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Resumo

O Milho Geneticamente Modificado ocupou, na Gltima safra (2015/16), aproximadamente
13,2 milhdes de hectares, sendo o segundo grdo GM mais cultivado no pais. Atualmente no
Brasil, o milho transgénico conta com 21 eventos GM liberados para comercializacdo. O
Decreto n° 4680/03 determina que qualquer produto que contenha acima de 1% de OGM em
sua composicdo final deve ser rotulado como transgénico. O presente projeto objetivou
detectar a presenca de grdos de milho transgénico em produtos alimenticios humanos e
animais. A deteccdo de milho transgénico foi realizada pela técnica de reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (QPCR), tendo como alvo trés regides genéticas: promotor p-35S,
gene principal cry 1A.105 e regido terminadora t-NOS. Sessenta e uma amostras foram
analisadas, incluindo gréos de milho para elaboracdo de racdes, milho em conserva e milho
verde para consumo in natura. Em 19 amostras, nenhum dos alvos analisados foi detectado,
sendo consideradas convencionais. As demais 42 amostras apresentaram eventos
transgénicos. Os resultados demonstraram a efetiva deteccdo dos alvos analisados pela técnica
de gPCR, podendo ser aplicadas para deteccdo de eventos transgénicos em alimentos e racoes.
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INTRODUCAO

O Milho Geneticamente Modificado ocupou, na uGltima safra (2015/16),
aproximadamente 13,2 milhdes de hectares, sendo o segundo grdo GM mais cultivado no pais
(ISAAA, 2016). Atualmente no Brasil, o milho transgénico conta com 21 eventos GM
liberados para comercializacdo provenientes de dez principais eventos transgénicos (Tabela
1), seja com resisténcia a insetos da ordem das lepidopteras, tolerdncia aos herbicidas
glifosato e/ou glifoninato de aménia, ou mesmo as duas caracteristicas juntas no mesmo
evento, caracterizados por uma construcdo genética definida e propria. As diferentes
construcdes transgénicas tém um ou dois blocos de genes que codificam para tolerancia a
herbicidas e/ou resisténcia a insetos. Além do gene que determina a caracteristica desejada, a
efetiva expressdo sé é obtida com elementos adicionais, principalmente as regides promotoras
e terminadoras (Anklam et al., 2002). No Brasil, o Decreto n° 4680/03 determina que
qualquer produto que contenha acima de 1% de OGM em sua composicdo final deve ser
rotulado como transgénico. A necessidade de rotulacdo para produtos alimenticios, assim
como a restri¢cdo para o uso cultivares transgénicos na cadeia produtiva de milho organico,
tornam necessarias técnicas que possibilitem o rastreamento e a quantificacdo rapida dos
grdos que contenham eventos transgénicos.

Tecnicas de PCR em tempo real tém sido efetivas no rastreamento de transgénicos. O
presente projeto objetivou testar produtos alimenticios humanos e animais que utilizem milho
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na sua composicdo. As técnicas utilizadas tiveram como alvos: o promotor p-35S, o
terminador t-NOS, o gene principal cry 1A.105 (associado com resisténcia a insetos) e o gene
enddgeno do milho hmg.

Tabela 1: Eventos transgénicos comercializados no Brasil

Nome comercial Evento Caracteristica

Yield Gard MONS810 Resistentes a insetos

Libert Link T25 Tolerante a Herbicida

TL BT 11 Resistentes a insetos e Tolerante a Herbicida
Roundup Ready 2 NKG603 Tolerante a Herbicida

TG GA21 Tolerante a Herbicida

Herculex TC1507 Resistentes a insetos e Tolerante a Herbicida
Viptera-Mir162 Mirl62 Resistentes a insetos

Pro MON89034 Resistentes a insetos

Yield Gard VT MON88017 Resistentes a insetos e Tolerante a Herbicida
MIR 604 MIR604 Resistentes a insetos

CTNBio (2015)

METODOLOGIA

Amostras

As sementes de milho foram obtidas em cooperativas, empresas produtoras de
sementes e agropecudrias locais. Também foram obtidos produtos in natura e processados
industrialmente para consumo humano e animal, adquiridos no comércio.

Foram analisadas 61 amostras, sendo 18 cultivares (Tabela 3), 13 grdos de milho a
granel utilizados para formulacdo de racdes, 20 espigas de milho verde para consumo in
natura, 6 farinhas de milho e 4 amostras de milho em conserva. (Tabela 4).

Extracio de DNA

O DNA das amostras foi extraido pelo protocolo de adsorcdo em silica (Boom et al.,
1990) utilizando reagentes comerciais NewGene (Simbios Biotecnologia. Cachoeirinha, RS,
Brasil).

Amplificacdo por PCR

Primers e sondas foram obtidos para a realizacdo do estudo (Tabela 2). Apos, foi
realizada a etapa de amplificagdo do DNA para os genes alvo por PCR em tempo real
utilizando o equipamento StepOne Plus (Life Technologies) e com as seguintes condicdes de
amplificacdo: um ciclo inicial a 95°C por 3 minutos e 45 ciclos de 95°C durante 15 segundos,
e 60°C durante 60 segundos para 0 mastermix cry 1A.105 — hmg e para 0s mastermix p-35S e
t-NOS, utilizamos 40 ciclos com as mesmas condicoes..

A deteccdo foi feita simultaneamente a amplificacdo, por meio de graficos e ciclo
limite de leitura (Ct, cycletreshold). A leitura € realizada de forma simples, visto que a
apresentacdo de curva de amplificacdo (com a identificacdo do Ct) determina a positividade
da amostra. A quantificagdo também foi feita a partir do nimero do Ct, assim, quanto menor o
valor, mais concentrada é a amostra.



Tabela 2: Primers (F, forward; R, reverse) e sondas (P, probe) utilizados no trabalho

Primers Sequencia 3° 3’ Tamanho Amplicon
P355-F GCC TCT GCC GAC AGT GGT
P355-R AAGACG TGG TTG GAA CGT CTTC 82 bp
P355-P CAAAGA TGGACCCCCACCCAC G
T-NOS-F CAT GTA ATG CAT GAC GTT ATT TAT G
T-NO5-R TIGTIT TCT ATC GCG TAT TAA ATG T 84 bp
T-NO5-P ATG GGT TTT TAT GAT TAG AGT CCCGCA A
CrylAlDS -F TCAGAGGTCCAGGGTTITACAGG
CrylAlDS-R GTAGTAGAGGCATAGC GGGATTCTTG 113 bp
CrylAlOs-P AGACATTCTTCGTCGCACAAGTGGAGGACC
ZMI1-F (hmg) TTGGACTAGAAATCTCGTGCTGA
ZM]1- R (hmg) GUTACATAGGGAGCCTTGTICCT 79 bp
ZMI1-P (hmg) CAATCCACACAAACGCACGCGTA

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados demonstraram a efetiva detecgdo dos alvos hmg, p-35S, cry 1A.105 e t-
NOS em diferentes amostras de milho transgénico (Tabela 3). Todas cultivares apresentaram
resultado positivo para o gene hmg. Conforme esperado, cry 1A.105 foi efetivamente
detectado nas cultivares PRO. As regides promotoras p-35S e terminadora t-NOS também
foram detectadas apenas nas cultivares transgénica com estes elementos.

As demais 43 amostras foram analisadas e também apresentaram resultado positivo
para 0 gene hmg. Em 14 amostras, nenhum dos alvos de milho OGM foi detectado, sendo
consideradas convencionais. As outras 29 amostras apresentaram eventos transgénicos, sendo
20 para os trés alvos, trés para p-35S e t-NOS, duas para t-NOS e duas para p-35S. A
aplicacdo destas técnicas possibilitou detectar a ocorréncia de transgénicos em 17 amostras de
milho verde, cinco farinhas, seis graos de milho e um milho em conserva. (Tabela 4)

Tabela 3: Descricdo das sementes de milho com cultivar conhecido

Tipo Cultivar hmg p-35S cry1A105 t-Nos Evento
AG 8025 + - - - -
BM 911 + - . - .
Convencional FORMULA  + - - - -
CELERON + - - _ -
STATUS + - - - -
AG 5011 + + - - MONS810
BM 915 PRO + + + + MON89034
BM 3066 PRO2 + + + + MONB89034 x NK603
SHS 7990 PRO2 + + + + MON89034 x NK603
SHS 7915 PRO + + + + MON89034
SHS 7920 PRO + + + + MONB89034
Transgénico BM 3063 PRO2 + + + + MON89034 x NK603
FORMULA TL + + - + Bt 11
CELERON TL + + + Bt 11
STATUS VIP3 + + - + Viptera, TL, TG, TL/TG
STATUS VIP + - - + MIR162
DKB 240 PRO + + + + MONB89034
2B647 PW + + + + MON89034 x TC1507 x NK 603




Tabela 4: Descricdo das amostras de milho e produtos industrializados

hmg

p-35S

cry 1A.105

t-Nos

Farinha Milho

Convencional
Transgénico

Gréaos de Milho

+ + + |+

+
+
+

+

Transgénico
Transgénico
Transgénico
Convencional
Transgénico

Milho em Conserva

Convencional
Transgénico

Milho Verde

Wkr R WGk ®RENRNDNO RS

+ + + + |+ [+ A+ |+ +

+ |+

+

Transgénico
Convencional
Transgénico
Transgénico
Transgénico

CONCLUSAO

As analises realizadas podem ser aplicadas para deteccdo de eventos transgénicos em
produtos alimentares formulados com milho e para a validagdo de produtos rotulados como
organicos livre de transgénicos. Novos estudos serdo realizados para uma analise qualitativa
de transgénicos em sementes, produtos comerciais e racoes animais.
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