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Resumo

A soja (Glycine max L.) é a principal cultura agricola brasileira, passando dos 33
milhdes de hectares na safra 2015/16. Os cultivares transgénicas de Roundup Ready (RR) e
Intacta RR2 PRO (RR2) detém 93% da area cultivada no Brasil. O evento GTS-40-3-2 (RR)
agrega tolerancia ao herbicida Glifosato, ja o evento BTRR2Y (MON 87701 X MON 89788)
combina caracteristica de resisténcia a lepidopteras (MON 87701) e tolerancia a glifosato
(MON 89788). A construcdo dos eventos tolerantes ao glifosato é distinta, necessitando de
primers especificos para a detecgdo. Este estudo objetivou implementar e validar técnicas de
deteccdo e quantificacdo especifica de RR e RR2 em sementes e produtos comerciais. Foi
composto um banco de amostras com 43 cultivares RR, 12 cultivares RR2, duas cultivares
convencionais, trés organicas, 3 sem descricdo de origem e 10 de produtos comerciais. A
analise partiu da extracdo do DNA pelo método de silica. Apos foi realizada a deteccdo de RR
e RR2 e Lectina (gene endogeno, LE) pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para
experimentos qualitativos, 0s ensaios gquantitativos foram realizados com farinhas controles
de diferentes concentragdes de material transgénico, os dados foram processados
estatisticamente. Os resultados demonstram confiabilidade na deteccdo e quantificacdo de
amostras demonstrando R2 proximos de 0,98. Permitindo estruturar a metodologia para a
quantificacdo de DNA transgénico em amostras de teores desconhecidos, foco das proximas
etapas deste estudo.
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INTRODUCAO

A soja (Glycine max) é a principal cultura agricola brasileira, passando dos 33
milhdes de hectares na safra 2015/16. Cultivares geneticamente modificadas (transgénicas)
conhecidas como Roundup Ready (RR) e Intacta RR2 PRO (RR2) possuem atualmente 93%
da area cultivada no Brasil. O evento GTS-40-3-2 (RR) agrega tolerdncia ao herbicida
Glifosato por meio da introducdo do gene da enzima 3-enolpiruvil-shiqguimato 5-fosfato
sintase (EPSPS), proveniente da cepa CP4 da bactéria de solo Agrobacterium tumefaciens. Ja
0 evento BTRR2Y ¢ fruto do cruzamento entre linhagens dos eventos MON 87701 X MON
89788 (RR2) combinando a caracteristica de resisténcia a insetos da ordem das lepidopteras,
presente no evento MON 87701, com a tolerancia a herbicidas a base de glifosato, presente no
evento MON 89788, A construcdo dos cassetes exdgenos responsaveis pela tolerancia ao
glifosato é distinta nos dois eventos, até mesmo na regido que transcreve a enzima EPSPS,
sendo necessario o0 emprego de primers especificos para detectar cada evento.

O uso de cultivares transgénicas € proibido na agricultura organica, sendo
recomendado aos produtores o isolamento da area com barreiras naturais para evitar uma
possivel contaminacdo (SANTOS, 2013). Por se tratar de um produto com valor agregado e
possuir uma boa demanda, seu preco tem se mantido em uma meédia 50% maior que 0S

1 Aluno do curso de graduacdo Agronomia— Bolsista PROBITI/FAPERGS — rrafaelmuller@gmail.com
2 Professor do PPGBioSatde



produtos convencionais, 0 que gera bons resultados aos produtores, apesar do custo de
producdo ser cerca de 10% maior quando comparado ao cultivo tradicional. O controle da
producdo organica é mais dificil na soja e milho devido a disseminac¢do do uso de cultivares
OGMs. Os principais estados brasileiros produtores de soja organica sdo Parana, Rio Grande
do Sul, S&o Paulo e Goids. (ANTONIALI et. al., 2012; MDA, 2015).

No Brasil, o Decreto n° 4680/03 determina que qualquer produto que contenha acima
de 1% de OGM em sua composicgéo final deve ser rotulado como transgénico. A necessidade
de rotulacdo para produtos alimenticios, assim como a restricdo para 0 uso cultivares
transgénicos na cadeia produtiva de soja organica tornam necessarias técnicas que
possibilitem o rastreamento e a quantificacdo rapida dos grdos que contenham 0s eventos
transgénicos liberados para plantio no Brasil. A deteccdo e o rastreamento especifico de
OGMs podem ser realizados através de técnicas de biologia molecular (como PCR real time).
A técnica € baseada na multiplicacdo in vitro do DNA, utilizando oligonucleotideos para
amplificar regies gendmicas especificas, neste caso, com a transgenia especifica dos
cultivares comercializados em territério nacional, tornando possivel quantificar o DNA, e
estimar a quantidade do grdo que existe em cada amostra testada.

O presente projeto objetiva testar amostras de produtos alimenticios e racdo animal
que utilizem soja em sua composicdo, e que estejam nas trés situacdes possiveis, rotulado
como utilizando mais de 1% de OGM em sua composicdo, certificados como produtos
organicos, ou aqueles que ndo tenham nada declarado a respeito em suas embalagens. Para
comprovar a veracidade da descricdo dos produtos contida em suas embalagens.

METODOLOGIA

Amostras

O banco de amostras do projeto é constituido por 43 cultivares RR, 12 cultivares
RR2, duas cultivares convencionais, 3 amostras organicas, 3 sem descri¢do de origem, 16 de
produtos comerciais e 15 de farinhas controle. Nessa amostragem sdo considerados produtos
como soja in natura, proteina de soja, farinhas, racdes humana e animal, biscoitos e salgados.
O numero amostral dos produtos esta disposto na Tabela 1. As amostras foram adquiridas em
locais diversos como supermercados, fruteiras e agropecuarias, de distintas marcas e lotes
para cada amostra e a coleta em diferentes cidades do estado do Rio Grande do Sul ja as
farinhas controle foram confeccionadas de cultivares transgénicos RR e RR2 contendo 100%,
30%, 10%, 3%, 1%, 0,3%, 0,1% e 0%. As farinhas foram confeccionadas a fim de estabelecer
0s parametros de quantificacao para as amostras comerciais com valores desconhecidos.

Tabela 1. Banco de amostras

Produtos a Base de Soja N° Amostral
Leite de Soja 1
Proteina de Soja 3
Racdo Animal 5
Soja in natura 6
Cultivar RR 43
Cultivar RR2 12
Cultivar Convencional 2
Bolacha 2

Farinhas Controle 15




Extracédo de DNA
Os procedimentos para a extracdo do DNA partem do maceramento do material em
tubos Eppendorf. A extracdo do DNA é feita a partir de um protocolo do método de silica
(BOOM et al. 1990), no qual, por causa de sua carga negativa, 0 DNA une-se a silica e ap6s
algumas lavagens é transferido junto a um eluidor para outro tubo Eppendorf pronto para o
armazenamento.

Amplificacdo a partir de PCR em tempo real
A deteccdo das transgenias é realizada a partir de PCR em tempo real, utilizando
primers e condicdes de ciclagem descritos na literatura académica (Cobaiashi 2012 e Liu
2009), sendo utilizado um termociclador StepOnePlus™, Os eventos alvos para soja séo GTS
40-3-2(RR) e MONB89788 (RR2) e gene enddgeno da lectina (LE) de soja.

Quantificacdo

Foram confeccionadas farinhas controle a partir de sementes transgénicas de cultivares
RR e RR2 sendo estas postas e misturadas junto a farinha de soja organica nas porcentagens
planejadas contendo: 100%, 30%, 10%, 3%, 1%, 0,3%, 0,1% e 0% de material OGM. A
extracdo e deteccdo foram realizadas em triplicata, para estabelecer os parametros de
quantificacdo de referéncia para as amostras com teor desconhecido. Os parametros de
quantificacdo basearam-se em BURNS 2004, através dos dados gerados pelo termociclador,
levando em conta as médias de Ct. de lectina comparando-os aos Cts. relativos a porcentagem
de OGM nas farinhas controles, o que permite estimar a porcentagem de transgenia presente
em cada amostra testada. Desta forma, com essa técnica especifica € possivel constatar se o
produto alimenticio contém a presenca de OGM, possibilitando a identificacdo correta no
rotulo da embalagem destinada ao consumo humano ou animal, conforme Lei n° 11.105/2005
(art. 40) e Decreto n° 5591/2005 (art. 91).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na execucao deste estudos, foram realizados testes qualitativos para a técnica, afim
de aferir os processos de extracdo e amplificacdo em sementes de cultivares registradas no
MAPA, sendo 43 cultivares RR, 12 cultivares RR2, duas convencionais e duas organicas,
afim de assegurar a especificidade dos primers, obtendo os resultados esperados, todas as
amostras de soja amplificaram para o0 gene enddgeno de lectina, enquanto apenas as
cultivares Roundup Ready amplificaram para os primers RR, para os primers especificos de
RR2 tambem obteve-se sucesso em 100% das amostras de cultivares Intacta, comprovando
a especificidade do método escolhido.

apos a execucdo dos testes qualitativos iniciou-se a etapa de quantitativa do estudo,
aplicando ensaios em triplicata com farinhas controle para estabelecer parametros
estatisticos para avaliacdo dos resultados das amostras de teor desconhecido, além de
realizar a adequacdo da metodologia de extracdo para os diferentes tipos de amostras que
foram obtidas, sendo realizadas analises qualitativa do material extraido por PCR.

A analise estatistica alcancou resultados muito proximos de R2=0,98 (Imagem 1)
para ambos 0s eventos envolvidos neste estudo. Apontando a confiabilidade da técnica.

A perspectiva para 0s proximos experimentos € aplicar o método de analise
quantitativa nas amostras comerciais que vem sendo extraidas, para mensurar o teor de
material transgénico existente em cada uma.
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Imagem 1: Os graficos representam a média de Ct. das triplicatas de RR e RR2 das
diluicdes de material OGM em comparativo com as médias de Ct. de lectina, A. para o evento
GTS 40-3-2 e B. para o evento MON89788.

CONCLUSOES

O método de quantificacdo de material OGM para os eventos GTS 40-3-2 e
MONZ89788 demonstram adequados e confiaveis para o estudo, havendo a necessidade de
aplicar o método nas amostras de produtos comerciais para mensurar de teor de DNA
transgénico presente em cada uma.
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