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1 INTRODUGAO

Feijdo (Phaseolus vulgaris L.) representa uma fonte rica e barata de
proteinas, carboidratos, fibras alimentares e vitaminas para milhées de pessoas nos
paises desenvolvidos e em desenvolvimento. Além de ser uma fonte de nutrientes
essenciais, hoje o feijdo esta recebendo cada vez mais atengdo como alimento
funcional e o seu consumo tem sido associado a risco reduzido de doenca
cardiovascular, diabetes mellitus, obesidade, cancer e doengas do trato digestivo
(Viswanathan et., 1989).

A produgao comercial de feijao é bem distribuida em todo o mundo, sendo o
Brasil e a India os maiores produtores de feijao. No Brasil, a producéo nacional foi
de 3,6 milhdes de toneladas graos em 2009 (IBGE, 2009). No entanto, doengas
como BGMV (Bean Golden Mosaic Virus), transmitido pela mosca branca (Bemisia
tabaci Gen.), tém sido o maior obstaculo a produgcao de feijao na América Latina e
provoca perdas significativas na produtividade (4-10%) na América do Sul e Central,
México e Estados Unidos (Morales e Anderson 2001).

Varias estratégias tém sido empregadas pela Embrapa Arroz e Feijao para o
controle da doencga. Assim, varias linhagens geneticamente modificadas foram
desenvolvidas a partir do cultivar Olathe Pinto, onde a linhagem Olathe Pinto 5,1
apresentou resisténcia total ao virus BGMV. Os cultivares Perola e Pontal, através
de cruzamentos e retrocruzamentos com Olathe 5.1, também mostraram resisténcia
ao BGMV.

7259

Capa | Indice



A RMN (Ressonancia Magnética Nuclear) baseia-se em sinais de ressonancia
dos nucleos girando em um campo magnético e isétopos naturais como 'H e *C
podem ser observados, sendo relevantes em muitos estudos de materiais intactos.

Amostras semi-solidas (solido hidratado) proporcionam um aumento das
larguras de linha e sobreposicdo espectral devido as interagbes anisotrépicas e
susceptibilidade magnética. Portanto, a técnica HR-MAS (High-Resolution Magic
angle Spinning), onde as amostras sdo giradas em uma frequéncia baixa em torno
de seu proprio eixo em um angulo magico 54,7 em relagdo ao campo magnético
(Sakellariou et al., 2005) € uma técnica que resulta em uma melhoria de resolugao
espectral. HR-MAS tem sido amplamente utilizada em materiais intactos, tais como
alimentagao, classificacdo taxonémica de espécies vegetais, tecidos e células
(Brecia et al., 2002; Alcantara et al., 2007). Muitas vezes a riqueza de informacdes
resulta em uma complexidade espectral; sendo assim o uso de analise multivariada
para estudar um grande numero de espectros e extrair a informacgao significativa &
extremamente necessario.

Portanto o objetivo do presente estudo foi avaliar as diferengcas na
composi¢cdo quimica dos graos dos cultivares Olathe Pinto convencional e o seu
geneticamente modificado (Olathe Pinto 5.1) e uma possivel transferéncia génica
aos cultivares Pontal e Perola, utilizando a ressonancia magnética nuclear, em

analise particular da técnica HR-MAS, e técnicas quimiométricas.

2 METODOLOGIA
2.1 Coleta do material e preparagao da amostra

Os cultivares Olathe Pinto, Perola e Pontal e seus respectivos transgénicos,
coletados na Estacdo Experimental da Embrapa Arroz e Feijao, Santo Anténio-GO,
foram estudados. Todos os gréos foram plantados em pares e, portanto, em

idénticas condigdes experimentais.

2.2 Analise dos espectros de '"H NMR

Os espectros de '"H RMN foram adquiridos em temperatura ambiente em um
espectrédmetro Bruker Avance Ill Tesla 500, utilizando uma sonda HR-MAS de 4
milimetros. As amostras foram suspensas em uma solugao de trimetilsililpropionato

de sédio (TMSP-d4) em D20 (0,1 m / v), colocado em um rotor esférico 50 mL para
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analise e foi girado em 5 kHz no angulo magico (54,7°), utilizando a sequéncia

ZGCPPR para a pré-saturagdo do sinal da agua.

2.3. Analise Quimiométrica
Todos os caélculos foram realizados usando o software Pirouette (v. 4.0,
Infometrix) e PCA foi aplicada para explorar os dados. Cada espectro de RMN foi

normalizado e aplicado a primeira derivada.

3 Resultados e Discussao
3.1 Analise dos espectros de '"H RMN

A analise dos espectros de 'H RMN do cultivar Olathe Pinto (convencional e
transgénico) mostrou diferengas notoérias nas intensidades dos sinais, na regiao

entred7,5-79e ©66.1-0 6.3, tipica de flavondides, como mostrado na Figura 1.
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Figura 1. Espectro de "H NMR do feijéo Olathe Pinto obtido na sonda HR-MAS.

Ja a andlise dos espectros de 'H RMN dos cultivares Perola e Pontal
apresentaram um perfil quimico similar a amostra Pinto Olathe, destacando-se o
feijao Pinto Olathe pela pequena diferenca no teor de flavondides em relagdo aos
demais cultivares. A analise dos espectros de 'H RMN dos cultivares geneticamente
modificado, Pérola Pontal 5.1 e 5.1, mostram o0 mesmo padrao de sinal visualizado
no cultivar Olathe Pinto 5.1. Essa informacao indica uma transferéncia génica, onde
o teor de flavondides nas amostras transgénicas € maior que nos cultivares

convencionais (Figura 2).
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Figura 2. Comparacédo dos espectros de 'H RMN, indicando o padrdo de sinal

visualizado na transferéncia génica.

3.1 Analise da PCA aplicada aos espectros de '"H RMN

A anadlise da PCA (Figura 3) confirmou o perfil quimico de semelhanga entre
os cultivares convencionais Olathe Pinto, Perola e Pontal, bem como em relagao aos
cultivares Olathe Pinto, Perola e Pontal transgénicos, o que sugere um agrupamento
natural dos dois grupos neste espago (positivos e negativos PC1), onde a inspegao
do lado positivo da PC1 confirmou que as amostras de plantas transgénicas
apresentaram maior quantidade de flavondides, porque de acordo com o grafico de
pesos correspondentes, a regido do espectro que contribuiu para essa diferenciagao
esta intimamente relacionada com os sinais tipicos de flavondides. Ja o lado
negativo da PC1 mostrou uma tendéncia de agrupamento dos cultivares

convencionais.
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Figura 3. Escores de PCA dos cultivares de feijao estudados.

4 CONCLUSAO

O estudo permitiu visualizar, pelas técnicas de RMN HR-MAS de 'H e
quimiométricas (PCA), diferencas entre os feijdes convencionais e transgénicos,
bem como a presenca de sinais padrdo nos cultivares Olathe Pinto, Perola e Pontal
transgénicos, indicando a transferéncia génica a partir do cultivar Olathe Pinto
transgénico.
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