar as medidas

de controle que pudessem conter os danos causados pelo mosaico
dourado. Costa et al. (1975) apresentaram no congresso brasileiro de
fitopatologia em Mossord, RN, seus esforcos no sentido de encontrar
variedades de feijoeiro com resisténcia ao mosaico dourado, sem
sucesso. Em 1977 foi publicada uma nota cientifica na qual eram
apresentadas linhagens resistentes ao mosaico dourado do feijoeiro
(POMPEU; KRANZ, 1977), linhagens estas que nao se tornaram

Uteis no decorrer dos anos. Ao mesmo tempo, Bird et al. (1973)
publicavam sobre o mosaico dourado amarelo do feijoeiro (Bean
golden yellow mosaic virus — BGYMV) transmitido por mosca branca
em Porto Rico. Galvez e Castafo (1976) descreveram a purificacdo do
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virus do mosaico dourado amarelo do feijoeiro, e finalmente Goodman
(1977), trabalhando com isolado de Porto Rico, publicou a sequéncia
do BGYMYV. Na Embrapa Arroz e Feijao os trabalhos conduzidos até
os meados da década de 1980 foram sempre orientados na avaliacdo
de germoplasma buscando resisténcia a doenca. Algumas fontes de
tolerancia foram identificadas e foi conduzido um estudo da heranca
desta tolerancia (PESSONI et al., 1997). Devido a complexidade
desta heranca, o desenvolvimento de uma linhagem que pudesse
controlar eficientemente o mosaico dourado nao foi ainda conseguido.
Bianchini (1999) sumariza o trabalho de melhoramento genético para
resisténcia ao mosaico dourado conduzido até entdao no Instituto
Agrondmico do Parand (IAPAR) nos quais desenvolveu linhagens com
tipo de grao carioca em que afirma ter conseguido excelente nivel

de resisténcia. Deve-se notar que esta resisténcia ndao se confirmou
em nossos experimentos sob inoculacao controlada com o isolado de
BGMYV da Embrapa Arroz e Feijao. As avaliacGes de perdas incitadas
pelo mosaico dourado podem ser realizadas em condicbOes de casa de
vegetacao ou de campo. Costa e Cupertino (1976) foram os primeiros
a avaliar detalhadamente as perdas, utilizado um estudo de casa de
vegetacao.

Acredita-se que pelo menos 200.000 hectares estao atualmente
inviabilizados para o cultivo do feijoeiro na safra “da seca”, nas Regides
Sudeste, Centro-Oeste, e Sul (Sao Paulo e Norte do Parand) (WANDER,
2007).

Caracterizacao do Agente Causal

O BGMV pertence a familia Geminiviridae, género Begomovirus,
caracterizados pela sua morfologia de particulas dimeras,
transmissibilidade pela mosca branca (Bemisia tabaci Gen.) de modo
circulativo (nao replicativo), persistente (HOHN, 2007). O genoma
possui dois componentes denominados de A e B, os quais possuem
aproximadamente 200 nucleotideos em comum (regiao comum), na
regiao intergénica, onde se localizam os elementos necessérios para
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iniciar o mecanismo de replicacdo em circulo rolante, caracteristico
deste grupo de virus. Ambos componentes sao necessarios para a
infeccao das plantas, embora o componente A, por si s6, possa infectar
protoplastos, inclusive de plantas ndao hospedeiras. O BGMYV foi clonado
e completamente sequenciado (GILBERTSON et al., 1991, 1993), sendo
que as sequéncias estao depositadas no GenBank com os nimeros
M88686 e M88687, respectivamente para os componentes A e B. Os
agentes causais de outros virus causando mosaico dourado amarelo em
feijoeiro na América Central, Caribe e América do Norte sdo distintos do
BGMYV tanto em propriedades biolégicas como na sequéncia do DNA.

A regidao comum possui alta identidade entre os componentes A e B
(DNA-A e DNA-B) de um mesmo virus (normalmente >91%), mas

é diferente entre virus distintos com excecado de um elemento de

30 nucleotideos (nt), conservado entre os geminivirus que infectam
um mesmo tipo de hospedeiro (dicotiledéneas ou monocotiledéneas)
(TIMMERMANS et al., 1994). A estrutura em grampo encontrada na
regiao comum possui uma sequéncia nonanucleotidica caracteristica
dos geminivirus (TAATATT]AC) que constitui o sitio da origem
(local da seta) de replicacao do DNA viral, as sequéncias de ligacao
reconhecidas pela proteina REP, e sequéncias da regulacao de
transcricao bidirecional (OROZCO; HANLEY-BOWDOIN, 1996). A
regidao intergénica contém sequéncias promotoras da RNA polimerase
Il responséavel pela transcricao de genes em ambos os sentidos
(viral e complementar). O DNA-A contém um total de quatro genes,
sendo um no sentido viral - o gene que codifica a proteina da capa
(cp) - e trés no sentido complementar: Rep, TrAp, REn. No DNA-B
estao presentes dois genes, responsaveis pelas proteinas MP e NSP.
A movimentacao do virus no interior da célula e célula-a-célula é
mediada pelas proteinas codificadas por genes do DNA-B. A proteina
NSP (Nuclear Shuttle Protein, também chamada de BV1 ou BR1)

é necessaria no trafico intracelular do DNA viral do nucleo para

o citoplasma, enquanto que a MP - Movement Protein- (também
conhecida como BC1 e BL1) é envolvida no movimento do DNA
viral célula-a-célula (PALMER; RYBICKI, 1998). A Figura 1 ilustra a
descricao acima.
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A capa protéica encapsida o ssDNA viral resultando nas particulas
geminadas caracteristicas e é a Unica proteina estrutural dos
geminivirus, sendo inclusive capaz de multimerizar. Cada particula
geminada encapsida apenas um dos componentes virais. Sabe-

se que a proteina CP é responséavel pela especificidade do vetor

de transmissdo, mas nao é necessaria para o movimento do virus

no hospedeiro, ou para a infectividade. Ha indicacdes de que ela
interage e regula a producao de rep, tendo, portanto, papel no
controle da replicacao do DNA (MALIK et al., 2005). A proteina

REP é a proteina associada a replicacao e é responsdavel por iniciar e
intermediar a replicacdo via circulo rolante. E constituida por varios
dominios estruturais responsaveis por uma gama de funcoes durante
a replicacao do DNA. REP se liga de modo altamente especifico a
sequéncia do DNA denominada de “iterons” localizadas na regiao
comum, reprime o seu préprio promotor, cliva e liga DNA e funciona
como helicase, além de interagir com proteinas do hospedeiro e
consigo mesma. Mutacoes na proteina REP em geral causam a
incapacidade de replicar o virus (razdo de sua escolha para a utilizacao
em resisténcia derivada do patégeno — PDR).

A caracterizacdao completa ao nivel molecular, do virus do mosaico
dourado do feijoeiro ou Bean golden mosaic virus (BGMV) do Brasil,
Republica Dominicana (Bean golden yellow mosaic virus— BGYMV-
DR) e Guatemala (BGYMV-GT) foi realizada no final da década de
1980, e os trabalhos foram publicados no inicio da década seguinte
(GILBERTSON et al., 1993; FARIA et al., 1994). Estes trabalhos
permitiram concluir que o mosaico dourado presente nestas partes
da América sao distintos e, portanto, nao é surpresa de que os
germoplasmas de feijao analisados tenham apresentado reacoes
distintas aos dois virus. Nao had imunidade e nem mesmo alto

nivel de resisténcia ao mosaico dourado do feijoeiro do Brasil nos
germoplasmas tidos como resistentes na América Central e Caribe
quando avaliados sob inoculacdo precoce, a qual causa fortes
danos, semelhantes aos danos que acontecem nos campos de
produtores.
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Transgénicos

A descoberta de que uma estirpe de Tobacco mosaic virus (TMV)
causando sintomas de “green mosaic” poderia tornar o seu hospedeiro
resistente a outra estirpe de TMV causadora de sintomas de “yellow
mosaic”, fendbmeno conhecido como resisténcia cruzada, em trabalho
publicado em 1929 (MCKINNEY, 1929), veio pavimentar a base para
o desenvolvimento do conceito de resisténcia derivada do patégeno
(PDR, em inglés) na década de 1980. De fato, os primeiros trabalhos,
desenvolvidos pelo grupo de Roger Beachy com TMV foram baseados
na estratégia de expressar um gene do virus na planta, no caso fumo
(POWELL-ABEL et al., 1986); uma anélise de que isto estava préximo
a acontecer havia sido publicada pouco antes por Sequeira (1984). Até
entdo, acreditava-se que a expressao do gene correspondente a capa
proteica do virus era o responsavel pela resisténcia observada.

Com o sucesso dos primeiros experimentos de engenharia genética
(ZAMBRYSKI et al., 1983), associado ao fato de que em 1989
estavam prontos os clones completos e infectivos do BGMV pode-se
afirmar que a base estava pronta para entrar na era da aplicacao dos
conhecimentos desenvolvidos pela ciéncia na solucao dos problemas
que afligiam a agricultura brasileira, especialmente para o caso em
questdo, em que nao conhecemos imunidade a doenca ou mesmo
alta resisténcia. Sobretudo, a cultura do feijao nao exerce atratividade
para as empresas multinacionais por ndo se tratar de uma commodity.
Assim foi que em 1991, percebendo a oportunidade estratégica, a
Embrapa Arroz e Feijao liderou um projeto financiado pelo Programa
de Apoio ao Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (PADCT/
CNPq), especificamente visando desenvolver a transformacao do
feijoeiro utilizando metodologia da biobalistica e sequéncias de BGMV,
objetivando resisténcia ao mesmo virus. A escolha de biobalistica em
detrimento do uso de Agrobacterium tumefaciens se deveu ao fato de
que o feijoeiro nao apresenta totipoténcia (que permite a regeneracao
“de novo”), sob as condicdes conhecidas, fato que prevalece até o
presente (para revisdo sobre este tema ver Veltcheva et al. (2005).
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A expressao da capa proteica de geminivirus, entdo ja avaliada no
grupo do Prof. Maxwell, da Universidade de Wisconsin — Madison

nao conduziu a resultados promissores, e de fato, a idéia que passou

a prevalecer foi a de que para virus contendo DNA como material
genético, a capa proteica viral ndo era essencial para infectividade, e,
portanto, nao era capaz de atuar efetivamente em PDR (RUSSELL et al.,
1993).

Outra estratégia avaliada na mesma época era a de que sequéncias em
antisenso gerariam transcritos na planta capazes de conter a replicacao
do virus, talvez também por silenciamento génico pds transcricional
(DAY et al., 1991). Entretanto, reducdes no tempo de aparecimento
dos sintomas ou sintomas menos severos da doenca nao pareceu ser a
solucao, haja vista o nimero de trabalhos publicados (ARAGAO et al.,
1996, 2001; YANG et al., 2004; BEJARANO; LICHTENSTEIN, 1994;
LUCIOLI et al., 2008), sem que se alcancasse um consenso sobre a
melhor estratégia. Entretanto, para a tecnologia envolvendo transgenia,
acredita-se que uma solucao que fosse a convivéncia com a doenca,
ou seja, onde ainda ha plantas com os sintomas da doenca, no caso de
viroses, poderia conduzir a descrenca dos usudrios na tecnologia e nao
ser conveniente.

O Feijoeiro Embrapa 5.1

As tentativas de gerar plantas transgénicas resistentes a geminiviroses
por métodos utilizando o antisenso de varios genes virais em conjunto
ou isoladamente (DAY et al., 1991; BEJARANO; LICHTENSTEIN,
1994; BENDAHMANE; GRONENBORN, 1997; ZHANG et al., 2005) ou
a tentativa de usar transdominante letal, com uma mutacdo no amino
acido 262, a partir do gene rep (FARIA et al., 2006), ndo conduziram a
geracdo de plantas com completa resisténcia ao BGMV ou a expressao
de genes truncados ou com vérias modificacdes no caso de outros
begomovirus (BRUNETTI et al., 2001; ANTIGNUS et al., 2004;
BEJARANO; LICHTENSTEIN, 1994; YANG et al., 2004; LUCIOLI et al.,
2008).
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A descoberta de pequenos RNA interferentes (small interfering RNA

ou siRNA) causando silenciamento génico postranscricional como
mecanismo de defesa contra sequéncia-especifica dirigida a mRNAs virais
ou celulares por Hamilton e Baulcombe (1999) abriu as portas a novas
possibilidades no controle de doencas. Os autores descobriram que para
o silenciamento ocorrer era necessario a presenca dos siRNAs, e que para
formar esses siRNas era necessario ter as sequéncias correspondentes
em senso e antisenso. Herr et al. (2005) definiu interferéncia de RNA
como mecanismo de silenciamento génico postranscional que intermedia
a resisténcia a acidos nucleicos tanto endégenos como exdgenos e ainda
na regulacao de genes. O conceito foi expandido de tal modo que estes
siRNAs pudessem passar a ser induzidos no hospedeiro em resposta a
certas construcoes especificamente desenhadas para este fim. Assim,
Wesley et al. (2001) e Waterhouse et al. (2001) demonstraram o
potencial deste tipo de construcao codificando auto complementariedade
na forma de grampo de RNA (hpRNA) no silenciamento efetivo de genes
de plantas. Foi ainda descoberto que virus contendo DNA, entre os quais
0s geminivirus, sao capazes de induzir o silenciamento génico (BIAN et al.
2006; AUER; FREDERICK, 2009).

A escolha, no caso de BGMYV, foi procurar silenciar o mRNA do gene
rep, por estar envolvido em funcdes necessarias e suficientes para a
replicacao viral. Ao inativar este gene o virus ndao poderia se replicar e
com isto a planta se tornaria resistente.

Construcdo Génica Utilizada

A proteina REP é a Unica proteina absolutamente necessaéria e suficiente
para a replicacdao do genoma viral (FONTES et al., 1994). Sabe-se que ela
é produzida mais extensivamente no inicio da infeccao e tem mecanismo
de autoregulacao eficiente. A interferéncia na replicacdo precoce do virus
interrompendo a funcao da proteina REP, portanto, parece ser a melhor
estratégia de obtencao de resisténcia aos begomovirus. Para escolher

o fragmento a ser utilizado foram realizados estudos computacionais
comparando o alinhamento das sequéncias do gene rep de geminivirus do
novo mundo, especialmente aqueles de feijoeiro. Além deste critério de
similaridade entre os diversos geminivirus, a escolha final do fragmento
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baseou-se em andlise /n silico usando o programa Mfold do pacote GCG
(ZUCKER, 2003). O fragmento contendo a sequéncia parcial do gene
rep localizado entre as posicoes 1836 e 2247 acesso ao GenBank No.
M88686 foi amplificado por PCR usando Tag DNA polymerase Platinum
para evitar introducao de mutacdes indesejadas.

A
», C ;
=rep -
cp
DNA B 1sp
TiAP
\q
RER

Fsplxn:ba. Neol Xbal Xhol Xbal Fspl

b ah-s cds | ahas5’ 355 |Aaci{pdk c1
AACT cassette

B

Figural. A. Organizacdo gendémica do Bean golden mosaic virus.

As setas representam as fases abertas de leitura (do inglés ORF). rep —
proteina associada a replicacdo (REP); cp — capa protéica, trap- proteina
ativadora da transcricao (TrAP), ren- proteina amplificadora da replicacédo
(REn), CR- regido comum, nsp — proteina de movimento nuclear (nuclear
shuttle protein-NSP), e mp — proteina de movimento (movement protein —
MP) nos componentes A e B de BGMV; B. Mapado segmento do plasmideo
denominado depBGMVRNAIAHAS mostrando a parte contendo o gene ahas
(ahas cds: ahas “, o promotor do gene ahas, regido codante do gene ahas,
regido terminadora do gene ahas de Arabidopsis thaliana; segue o promotor
35S do Cauliflower mosaic virus; intron de Flaveria trinervia pdk intron;
terminador ocs-octopine synthase. AC1 fragmento de interferéncia clonado
nas orientacdes senso e antisenso. Na parte superior do cassete encontram-
se indicados sitios de enzimas de restricao, encontrados uma Unica vez,
importantes na caracterizacao da construcao génica.
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Metodologia de Transformacao

Métodos utilizados para a modificacdo genética

Para a transformacao genética foi utilizado o método descrito por
Aragao et al. (1993, 1998) que consiste no bombardeamento do tecido
meristematico apical dos eixos embrionarios do feijoeiro, retirados de
uma semente matura. O tecido meristematico € bombardeado com uma
carga de microparticulas contendo o DNA de interesse. A partir destas
células que recebem o transgene, obtém-se as plantas geneticamente
modificadas. Para que isto ocorra, a inducao de morfogénese é feita a
partir do cultivo dos embrides maduros em meio de cultivo contendo

o horménio de crescimento (citocinina) benzilaminopurina — BAP em
concentracdo previamente definida (RECH; ARAGAO, 1998).

O referido método, denominado de biobalistica faz uso de
microprojéteis, podendo ser ouro ou tungsténio, que sado acelerados a
altas velocidades os quais carreiam e introduzem o DNA de interesse
em células e tecidos in vivo (RECH; ARAGAO, 1998). Os nomes
alternativos a esta tecnologia vem sendo “método de bombardeamento
de microprojéteis”, “método do gene gun”, “método de aceleracao de
particulas”, para citar alguns. Na literatura ha referéncias a diferentes
sistemas capazes de acelerar microparticulas para utilizagcdo em
materiais biolégicos vivos. As velocidades podem atingir valores
superiores a 1500 km.h'. Em comum, os sistemas sempre se

baseiam em onda de choque com energia capaz de fazer deslocar uma
membrana de kapton, denominada de membrana carreadora, onde se
deposita as particulas que foram recobertas com o DNA de interesse
(RECH: ARAGAO, 1998). O método utilizando o gds hélio em alta
pressao, por ser este inerte, e o método que usa uma descarga elétrica
de 20KW através de uma gota de dgua foram os que apresentaram
maior espectro de utilizacdo, maior eficiéncia, e consequentemente
resultaram em melhores frequéncias de transformacao. Muitas plantas,
de vérias espécies, foram geradas pelo método de bombardeamento,
utilizando géas hélio desenvolvido na Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia (ARAGAO et al., 1993). Ficou demonstrado, claramente,
que as particulas sdo capazes de penetrar a parede e membrana



18

Embrapa 5.1 - O Feijoeiro Geneticamente Modificado...

celular de feijoeiro Jalo Precoce, de modo nao letal, levando a
obtencao de plantas transgénicas. Deve ser notado que a maioria das
plantas geneticamente modificadas desenvolvidas e que atingiram a
comercializacdo foram geradas a partir do uso da biobalistica.

Plantas Transgénicas Obtidas

Foram geradas 22 plantas transformadas, das quais duas apresentaram
resisténcia ao BGMV. Entre as duas foi selecionado o evento Embrapa
5.1, o qual foi utilizado nas caracterizacdes iniciais por ter sido gerado
ainda no inicio do projeto, enquanto o evento denominado ahas 3.2,
igualmente resistente ao mosaico, dourado foi identificado mais
tardiamente, quando varios estudos envolvendo o evento Embrapa 5.1
j&4 estavam avancados.

Andlise da Resisténcia ao BGMV

Cada planta transgénica gerada, identificada inicialmente através de
anélise por PCR, foi inoculada com BGMYV utilizando uma coldnia de
moscas brancas viruliferas mantidas em fava (Phaseolus lunatus) e
soja (Glycine max) (BONFIM et al., 2007). Da planta inicial (geracao
T,), resistente ao BGMV, foram colhidas 15 sementes, que constituiu
a geracdo T,. A Figura 2 ilustra o resultado da avaliacdo das geracdes
T,, T, e T, em comparagéo ao feijao Olathe Pinto que é a linhagem
parental, ndo transgénica. Foram identificadas trés plantas transgénicas
na geragdo T, as quais foram resistentes ao mosaico dourado. Como
houve trés plantas sem sintomas de dez inoculadas na testemunha, o
resultado ndo pareceu muito convincente, ja que entre as 12 plantas
ndo transgénicas em T, também houve cinco escapes a inoculacéo.

As trés plantas transgénicas foram colhidas separadamente e 20
sementes de cada uma das progénies, agora T,,foram inoculadas. Para
a inoculacao foi aumentado o periodo de exposicao as moscas brancas
viruliferas para seis dias, e a populacao de no minimo 300 moscas
brancas por planta. Foram colocadas também 20 plantas de Olathe
Pinto como testemunhas. Na Figura 2, painel T2 nota-se o resultado. As
20 plantas testemunhas apresentaram sintomas de mosaico, indicando
que a inoculacao teve sucesso incontestavel. Nota-se que trés plantas
(aproximadamente 5%) do total de 42 transgénicas foram infectadas.
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Embora o nimero de plantas nao fosse totalmente adequado, notou-
se que o transgene segregou na proporcao de 3:1 indicando heranca
mendeliana de um Unico gene. No painel T,, 32 plantas transgénicas
e 20 nao transgénicas de Olathe Pinto foram avaliadas, semelhante a
geragéo T,. Apenas uma planta T, apresentou sintomas de mosaico
dourado (MD), enquanto todas as testemunhas apresentaram MD.

C [olo] To[o] [o[e[e] |

T
' T [ T Tele]M[e[Me] [ [o] [e]

T2

SOOI OOCICIOICICICICICICICICICIECY

C | oo]eoje o0/eoje/eeeeee oo ee[ee]
Transgénico ® D
Nio transgenico

Figura 2. Esquema representativo das primeiras geracdes do evento Embrapa 5.1.

Plantas transgénicas (caixas cinzas) e néo transgénicas (caixas brancas) da primeira geragéo (T,), segunda geracéo

(T,, descendentes das trés plantas T,transgénicas) e geracdo T, (linhagem homozigota descendente de T, identificada
como homozigota). Plantas exibindo sintomas de mosaico dourado foram identificadas com um circulo azul. C identifica
plantas testemunhas da cultivar Olathe Pinto ndo transgénicas inoculadas.

Fonte: adaptada de Bonfim et al. (2007).

Para entender o fato de que umnumero reduzido (porém variavel) de
plantas transgénicas estava consistentemente apresentando sintomas
de MD, foram feitos cruzamentos entre plantas homozigotas para o
transgene e outras variedades de feijao, incluindo os tipos andinos e
mesoamericanos. O evento Embrapa 5.1 foi cruzado com as cultivares
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Olathe Pinto, Jalo Precoce, BRS Supremo e Dark Red Kidney 18, com
o objetivo de avaliar a geragédo F, quanto a heranca e estabilidade do
transgene e da resisténcia a BGMV e ainda para verificar se havia
desvio em relacdo a dominancia da heranca do transgene (resisténcia
ao MD), conforme observado para as geracoes iniciais do Embrapa 5.1.
Para cada cruzamento foi obtido um nimero varidvel de sementes. A
planta convencional (ndo-GM) foi sempre usada como receptora do
pdélen da planta GM (Embrapa 5.1) a fim de facilitar a identificacdo de
possivel autopolinizacdo baseado na presenca do transgene na progénie
F,. A presenca do transgene foi detectada por PCR e todas as plantas
foram submetidas a inoculacao durante sete dias com uma populagao
de mais que 300 moscas brancas viruliferas por planta. Os resultados
deste experimento encontram-se na Tabela 1. A proporcao de plantas
transgénicas com sintomas variou de 10 a 36% em F,, enquanto que

a linhagem Embrapa 5.1, homozigota, ndo apresentou nenhuma planta
infectada.

Tabela 1. Segregacao do transgene e da resisténcia ao mosaico dourado na
geracéo F..

Cruzamento® GM Resistentes Suscetiveis % Suscetiveis
Olathe 5.1 X Jalo Precoce 20 13 7 35,0
Olathe 5.1 X Olathe Pinto 20 17 3 15
Olathe 5.1 X Dark Red Kidney 18 20 13 7 35,0
Olathe 5.1 X BRS Supremo 20 18 2 10,0
Olathe 5.1 X BRS Pontal 58 37 21 36,2
Olathe 5.1 X Pérola 36 29 7 19,4
Parental Olathe 5.1 16 16 0 0,0

2Jalo Precoce (grdo jalo, origem Andina), Olathe Pinto (grdo pinto, origem Mesoamericana), Dark Red Kidney 18 (gréo
“red kidney” origem Andina), BRS Supremo (gréo preto, origem Mesoamericano), BRS Pontal (grdo carioca, origem
Mesoamericana), Pérola (grdo carioca, origem Mesoamericana).

Os resultados apresentados na Tabela 1 confirmaram e expandiram o
conceito de que, no caso de plantas heterozigotas, o padrao observado
de resisténcia ao mosaico dourado é coerente com o “efeito de
dosagem génica” ou expressividade (RIEGER et al., 1976), onde ha a
acao diferencial dos alelos de um gene sobre a expressao fenotipica do
carater em questao. Obviamente que o PCR avalia apenas a presenca
do gene, enquanto a inoculacao revela o seu efeito.
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Como conclusao pode-se afirmar que a heranca seguiu o padrao
Mendeliano com segregacao tipica monogénica dominante, mas
existindo um efeito de expressividade génica marcante, que pode
resultar em desvios significativos na proporcao esperada de segregacao
quando se avalia a resisténcia ao mosaico dourado em populacdes
segregantes. Estd bem documentado na literatura (VANDERSCHUREN
et al., 2009) o efeito de dosagem do silenciamento génico mediado por
RNAIi. Outra conclusédo interessante foi que a resisténcia se expressou
igualmente em gendtipos de diferentes origens geograficas (andino e
mesoamericano).

As geracdes segregantes dos cruzamentos com Pérola e BRS Pontal
foram conduzidas até o quarto retrocruzamento. A partir da geracéo

F, as populacbes transgénicas foram conduzidas pelo método de
descendéncia de Unica semente até a geracéo F,/F,, quando se obteve
linhagens morfologicamente semelhantes aos parentais, e homozigotas
para os transgenes.

Experimento de Campo

O evento Embrapa 5.1 provou-se resistente ao mosaico dourado

em casa de vegetacdo e também a campo (BONFIM et al., 2007;
ARAGAO; FARIA, 2009). Foram conduzidos dois ensaios, sendo um em
época de ocorréncia de baixa incidéncia de mosaico dourado e outro
em época de alta incidéncia da virose. O delineamento experimental foi
em blocos ao acaso com cinco repeticOes e os seguintes tratamentos:
Embrapa 5.1, Olathe Pinto; Linhagem Perola M1/4; Pérola, e BRS
Pontal. As parcelas foram constituidas de 5 metros de comprimento
com b linhas espagcadas de 0,5 m. Foram realizadas leituras da
incidéncia de mosaico dourado a intervalos préximos a fim de detectar
as variacoes na ocorréncia do mosaico dentro do experimento.

Os resultados obtidos nas duas épocas indicaram claramente que o
feijoeiro Embrapa 5.1 se comportou como resistente independentemente
de outros fatores. Algumas parcelas testemunhas chegaram a 100% de
incidéncia de mosaico na segunda época de plantio. A linhagem Embrapa
5.1 ndo apresentou nenhuma planta com mosaico (Figura 3).
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Figura 3. Avaliacdo a campo do feijoeiro Embrapa 5.1 em 2007/2008.

A. Vista parcial de experimento com linhagem resistente e cultivares comerciais suscetiveis ao mosaico dourado; B.
Progresso de mosaico dourado nos gendtipos avaliados, indicando incidéncia média em até 87% das plantas; C. Em-
brapa 5.1, livre de mosaico dourado; D. Olathe Pinto; E. Pérola; F. BRS Pontal. As cultivares convencionais apresentam
sintomas severos de mosaico dourado.

Inoculacdes com alta populacdo de moscas brancas viruliferas em casa
de vegetacao conduziu a resultados similares. As linhagens derivadas,
apds quatro retrocruzamentos, tendo como base as cultivares Pérola

e BRS Pontal, em homozigose, apresentaram resisténcia completa em
avaliacOes realizadas a campo na sede da Embrapa Arroz e Feijao.

Biosseguranca

Principais consideracées

A pesquisa com plantas geneticamente modificadas na Embrapa
foi sempre pautada pela aderéncia estrita as leis do Pais. A normas
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emanadas da Comissédo Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio)
foram seguidas em sua integridade, respeitando a Comissao Interna de
Biosseguranca (CIBio) através da qual foi estabelecida a comunicacao
com a CTNBio obtendo-se todas as autorizacoes necessarias.

De acordo com a Resolucao Normativa N° 02 de 27 de Novembro de
2006, o feijao Embrapa 5.1 é considerado de classe de risco 1, ou seja,
baixo risco individual e baixo risco para a coletividade.

De acordo com a Resolugao Normativa N° 5 da CTNBio, foram
planejados os ensaios para a obtencao dos dados necessérios a
liberacao comercial do feijdo Embrapa 5.1 cobrindo as areas de
Informacoes Relativas ao OGM, Avaliacado de Risco a Saude Humana e
Animal e Avaliacdo de Risco Ambiental.

O feijoeiro Embrapa 5.1 foi cultivado em trés areas escolhidas por
serem representativas em termos edafoclimaticos e por se localizarem
dentro das principais areas de cultivo do feijoeiro no Brasil (Santo
Anténio de Goias, Goids, Londrina, Parana e Sete Lagoas, Minas
Gerais) e possuirem Certificado de Qualidade de Biosseguranca, nos
anos agricolas de 2008 e 2009. Os experimentos foram conduzidos
nesses campos em um sistema de producao convencional, aplicando-se
todas as operacdOes/tratamentos igualmente nos dois tipos de feijao —
transgénico e convencional - inclusive bordaduras.

Informacdes relativas ao OGM

As andlises envolvendo a caracterizacao molecular e genética indicaram
claramente que os transgenes foram inseridos em um Unico lécus

do genoma nuclear e se mantiveram estaveis por varias geracoes

de autofecundacao e apds cruzamentos e retrocruzamentos com
variedades comerciais de feijoeiro. A Figura 4 mostra a detecgcao

da parte do cassete correspondente ao fragmento do gene rep do
cassete de transformacao, indicando a presenca nuclear do transgene
na geracéo T,. As anélises de heranca do transgene na geragéo

T, indicaram heranca simples e mendeliana do transgene, e que o
mesmo se localiza em um uUnico l6cus. O sequenciamento completo
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do transgene foi realizado. Nao foram encontradas sequéncias
funcionais do gene de resisténcia a ampicilina de E. coli que codifica
para uma beta-lactamase. Isso ja era esperado uma vez que o vetor
pBGMVRNAIAHAS, utilizado na transformacao do feijoeiro, foi
digerido com a enzima de restricao Fsp/, cujo sitio encontra-se dentro
da sequencia do gene b/a. Ha duas cépias completas do transgene
AACThpRNA no genoma do feijoeiro(ARAGAO et al., 2013). Pode ser
notado que o cassete AACT7hpRNAfoi devidamente expresso, uma vez
que os pequenos RNA interferentes siRNAs puderam ser detectados em
folhas de feijdo coletadas de plantas dos experimentos realizados em
Londrina, PR, Santo Antbénio de Goias, GO e Sete Lagoas, MG, locais
estes com diferencas edafoclimaticas bastante acentuadas (ARAGAO
et al., 2013). Deduziu-se que houve a formacao do grampo de RNA

a partir da expressdo do cassete AAC7ThpRNA, o qual ndo deve ser
traduzido, mas ao contréario, deve ser processado pelas células para a
formacao dos siRNA correspondentes. Andlise de folhas, e sementes
em variados estagios de desenvolvimentos revelaram a presenca dos
siRNAs em folhas, mas apenas em quantidades tracos nas sementes,
sem contudo serem encontrados em graos cozidos que é o formato em
que o feijdo é consumido (ARAGAOQ et al., 2013).

Marcador (kb)
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Figura 4. Andlise de Southern do DNA gendmico de feijoeiro Embrapa 5.1 para detectar o frag-
mento AC1 do cassete inserido nas plantas da geragéo T,. Pocos de 1 a 6 plantas transgéni-
cas; Poco 7 — planta ndo transgénica. Sonda utilizada fragmento de AC presente no cassete.
Fonte: Bonfim et al. (2007).
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Anélises computacionais e das plantas ndo mostraram nenhuma
evidéncia de efeitos nao esperados, tais como a indicacao de
silenciamento nao intencional de genes de leguminosas (cujo genoma
esta disponivel, bem como o genoma humano e de animais) ou mesmo
a possiblidade de alteracdes significativas de rotas metabdlicas das
plantas de feijoeiro, o que pode ser evidenciado pelas analises de
caracterizacao agronémica e de composicado nutricional (processo
apresentado a CTNBio, disponivel em http://www.ctnbio.gov.br/index.
php/content/view/12786.html). Os experimentos com os animais
alimentados com os graos processados de feijoeiro, bem como siRNA
isolados de plantas GM nao geraram alteracdes bioquimicas ou
morfolégicas dos diversos 6érgaos amostrados em relacdo ao grupo
controle.

Caracterizacdo Agrondomica

Nao houve alteracoes fenotipicas e de produtividade do feijoeiro
Embrapa 5.1 em comparacdo com o seu parental Olathe Pinto, nos
dois anos de cultivo em trés locais do Brasil com grandes variacoes
edafoclimaticas.

Os dados completos dos experimentos de dois anos estdo apresentados
nas Tabelas 2 e 3. Para a producao (massa) de graos o coeficiente
de variacdo (CV) para o conjunto de dados foi de 15,8%, e a média
da producao, para os trés locais (Tabela 2) foi de 1.820,0 kg/ha. Nao
houve diferenca significativa entre os dois acessos (evento Embrapa
5.1 e seu parental Olathe Pinto), ao nivel de 5% de probabilidade.
Houve diferenca entre locais (P<0,0001). Para a germinacédo o CV
para o conjunto de dados foi de 7,9%, e a média da germinacao,
para os trés locais 85,97%. Nao houve diferenca significativa entre

o evento Embrapa 5.1 e seu parental Olathe Pinto, ao nivel de 5%

de probabilidade. Nao houve efeito de local sobre esta caracteristica.
Para a altura inicial das plantulas, o CV para o conjunto de dados foi
de 5,5%, e a média da altura inicial das plantulas, para os trés locais
11,2 cm. Nao houve diferenca significativa entre o evento Embrapa
5.1 e seu parental Olathe Pinto, ao nivel de 5% de probabilidade.
Houve diferenca entre locais (P<0,0001). Para a largura das folhas
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o coeficiente de variacdo para o conjunto de dados foi de 3,9%, e a
média da largura das folhas, para os trés locais 6,75 cm. Nao houve
diferenca significativa entre o evento Embrapa 5.1 e seu parental
Olathe Pinto, ao nivel de 5% de probabilidade. Houve efeito de local
sobre esta caracteristica (P<0,0001). Para o comprimento maximo

das folhas primarias o CV para o conjunto de dados foi de 2,9%, e a
média do comprimento das folhas, para os trés locais 6,96 cm. Houve
diferenca entre locais e entre o evento Embrapa 5.1 e seu parental
Olathe Pinto ao nivel de 1% de probabilidade. Para o nimero de
sementes por vagem o CV para o conjunto de dados foi de 5,8%, e

a média do nimero de sementes por vagem, para os trés locais 5,53.
Nao houve diferenca significativa entre o evento Embrapa 5.1 e seu
parental Olathe Pinto, ao nivel de 5% de probabilidade. Nao houve
efeito de local sobre esta caracteristica. Para a massa de 100 sementes
o CV para o conjunto de dados foi de 8,6%, e a média da massa

de 100 sementes, para os trés locais 31,00 g. Nao houve diferenca
significativa entre o evento Embrapa 5.1 e seu parental Olathe Pinto,
ao nivel de 5% de probabilidade. Nao houve efeito de local sobre esta
caracteristica. Para o comprimento das vagens o CV para o conjunto de
dados foi de 3,8%, e a média do comprimento das vagens, para os trés
locais 11,03 cm. Houve diferenca significativa entre o evento Embrapa
5.1 e seu parental Olathe Pinto, ao nivel de 1% de probabilidade.

Nao houve efeito de local sobre esta caracteristica. Para a largura das
vagens o CV para o conjunto de dados foi de 3,3%, e a média da
largura das vagens, para os trés locais 11,54 mm. Nao houve diferenca
significativa entre o evento Embrapa 5.1 e seu parental Olathe Pinto, ao
nivel de 5% de probabilidade. Houve diferenca entre locais (P<0,0025).
Para o comprimento das sementes o CV para o conjunto de dados

foi de 2,00%, e a média do comprimento das sementes, para os trés
locais 12,7 mm. Houve diferenca entre locais e entre o evento Embrapa
5.1 e seu parental Olathe Pinto aos niveis de P<0,008% e P<0,011%,
respectivamente, para local e tratamentos. Para a largura das sementes
o CV para o conjunto de dados foi de 13,05%, e a média da largura
das sementes, para os trés locais 8,3 mm. Nao houve diferenca
significativa entre o evento Embrapa 5.1 e seu parental Olathe Pinto,
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ao nivel de 5% de probabilidade. Ndo houve efeito de local sobre esta
caracteristica. Para a espessura das sementes o CV para o conjunto
de dados foi de 3,7%, e a média da espessura das sementes, para

os trés locais 5,8 mm. Nao houve diferenca significativa entre o
evento Embrapa 5.1 e seu parental Olathe Pinto, ao nivel de 5% de
probabilidade. Houve diferenca entre locais (P<0,0001).

A Tabela 3 mostra os resultados obtidos das observacoes
agrondmicas no ano de 2009 em Santo Antdnio de Goids e Sete
Lagoas onde podemos observar que: (1) Para a producéao houve
efeito significativo de local ao nivel de 0,044%; o CV foi de 22,74%,
e a média de producao foi de 2,478 kg/parcela (x 400 =kg/ha).

Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos Embrapa

5.1 e Olathe Pinto em nenhum dos dois locais ou considerando

a anédlise conjunta. (2) Para a germinacao houve efeito de local
(P<0,0043%), entretanto ndo houve diferenca significativa entre
os dois tratamentos (P< 0,1050). O CV foi de 5,18% e a média

de germinacao de 81,3%. (3) Para a altura inicial das plantulas nao
houve diferencas significativas entre os locais bem como entre os
dois tratamentos. O CV foi de 20,6% e a média de altura inicial das
plantas foi de 7,93 cm. (4) A largura das folhas das plantas diferiu
entre os dois locais analisados ao nivel de P<0,0001%. Entretanto
nao houve diferenca entre os dois tratamentos (P<0,2291). O CV
foi de 3,17% e a média das larguras de folhas de 7,52 cm. (5) Para
o comprimento maximo das folhas priméarias a anélise estatistica
revelou diferenca significativa entre os dois locais estudados, mas
nao houve diferenca entre os dois tratamentos (P<0,7869%).

O CV foi de 3,6% e a média do comprimento foliar foi 7,47 cm.

(6) A analise estatistica para a massa média de 100 sementes
indicou diferenca estatisticamente significante entre os dois locais
(P<0,0043%) e também entre os dois tratamentos (P<0,003%). O
CV foi de 3,44 e a média da massa de 100 sementes de 29,48 g.
(7) Nao houve diferencas significantes estatisticamente entre locais
e tratamentos para o comprimento das vagens. O CV foi de 4,51%
e o comprimento médio das vagens de 10,35 cm. (8) Nao houve

27
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diferencas significantes estatisticamente entre locais e tratamentos
para o comprimento das vagens. O CV foi de 16,34% e a largura
média das vagens de 12,35 mm. (9) Para o comprimento da

semente a andlise de variancia indicou haver diferencas significativas
estatisticamente entre os dois ambientes estudados (P<0,0018%) e
também entre os dois tratamentos (P<0,0261%). O CV foi de 3,61%
e a média do comprimento das sementes foi de 13,53 mm. (10) Para
a largura das sementes a analise de variancia indicou haver diferencas
significativas estatisticamente entre os dois ambientes estudados
(P<0,0399%), porém nao houve diferencas significativas entre os
dois tratamentos (P<0,0978%). O CV foi de 2,40% e a média da
largura das sementes foi de 7,86 mm. (11) Para a espessura das
sementes a anélise de variancia indicou haver diferencas significativas
estatisticamente entre os dois ambientes estudados (P<0,0355%),
porém nao houve diferencas significativas entre os dois tratamentos
(P<0,7162%). O CV foi de 5,69% e a média da espessura das
sementes foi de 5,94 mm. (12) para a caracteristica vagens cheias,

a anédlise de variancia indicou haver diferencas significativas entre os
dois ambientes estudados (P<0,0053%), porém nao houve diferencas
significativas entre os dois tratamentos (P<0,7324%). O CV foi de
11,26% e a média da percentagem de vagens cheias foi de 75,68%.
(13) Para o nimero de graos por vagem de 10 vagens, composta

de uma vagem por planta (NGV 1) a andlise de variancia indicou nao
haver diferencas significativas entre os dois ambientes estudados
(P<0,5510%), bem como nao houve diferencas significativas entre
os dois tratamentos (P<0,7825%). O CV foi de 19,69% e a média
do numero de graos por vagem foi de 4,87sementes por vagem,
considerando as 10 melhores vagens de 10 plantas por parcela.
Finalmente, para o nimero de graos por vagem do conjunto de vagens
de 10 plantas da parcela (NGV2) a anélise de variancia indicou nao
haver diferencas significativas entre os dois ambientes estudados
(P<0,0744%), porém houve diferencas significativas entre os dois
tratamentos (P<0,0360%). O CV foi de 9,26% e a média do nimero
de graos por vagem foi de 3,75 sementes por vagem, considerando-se
todas as vagens de 10 plantas colhidas por parcela.
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Tabela 3. Médias das varidveis agrondmicas observadas em condicbes de
campo cultivados no ano de 2009. Entre paréntese estao os valores minimos e
maximos observados para cada uma das varidveis analisadas.

Varidveis Santo Anténio de Goids Sete Lagoas

N  Olathe Pinto Embrapa 5.1 N  Olathe Pinto  Embrapa 5.1

PROD ; 2,72:055 3,1520,41 g 219:07 1,98+0,53

: (1,70-3,30) (2,50-3,52) (1,50-3,30) (1,10-2,80)

GERM g  87.01:473 83,96:6,63 g 7819:273  7608+345
(78,33-93,33) (76,67-96,11) (74,17-82,50)  (70,28-80,28)

ALTIN g 146044 7524042 g 871:334  804:037

(7,00-8,08) (6,96-8,26) (6,87-1693)  (7,40-8,52)

LARG g 675:07 6,63+0,24 g 820:02 8,54:+0,19

(6,40-7,20) (6,16-6,88) (7,76-8,45) (8,28-8,85)

COMP g 681023 6,69+0,27 g 8112025 8,29+0,22

(6,44-7,10) (6,30-7,02) (7,77-8,63) (8,03-8,69)

P100S g 29.32:004 31,30+0,93 g 2792:256 2942165
(27,95-30,87) (29,58-32,42) (25,70-33,65)  (27,43-32,68)

10,47+0,31 10,73+0,51 10,15:0,24  10,07+0,69

COMPY 8 9771073 10,04-11,640 8 (9861057 (9051083

LARGV g 1073:051 11,380,24 g 1261044  1393:424
(11,17-11,90) (11,15-11,86) (12,03-13,29)  (11,97-24,39)

COMPS g 1275:041 13,200,45 g 1388:055  1430:045
(12,22-13,37) (12,53-13,72) (12,74-14,61)  (13,77-14,95)

7,67+0,24 7,78+0,17 7,93:0,18 8,07:0,20

LARGS 8 (732801 (7,57-8,04) 8 (7728200  (7,758.26)

ESPS g 572:015 5,70+0,15 g 613016 6,23+0,63

(5,53-5,94) (5,46-5,91) (5,99-6,50) (5,74-7,73)

VeH g 61864873 71,32+8,19 g 08846790  81,11:688
49,83-79,71) (56,98-82,98) (71,7095,73)  (71,09-88,24)

NGV g 489:130 5,24+1,35 g 478:018 4,61:0,25

2,75-7,03) (3,72-7,98) (4,50-5,00) (4,10-4,90)

G2 g 405036 3,75+0,38 g 374:033 3,47+0,55

(3,59-4,60) (3,41-4,35) (3,19-4,39) (2,52-4,33)

NGv g  5.25:03 5,26+0,31 g 478:018 4,61:0,25

(4,50-5,50) (4,70-5,75) (4,50-5,00) (4,10-4,90)

Variaveis: PROD- producéo (g/parcela de 25 m?; GERM- germinagéo (%); ALTIN- altura inicial das plantulas (cm); LARG-
largura maxima das folhas primérias (cm); COMP- comprimento maximo das folhas primérias (cm); P100S- massa de
100 sementes; COMPV- comprimento das vagens (cm); LARGV- largura das vagens (mm); COMPS- comprimento das
sementes (mm); LARGS- largura das sementes (mm); ESPS- espessura das sementes (mm); NGV1 - vagem por planta;
NGV2- nimero de grdos por vagem, com base em 10 plantas. Ndo foram observadas diferencas significativas (p<0.05).

Embora se tenha observado diferencas significativas para algumas
caracteristicas entre o evento Embrapa 5.1 e seu parental Olathe Pinto
no ano de 2008 (comprimento méaximo das folhas priméarias, nimero
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de sementes por vagem, comprimento das vagens e comprimento das
sementes) e 2009 (peso de 100 sementes, comprimento das sementes
e numero de graos por vagem), tais diferencas nao foram consistentes
todo o tempo em todos os locais. Portanto essas diferengcas nao foram
associadas a um determinado local, ndo se repetindo em outros locais

ou em outros anos, o que pode indicar que este tipo de varidvel é muito
flutuante e instavel. Por outro lado, mesmo se estas variaveis tiverem
importancia agrondmica, o evento Embrapa 5.1 seréd utilizado apenas
como doador do transgene para cultivares comerciais de feijoeiro, porque
no Brasil ndo se cultiva a classe de grao “pinto” comercialmente.

A Figura 5 mostra a distribuicao dos pontos referentes a Embrapa 5.1

e Olathe Pinto nos trés locais de cultivo do ano de 2008, plotando a
componente principal 2 (Prin2) versus componente principal 1 (Prin1),

a partir da matriz de covariancias. Estes dois eixos explicam 89,77 %
da variancia total. Deve se notar que, Embrapa 5.1 e Olathe Pinto
formaram, basicamente, um Unico agrupamento. Caso os agrupamentos
fossem um para Embrapa 5.1 e outro para Olathe Pinto (portanto

dois conjuntos) isto indicaria diferenca entre os dois tratamentos, no
entanto essa analise mostra que nao ha agregacao entre os pontos, por
gendétipo.
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6 [ |®Olathe - St Ant Goias @
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Figura 5. Gréfico dos pontos gerados em andlise de componentes principais entre as duas
componentes que mais contribuiram para a variadncia observada (Prin1 e Prin2) para o

conjunto dos trés locais do ano de 2008.
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A Figura 6 mostra a distribuicdo dos pontos referentes a Embrapa 5.1
e Olathe Pinto nos dois locais de cultivo do ano de 2009, plotando a
componente principal 2 (Prin2) versus componente principal 1 (Prin1).
Como aconteceu para o ano de 2008, para cada local, Embrapa 5.1 e
Olathe Pinto ndo formaram agrupamentos distintos.
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Figura 6. Gréafico dos pontos gerados em anélise de componentes principais entre as duas
componentes que mais contribuiram para a variancia observada (Prin1 e Prin2) para o

conjunto de dois locais do ano de 2009.

Em conjunto, os dados agrondmicos dos dois anos, sendo trés locais no
primeiro ano e dois no segundo ano, fornecem uma base robusta para
afirmar que o evento Embrapa 5.1 e o seu parental Olathe Pinto sdo
equivalentes, exceto pela diferenca em resisténcia ao mosaico dourado,
discutida em outra parte do documento.

Foram ainda realizado testes com periodos de envelhecimento in vitro
nos quais nao se evidenciaram diferencas na germinacao entre o
evento transgénico e Olathe Pinto (ndo-GM) produzidos em idénticas
condicoes. Em estudo conduzido em casa telada onde foram avaliadas
a linhagem original Embrapa 5.1 e linhas quase isogénicas derivadas
de Pérola e BRS Pontal, com alta e baixa fertilidade, ndo indicaram
diferencas significativas em parametros agronémicos, o que o que
sugere que nao houve alteracao na absorcdo de nutrientes nestas
condicoes.
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O fluxo génico foi estudado em experimentos especialmente
desenhados para esta finalidade, tendo sido encontrado o valor de
0,07%, e somente a até 6 metros da fonte (FARIA et al., 2010).

Avaliacao de Risco a Satiilde Humana e Animal
Seguranca alimentar

Acredita-se que por mais de 8000 anos, o feijao comum (P. vulgaris)
vem evoluindo a partir de uma vinha selvagem das regidoes da América
Central e Andes para se tornar uma importante leguminosa produzida
e consumida em vdrias partes do globo (GEPTS; DEBOUCK, 1991;
GEPTS et al., 2008). O grao de feijao fornece excelente concentracao
de proteina, generosas quantidades de fibras, além da presenca

de carboidratos de composicao complexa que o torna, em termos
nutricionais, um alimento “quase perfeito” (COMMON BEAN, 2001). Os
beneficios para a saide humana associados ao consumo de feijoes sao
amplamente documentados, tais como a reducao do risco de céancer,
reducado de doencas cardiovasculares e influéncia no controle da taxa
de glicose no sangue (GEIL; ANDERSON, 1994; HANGEN; BENNINK,
2002; LETERME, 2002; KOKUBO et al., 2007; WINHAM et al., 2008).

A Resolucao Normativa N° 5, de 12 de marco de 2008, lista cerca de
dez topicos a serem pesquisados no caso de OGMs consumidos como
alimentos. Aqueles que se aplicam ao feijoeiro foram devidamente
analisados. Assim, pode se afirmar que os efeitos da presenca dos
transgenes expressos no feijoeiro Embrapa 5.1 sobre a seguranca
alimentar humana e animal foram estudos e confirmaram que este
evento é substancialmente equivalente ao de seu parental Olathe Pinto
e comparavel a de outros feijoeiros cultivados no Brasil. O feijao é fonte
de fibras, proteinas, ferro e zinco entre outros minerais. Uma anélise

de composicdo extensa foi realizada em graos colhidos de campos
cultivado em Londrina (PR) em 2008, e Santo Antonio de Goias (GO)

e Sete Lagoas (MG) nos anos de 2008 e 2009. Foi ainda gerado um
vasto banco de dados de composicao, incluindo fatores nutricionais e
antinutricionais presentes nos graos de feijao cultivados em variadas
partes do Brasil. As cultivares de feijoeiro incluidas foram o BRS Valente,
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Diamante Negro, Pérola, Timbé e Olathe Pinto (parental do evento
Embrapa 5.1) nos anos de 2003, 2004, 2005, 2006 e 2007. Os locais
escolhidos foram areas nos municipios de Santo Anténio de Goias (GO),
Simao Dias (SE), Lavras (MG), Ponta Grossa (PR), Anépolis (GO), Passo
Fundo (RS); permitindo assim, estimar a variabilidade de composicdo
que se poderia esperar para o feijao que é cultivado no Brasil. Em todos
os casos os graos foram colhidos, secos ao ar e em seguida foram
submetidos a andlises para determinacao da composicao dos teores de
acUcares, vitaminas (B1 e B2), minerais (aluminio, célcio, cobre, ferro,
fésforo, magnésio, manganés, potdassio, zinco), aminoacidos (triptofano,
cisteina, metionina, acido aspartico, serina, acido glutadmico, glicina,
histidina, arginina, treonina, alanina, prolina, tirosina, valina, lisina,
isoleucina, leucina, fenilalanina). Foram ainda realizadas andlises fisico-
quimicas para determinacao de umidade, cinzas, proteina total, extrato
etéreo, acido fitico e de inibidores de tripsina. No conjunto, o estudo
mostrou que a composicao de elementos nutricionais e antinutricionais
encontrados no evento de feijoeiro Embrapa 5.1 sdo comparaveis aos
niveis encontrados em seu parental ndo-GM (Olathe Pinto) e as outras
quatro variedades convencionais cultivadas no Brasil. Houveram duas
alteracoes pontuais, que nao se repetiram em todos os anos e locais

no caso do Embrapa 5.1, e por isto ndo foram consideradas como
limitantes, ou importantes. Além das anélises acima foram realizadas
andlises do perfil proteico em graos colhidos de campos cultivados com
o Evento Embrapa 5.1 e Olathe Pinto em Santo Anténio de Goias (GO),
Sete Lagoas (MG) e Londrina (PR). Foram identificadas as principais
proteinas presentes em graos maduros de feijdo. Os resultados mostram
que os graos analisados mostram o mesmo padrao protéico nos distintos
campos e que nao foi observada diferenca marcante entre o evento
Embrapa 5.1 e genétipo parental Olathe Pinto.

Assim, houve uma diferenca estatisticamente significante para o teor
de cisteina entre o evento Embrapa 5.1 e seu parental Olathe Pinto
cultivado em Londrina (PR) no ano de 2008, a qual nao prevaleceu nos
demais locais para esse mesmo ano, bem como no ano seguinte. Foi
ainda observada uma diferenca significante entre o evento Embrapa 5.1
e Olathe Pinto para o extrato etéreo, nos graos colhidos do campo de
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Santo Anténio de Goias no ano de 2008. De novo, esta discrepancia nao
se repetiu em outros locais no mesmo ano ou no outro ano do estudo.
Além disso, os valores obtidos tanto para cisteina como para o extrato
etéreo, para o evento Embrapa 5.1 esta dentro da faixa observada

(em média) para os feijoeiros cultivados no Brasil. Foi observada uma
diferenca estatisticamente significativa no teor de vitamina B2 em graos
do feijoeiro Embrapa 5.1 cultivado em Santo Antdnio de Goids no ano
de 2009. No entanto, essa diferenca nao foi observada em outro local
estudado naquele ano ou no ano de 2008 nos trés locais estudados. As
diferencas nas quantidades de componentes individuais de nutrientes
que foram detectadas entre os graos do feijoeiro Embrapa 5.1 e de seu
parental podem ser atribuidas, provavelmente, a heterogeneidade que
existe entre essas duas linhagens. Como o feijoeiro Embrapa 5.1 foi
desenvolvido a partir de uma Unica semente, esse fato deve ser levado
em consideracao, uma vez que foi realizada uma selecao ao acaso de
um unico individuo o qual teria este menor teor do elemento, sendo
portanto parte de variacdes que ocorrem naturalmente, ndo se atribuindo
as pequenas diferencas observadas a presenca dos transgenes. Tanto
que essas diferencas nao sao observadas quando o evento Embrapa 5.1
é comparado a variedade Olathe Pinto cultivada em oito regides do Brasil
por um periodo de cinco anos. Portanto, essas diferencas nao foram
consideradas biologicamente significativas. Além disso, a variacao de
valores encontrados para o evento Embrapa 5.1 se enquadra dentro da
variacao encontrada no banco de dados para feijoeiro cultivado no Brasil
e considerado de uso seguro para a alimentagcao humana.

Em conjunto, esses resultados das anélises de composicao mostram
que os niveis os principais aclUcares, vitaminas, aminoacidos, minerais,
proteina e fatores antinutricionais presentes no evento Embrapa 5.1 sao
equivalentes ao seu parental cultivado em diversos ambientes no Brasil,
bem como comparaveis aos outros feijoeiros cultivados no Brasil com
histérico de uso seguro para a alimentacao humana.

Alimentacao Animal
Os estudos com alimentacao animal ndo mostraram alteracdoes em relagao
aos animais que foram alimentados com o feijoeiro parental Olathe Pinto.
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Os animais utilizados foram ratos Wistar (machos e fémeas) adquiridos
para pesquisa no Centro Multidisciplinar para Investigacao Bioldgica na
Area da Ciéncia em Animais de Laboratério (CEMIB) da Universidade
Estadual de Campinas (Unicamp). Os ratos foram separados e distribuidos,
aleatoriamente, em quatro grupos conforme quatro diferentes tratamentos
para ambas as etapas de estudo: crescimento (30 dias) e exposicao
prolongada (180 dias). Foram usados 30 animais para cada tratamento.
As dietas alimentares foram preparadas segundo a formulacado preconizada
pelo American Institute of Nutrition (REEVES et al., 1993) para a dieta
AIN - 93G, com modificacdo no contetido de proteina bruta (N x 6),

que era de 10% (PELLET; YOUNG, 1980), utilizando como Unica fonte
proteica o feijao Embrapa 5.1 ou seu parental Olathe Pinto. As amostras
foram manipuladas de acordo com as especificacdes estabelecidas

pela Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio). As dietas
experimentais ficaram assim constituidas: dieta de caseina-controle
(DCas), dieta aprotéica (DA); dieta feijao transgénico (DFT) e dieta feijao
convencional (DFC). As dietas contendo proteina eram isocaléricas
(382,8 + 2,9 kcal/100g) e isoprotéicas (10,3 + 0,4%). Os estudos de
alimentacao foram conduzidos no Laboratério de Ensaios Biolégicos do
Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociéncias
da Universidade Estadual Paulista - UNESP, Campus Botucatu, Sao

Paulo, nas condi¢cdes experimentais de rotina (ciclo de claro/ escuro de
12h, 22 +5 °C), sem restricdo de agua e dieta, com prévio periodo de
72h para adaptacao as novas condicdes ambientais. O manuseio e o
procedimento experimental foram realizados de acordo com as normas
estabelecidas pela Comissao de Etica na Experimentacdo Animal (CEEA)
da Universidade Estadual Paulista - UNESP, com prévia aprovacao do
protocolo experimental (Protocolo no. 67/08-CEEA), em concordancia
com os principios em pesquisa animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacao Animal (COBEA).

Notou-se diferenca significativa na evolucao do peso dos animais
alimentados com feijoeiro (GM ou nao GM) quando comparados aqueles
alimentados com racao suplementada com caseina como fonte de proteina
(GC). Embora o feijao seja eventualmente alimento de roedores, alimentacao
com grandes proporcoes desses graos nao sao adequadas, devido ao
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desequilibrio nutricional que isso provoca. No entanto ndo foram observadas
diferencas entre os grupos alimentados com graos de feijao do evento
Embrapa 5.1 quando comparados aqueles grupos alimentados com graos de
feijao convencional (Olathe Pinto). Estas observacdes se refletiram também
nos indices de ganho de peso, nosquais nao se observaram diferencas entre
os animais alimentados com feijoeiro GM ou nao-GM. Cabe ressaltar ainda
que os animais alimentados com graos sem cozimento de feijao tém seu
desenvolvimento fortemente comprometido, levando os animais a morte
com inicio a cerca de 20 dias ap6s o inicio do experimento.

Seguranca Ambiental

A seguranca do cultivo do evento de feijoeiro Embrapa 5.1 para o meio
ambiente foi demonstrada por estudos visando identificar possiveis efeitos
sobre diversos organismos que interagem com a planta em condi¢cdes de
campo, ou controlada. Os ensaios foram realizados em casa de vegetacao
e campos cultivados em trés regioes do Brasil por um periodo de dois anos.
Foi determinada a flutuacao populacional e a estrutura das populacoes de
artropodes associados ao feijoeiro Embrapa 5.1 e convencional na parte
aérea e na superficie do solo, tanto pragas como os inimigos naturais das
pragas. Nesses estudos foram observadas poucas diferencas na comunidade
de artrépodes da superficie do solo entre os dois tratamentos, permitindo
concluir que o evento Embrapa 5.1 nao causa nenhum efeito sobre a
diversidade de artrépodes presentes na superficie do solo.

Foram ainda realizadas analises quantitativa e qualitativa da macro e
mesofauna. Os grupos da macrofauna mais abundantes foram: Formicidae,
larvas e adultos de Coleoptera, larvas de Diptera, Isoptera e Oligochaeta.
A comunidade da mesofauna do solo teve o grupo Acari como o mais
representativo. Outros grupos importantes foram: Formicidae, Collembola,
larvas de Coleoptera e larvas de Diptera. O nimero médio de unidades
taxon6micas por amostra ou riqueza média de grupos apresentou variacao
significativa em funcao da localidade, tanto para a macrofauna quanto
para a mesofauna do solo. Entretanto, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os solos cultivados com feijoeiro convencional e
transgénico Embrapa 5.1 tanto para macrofauna quanto para mesofauna
do solo em nenhuma das trés localidades estudadas.
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Foi conduzido um estudo para avaliar o desenvolvimento de Zabrotes
subfasciatus, que é o principal caruncho de graos do feijao armazenado
nas regides mais quentes dos trépicos. Salienta-se que este inseto vive em
intimo contato com o interior da semente. Foi avaliado o efeito do feijoeiro
Embrapa 5.1 sobre o desenvolvimento biolégico de 10 geracdes do
caruncho Z. subfasciatus. O experimento foi conduzido no laboratério de
Entomologia da Embrapa Arroz e Feijao, em Santo Anténio de Goiés, GO.
Os tratamentos incluiram além do Embrapa 5.1 e Olathe Pinto, a cv. Jalo
Precoce (padrao de comparacao como cultivar suscetivel, grao utilizado na
criacdo massal deste inseto), a cv. Pérola (padrdo de comparacdo como
cultivar suscetivel), alinhagem de feijao carioca contendo o alelo arcelina

1 (ARC 1), proteina encontrada em feijoes silvestres (Phaseolus vulgaris)
que confere resisténcia ao caruncho (SCHOONHOVEN et al., 1983). Os
resultados demonstraram que o evento Embrapa 5.1 nao interfere nos
parametros de desenvolvimento biolégico do Z. subfasciatus.

Foram realizados estudos para a determinacao da producao de matéria
seca e acumulacao de nitrogénio. Concluiu-se que a producao de matéria
seca pelas plantas de feijoeiro variou entre os experimentos com solos
das diferentes localidades analisadas. Entretanto, a comparacao dos

dois gendtipos (evento Embrapa 5.1 e seu parental Olathe Pinto) mostra
comportamento similar frente as condicGes de estresse. Esses resultados
sdo condizentes com as analises de mecanismos de defesa antioxidante
das enzimas: catalase, ascorbato peroxidase e superoxido dismutase
(SOD), bem como as medidas de dano celular (peroxidacao lipidica)

e dano a proteinas utilizando-se os extratos das folhas de feijao GM
(Embrapa 5.1) e o seu parental ndao-GM (Olathe Pinto). Os resultados nao
mostraram diferencas entre os gendétipos.

A nodulacéo e dependéncia pela fixacéo bioldgica de N, pelas plantas de
feijoeiro foram também avaliadas e os resultados nao mostraram alteracdes
significativas entre o evento de feijoeiro Embrapa 5.1 e seu parental.

A Comunidade de fungos micorrizicos arbusculares e sua associacéo
com as raizes das plantas de feijoeiro foram estudadas pela anélise da
densidade de esporos de FMAs (fungos micorrizicos arbusculares) na
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rizosfera das plantas, colonizagao das raizes por FMAs indigenas, nimero
de espécies de FMAs identificadas na rizosfera, composicado de espécies
na comunidade de FMAs indigenas. De uma maneira geral ndo se observou
diferenca significativa entre o feijoeiro Embrapa 5.1 e seu parental nao-
GM Olathe Pinto, sugerindo auséncia de alteracao da capacidade de
micorrizacao devido a alteracdo genética inserida no evento de feijoeiro.

Também foi realizada uma andlise quantitativa e qualitativa dos
microrganismos em solos sob influéncia do feijoeiro Embrapa 5.1. As
andlises do perfil de alfaproteobactérias na rizosfera do feijoeiro foram
feitas em solos de campos cultivados com o feijoeiro Embrapa 5.1 e seu
parental, em Santo Anténio de Goids (GO), Londrina (PR) e Sete Lagoas
(MGQG). Foi possivel notar nos dendrogramas gerados, a partir dos perfis
de DGGE, que nao foram formados grandes grupamentos, e os que
foram formados nao foram induzidos pelo cultivo do feijao geneticamente
modificado evento Embrapa 5.1. Estudos da atividade enzimatica do solo
no qual foram cultivados o evento Embrapa 5.1 em distintas regides do
Brasil ndo permitiram observar diferencas estatisticas entre as amostras
de solo com o feijoeiro transgénico Embrapa 5.1 e o convencional
(Olathe Pinto) quanto as atividades das enzimas arilsulfatase (conjunto de
enzimas do ciclo do enxofre), fosfatase acida e B-glucosidase. A rizosfera
é a porcao do solo que sofre influéncia direta da planta por ocasido da
excrecao dos exudatos que a planta produz. Alteracdes nos padroes

de atividade enzimatica do solo representadas pelo grupo de enzimas
denominadas, fosfatase acida, beta-glucosidase e arilsulfatase, poderiam
ocorrer em funcao da influéncia da planta sobre a atividade bioldgica

de rizosfera. Atividades de enzimas chaves do solo tém sido utilizadas
para investigar a possivel integracao entre os processos bioquimicos e

a qualidade do solo, refletida pelo status biolégico do solo. As enzimas
do grupo das beta-glicosidases sao produzidas por uma variedade de
organismos, entre eles, animais, plantas, fungos e bactérias. A beta-
glicosidase é uma enzima que atua na etapa final do processo de
decomposicao da celulose, pela hidrélise dos residuos de celobiose,

e alteracOes em sua atividade podem ter, portanto, influéncia sobre a
qualidade do solo. Pelos resultados encontrados nos estudos com as
variedades de feijoeiro, pode-se concluir que a modificacdao genética para
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resisténcia ao virus do mosaico dourado nao implicou de forma sensivel
e consistente em alteracdes na planta capazes de influenciar atividades
enzimaticas chaves na dindmica de C, S e P, na regiao da rizosfera do
feijoeiro.

Perspectivas

Espera-se que o evento Embrapa 5.1 venha a conferir a protecédo esperada
no controle do mosaico dourado do feijoeiro no Brasil. A comercializacao
de cultivares com o transgene devera chegar ao mercado nos préximos
anos. Um aspecto sempre presente é a durabilidade da resisténcia. Tendo
em vista que a resisténcia foi baseada em um gene que por natureza, é
bastante conservado nos geminivirus de feijao, espera-se que esta venha
a ter duracao prolongada. Em um caso semelhante em virus de RNA -
Papaya ringspot virus — cultivado no Hawai, a resisténcia continua sendo
completa ao longo de muitos anos. O monitoramento da resisténcia ao
mosaico dourado ao longo com estudos sobre a variabilidade do BGMV
deverd ser conduzido e altamente esclarecedor.
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