BIOSSEGURANCA DO FEIJOEIRO GENETICAMENTE MODIFICADO
RESISTENTE AO MOSAICO DOURADO
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INTRODUCAO: O desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas para fins de
utilizacdo na solucédo de problemas aplicados da agricultura passa por varias fases desde o
planejamento da construcdo génica a ser utilizada, até a obtencdo dos dados necessarios de
biosseguranca do produto final, todas igualmente importantes. Destas, a Biosseguranca
precisa ser pensada desde o inicio do projeto. A andlise de biosseguranca é uma etapa da
pesquisa necessaria para a solicitacdo da liberacdo comercial de um OGM. E estratégico para
a EMBRAPA desenvolver esta etapa de experimentacdo final, para os seus produtos, e mais
especialmente para culturas de importancia para a agricultura familiar, como é o caso do
feijoeiro. Uma cultivar resistente ao mosaico dourado (Bean golden mosaic virus- BGMV ou
VMDF) tera impactos ambientais e econdmicos positivos pela reducdo do uso intensivo de
inseticidas especificos para o controle da mosca branca além do risco de exposi¢cdo humana
no processo de aplicacdo dos produtos. O desenvolvimento atual de um evento de feijoeiro
transgénico com resisténcia ao mosaico dourado significa, na pratica, a necessidade de
obtencdo dos dados necessarios para solicitar a sua liberagdo comercial a Comissdo Técnica
Nacional de Biosseguranga (CTNBIi0). No presente projeto prop0s-se obter tais dados nas
areas de caracterizacdo molecular e fenotipica detalhada do evento trangénico, avaliagdes
agro-ecoldgicas em trés regides do Pais, durante dois anos, e analisar a seguranca alimentar
do produto. Estas avaliacOes estdo interligadas de modo a fornecer um conjunto de
informacdes cientificas para atestar a seguranca do organismo geneticamente modificado
(OGM). O projeto foi formulado com base na Resolu¢cdo Normativa N° 5 da CTNBio. Este
feijoeiro é o primeiro produto transgénico inteiramente desenvolvido pela EMBRAPA, uma
empresa publica, com possibilidade de chegar no mercado

MATERIAL E METODOS: Para obtencio de resisténcia ao virus do mosaico dourado do
feijoeiro foi inserido um gene quimérico para expressdao de um RNA contendo um fragmento
do gene rep (fase de leitura AC1) do BGMV, posicionado em senso e antisenso (intercalados
por um intron). Este RNA foi desenhado para formar um grampo com sequéncias de RNA de
dupla fita (dsSRNA) os quais sdo reconhecidos pela maquinaria celular para geracdo de
pequenos fragmentos de RNA (siRNA) que por sua vez interferem na expressdo do gene rep
viral. Para a transformacdo geneética via biobalistica foi utilizado um plasmideo (vetor)
digerido com uma enzima de restricdo que divide o gene de resisténcia a ampicilina (que
somente € ativo em bactérias) em dois fragmentos, portanto tornando-o sem funcdo. As
avaliagOes de resisténcia a0 mosaico dourado foram realizadas em casa de vegetacdo e a
campo, demonstrando amplamente a resisténcia a doenca. Folhas de plantas transgénicas e
ndo transgénicas, de campo e casa de vegetagdo, foram usadas para demonstrar a presenca dos
RNAI, bem como os padrfes do transgene na plantas originais e progénies (ap0s cruzamentos
e retrocruzamentos com variedade comercial). O evento desenvolvido, Embrapa 5.1,
constitui-se na base para o desenvolvimento de cultivares comerciais de feijoeiro de diversos
grupos para cultivo no Brasil.
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RESULTADOS E DISCUSSAQ: Foram gerados 22 transformantes, dos quais dois foram
resistentes a0 mosaico dourado. As andlises genéticas e moleculares mostraram que 0S
transgenes foram inseridos em um Unico loco do genoma nuclear e se mantiveram estaveis
por varias geracfes de autofecundacdo e apOs cruzamentos e retro-cruzamentos com
variedades comerciais ndo geneticamente modificadas (ndo-GM). Os siRNA (pequenos RNA
interferentes) foram encontrados em folhas de feijoeiros cultivados em trés regides do Brasil
(Londrina, PR; Santo Antbnio de Goiés, GO e Sete Lagoas, MG) e em quantidades traco em
sementes. Em sementes cozidas ndo foi possivel detectar siRNA. A caracterizacdo
agrondmica do evento Embrapa 5.1 cultivado em trés regides do Brasil por um periodo de
dois anos ndo mostrou qualquer alteracdo fenotipica no feijoeiro Embrapa 5.1 quando
comparado ao seu parental Olathe Pinto. Também ndo foram observadas diferengas na
germinacdo das sementes, mesmo apds um periodo de envelhecimento. Estudos envolvendo o
cultivo das plantas de feijoeiro GM e ndao-GM em condi¢Oes de solo com baixa e alta
fertilidade ndo mostraram diferencas significativas em parametros agrondmicos, refletindo
que ndo ha alteracdo na absorcdo de nutrientes nessas condi¢Bes. A seguranca alimentar
humana e animal dos transgenes expressos no evento Embrapa 5.1 foi demonstrada por varios
estudos que confirmaram que a composicdo do evento Embrapa 5.1 é substancialmente
equivalente ao de seu parental e comparada a de outros feijoeiros cultivados no Brasil.
Também foram realizados estudos de alimentacdo de animais que ndo mostraram alteraces
em relacdo aos animais que foram alimentados com o feijoeiro parental Olathe. Uma analise
de composicdo extensa foi realizada em grdos colhidos de campos cultivados em Londrina
(PR), Santo Antonio de Goias (GO) e Sete Lagoas (MG) no ano de 2008 e em Santo Antonio
de Goiés (GO) e Sete Lagoas (MG) no ano de 2009. O estudo mostrou que a composicéo de
elementos nutricionais e anti-nutricionais encontrados no evento de feijoeiro Embrapa 5.1 séo
comparaveis aos niveis encontrados em seu parental (Olathe) e a outras quatro variedades
convencionais cultivadas no Brasil. Adicionalmente foram realizadas analises do perfil
protéico em grdos colhidos de campos cultivados com o Evento Embrapa 5.1 e Olathe
convencional em Santo Anténio de Goias (GO), Sete Lagoas (MG) e Londrina (PR). Foram
identificadas as principais proteinas presentes em grdos maduros de feijdo. Os grados
analisados mostram o mesmo padréo eletroforético nos distintos campos sem diferencas entre
0 evento Embrapa 5.1 e Olathe. A seguranca do cultivo do evento de feijoeiro Embrapa 5.1
para 0 meio ambiente foi demonstrada em um grande nimero de estudos visando identificar
possiveis efeitos sobre diversos organismos que interagem com a planta em condicGes de
campo. Os ensaios foram realizados em casa de vegetacdo e campos cultivados em trés
regides do Brasil por um periodo de dois anos. Foi determinada a flutuacdo populacional e a
estrutura das populagdes de artropodes associados ao feijoeiro Embrapa 5.1 e convencional na
parte aérea e na superficie do solo. As espécies conhecidas como pragas e inimigos naturais
mais comuns nos sistemas de producdo do feijoeiro foram identificadas visualmente
utilizando manuais de identificacdo de pragas e inimigos naturais. Nesses estudos foram
observadas poucas diferengas na comunidade de artropodes da superficie do solo entre os dois
tratamentos, permitindo concluir que o evento Embrapa 5.1 ndo causa nenhum efeito sobre a
diversidade de artropodes presentes na superficie do solo. Estudos complementares foram
realizados com uma analise quantitativa e qualitativa da macro e mesofauna (espécies mais
abundantes foram do solo sob influéncia do feijoeiro Embrapa 5.1. 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 0 mais
representativo. Outros grupos importantes foram: Formicidae, Collembola, larvas de
Coleoptera e larvas de Diptera. O nimero médio de unidades taxondmicas por amostra ou
riqueza média de grupos apresentou variacdo 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.Foram realizados estudos para observar possiveis efeitos sobre o Zabrotes
subfasciatus, que é o principal caruncho de grdos do feijao armazenado nas regifes mais
guentes dos tropicos. Foi avaliado o efeito do feijoeiro Embrapa 5.1 sobre o desenvolvimento
bioldgico de 10 geracdes do caruncho Z. subfasciatus. O experimento foi conduzido no
laboratdrio de Entomologia da Embrapa Arroz e Feijdo, em Santo Antdnio de Goias, GO. Os
resultados demonstraram que o evento Embrapa 5.1 ndo interfere nos parametros de
desenvolvimento biolégico do Z. subfasciatus. Estudos para a determinacdo da produgéo de
matéria seca e acumulacdo de nitrogénio foram realizados. Concluiu-se que a producdo de
matéria seca pelas plantas de feijoeiro variou entre os experimentos com solos das diferentes
localidades analisadas. Entretanto, a comparacdo entre os dois genotipos (evento Embrapa 5.1
e seu parental Olathe Pinto) mostram comportamento similar frente as condigdes de estresse.
A nodulacéo e dependéncia pela fixagéo biologica de N, pelas plantas de feijoeiro foi também
avaliada e os resultados ndo mostraram alteragOes significativas entre o evento de feijoeiro
Embrapa 5.1 e seu parental. A Comunidade de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) e sua
associagao com as raizes das plantas de feijoeiro foram estudadas pela anélise da densidade de
esporos de FMAs na rizosfera das plantas, colonizacdo das raizes por FMASs indigenas,
namero de espécies de FMAs identificadas na rizosfera, composicdo 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 Olathe Pinto, sugerindo auséncia de
alteracdo da capacidade de micorrizacdo devido a alteragdo genética inserida no evento de
feijoeiro. Também foi realizada uma analise quantitativa e qualitativa dos microrganismos em
solos sob influéncia do feijoeiro Embrapa 5.1. As analises 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 Antonio de Goias, Londrina e Sete Lagoas. Foi possivel notar
nos dendrogramas gerados, a partir dos perfis de DGGE, que ndo formaram-se grandes
grupamentos, e quando formados ndo foram induzidos pelo cultivo do feijdo geneticamente
modificado evento Embrapa 5.1. Estudos da atividade enzimética do solo no qual foram
cultivados o evento Embrapa 5.1 em distintas regides do Brasil ndo permitiram observar
diferengas estatisticas entre as amostras do feijoeiro transgénico Embrapa 5.1 e o
convencional quanto as atividades das enzimas arilsulfatase (conjunto de enzimas do ciclo do
enxofre), fosfatase &cida e B-glucosidase.

CONCLUSOES: O feijao transgénico Embrapa 5.1 e Olathe Pinto foram semelhantes em
todos os estudos realizados em relagdo a sua seguranca ambiental, agrondmica e na
alimentacdo. N&o houve diferengas significantes entre os dois feijoes para a maioria absoluta
dos nutrientes analisados. O transgene encontra-se em duas copias, porém em Unico loco, e a
heranca é simples. O feijoeiro Embrapa 5.1 é resistente ao mosaico dourado.
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