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RESUMO

PIMENTA, Marcio Antonio Silva, D. S., Universidade Federal de Vicosa,
agosto de 2003. Deteccao de transgénicos em soja e produtos
derivados no Brasil. Orientador: Maurilio Alves Moreira. Conselheiros:
Everaldo Gongalves de Barros e Aluizio Borém de Oliveira.

A area global cultivada com transgénicos em 2002 continuou a
crescer pelo sexto ano consecutivo, com uma taxa de mais de 10% ao ano,
atingindo, em 2002, 58,7 milhdes de hectares. No Brasil, o cultivo comercial
e 0 consumo de transgénicos estdo suspensos até a presente data, no
entanto cultivos clandestinos de soja transgénica tém sido identificados,
sobretudo nos estados do sul do pais. Inicialmente, este trabalho teve como
objetivo oferecer um enfoque sobre a comercializagdo de soja transgénica e
produtos derivados (farelo e racdo) no Brasil, com base em amostras
enviadas por varias empresas, durante os anos de 2000, 2001 e 2002, ao
Laboratério de Analises Genéticas — AgroGenética. Foram analisadas
amostras de grdos de soja, farelo e racbes a base dessa leguminosa. O
método utilizado nas analises foi 0 da reacdo em cadeia da DNA polimerase
(PCR). “Primers” especificos foram utilizados para deteccdo do gene RR
(“Roundup Ready”), do promotor 35S do virus do mosaico da couve-flor e da
regido terminadora NOS do gene da nopalina sintase de Agrobacterium
tumefasciens. Como resultados foram identificadas, no ano de 2000,
amostras positivas apenas em graos de soja (77,8%) e farelo (22,2%). Em
2001, 70,8% das amostras positivas foram de gréos de soja, 12,5% de farelo
e 16,7% de racbes a base de soja. J4, em 2002, 34,9% das amostras
positivas foram de gréos de soja, 45% de farelo e 20,1% de rac&o. Devido a
dificuldade em se obter quantidades significativas de DNA em condicdes de
serem analisadas, a partir de alimentos processados, este trabalho teve
como segundo objetivo ajustar uma metodologia de extracdo de DNA para
produtos alimenticios processados carneos para analise quantitativa. Para

isso, foram testadas modificacbes em dois métodos de extracdo de DNA: o

Vi



método Wizard (Promega) e o PrepMan Ultra (Applied Biosystems). As
modificacdes no método Wizard incluiram o uso de um volume 1,5 vez maior
do tampé&o de extracdo que o recomendado pelo fabricante, um maior tempo
de incubacao (por mais de 12 horas) e a eluicao final do DNA em um volume
menor de agua do que o sugerido. No método do PrepMan Ultra foram
testados dois volumes diferentes do reagente de extracdo, 200 e 400 uL. A
reacdo de PCR em tempo real foi realizada usando-se o sistema ABI Prism
SDS 7000 (Applied Biosystems). Os resultados permitiram concluir que a
extragdo de DNA de produtos carneos utilizando o método Wizard com as
modificacdes propostas, foi mais eficiente que a extracdo usando o PrepMan
Ultra. O presente estudo teve como terceiro objetivo avaliar a real situacéo
do plantio de sementes fiscalizadas e certificadas de soja geneticamente
modificada, na safra de 2002/2003, por meio da analise de 2.466 amostras
coletadas por laboratérios de analises de sementes dos Estados do Mato
Grosso (42%), Rio Grande do Sul (39,5%) e Minas Gerais (10,1%) e pela
cooperativa COODETEC, do Estado do Paranad (8,4%). O método
empregado nas analises foi o PCR qualitativo, com o uso de “primers
especificos”. Detectou-se a presenca de soja transgénica apenas nas
amostras coletadas no Estado do Rio Grande do Sul (19,69% das amostras

analisadas).
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ABSTRACT

PIMENTA, Marcio Antonio Silva, D. S., Universidade Federal de Vicosa,
August 2003. Detection of transgenic in soybean and in derived
products in Brazil. Adviser: Maurilio Alves Moreira. Committee
members: Everaldo Gongalves de Barros and Aluizio Borém de Oliveira.

The global area cultivated with transgenic plants in 2002 continued to
grow for the sixth consecutive year, with a rate of more than 10% a year,
reaching in 2002, 58.7 million hectares. In Brazil, the commercial cultivation
and consumption of transgenic are suspended to the present date, however,
illegal cultivations of transgenic soybean have been identified, mostly in the
southern states. Initially, this work had as objective offer a vision of the
commercialization of transgenic soybean and derived products (soy flour and
soybean based ration) in Brazil based on samples analyzed by the
Laboratério de Analises Genéticas — AgroGenética, a private laboratory
incubated at the Federal University of Vigosa, sent by several companies
during the years of 2000, 2001 and 2002. Samples of soybean grains, soy
flours and rations were analyzed. The method used the polymerase chain
reaction (PCR). Specific primers were used for the detection of the RR gene
("Roundup Ready"), the promoter 35S of cauliflower mosaic virus and the
NOS terminator region of nopaline sintase gene of Agrobacterium
tumefasciens. As results it was identified in the year of 2000 positive samples
in soybean grains (77.8%) and soy flour (22.2%). In 2001, 70.8% of positive
samples were from soybean grains, 12.5% from soy flour and 16.7% from
soybean based rations. In 2002, 34.9% of the positive samples were from
soybean grains, 45% from soy flour and 20.1% from rations. Due to the
difficulty in obtaining significant amounts of DNA in conditions to be analyzed,
starting from processed foods, this work had as a second objective to adjust
a methodology of DNA extraction for processed meat products containing
soybean products for quantitative analysis. Several modifications were tested

in two methods of DNA extraction, the Wizard method (Promega) and
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PrepMan Ultra (Applied Biosystems). The modifications in the Wizard
included the use of a bigger volume of the extraction solution (1.5 X
recommended by the manufacturer), a larger time of incubation (more than
12 hours) and, the final elution of DNA in a smaller volume of water than
recommended. In the PrepMan Ultra method, two different volumes from the
extraction reagent, 200 and 400 uL were tested. The real time PCR reaction
was accomplished using the ABI Prism SDS 7000 system (Applied
Biosystems). The results allowed concluding that the extraction of DNA of
meat products using the Wizard method with the proposed modifications was
more efficient than the extraction using the PrepMan Ultra. The present study
had also as a third objective to evaluate the real situation of the use of
fiscalized and certified genetically modified soybean seeds in the agricultural
year 2002/2003, through the analysis of 2466 samples collected by
laboratories of seed analyses in the states of Mato Grosso (42%), Rio
Grande do Sul (39,5%), Minas Gerais (10,1%) and Parana (8,4%). The
method used to analyze the samples was the qualitative PCR using "specific"
primers. The presence of transgenic soybean seeds was detected only in
samples collected in the state of Rio Grande do Sul (19.69% of the analyzed

samples).



1. INTRODUCAO

A descoberta das moléculas que carregam a informacdo genética
provocou uma revolugdo nas ciéncias da vida. Contando com as vantagens
da universalidade do cédigo genético, os pesquisadores vém alcancando
sucesso ao associar sequéncias vindo de diferentes organismos usando
técnicas de biologia molecular e ao integrar DNA "estranho" (DNA ex4geno)
no genoma de qualquer organismo. Esses organismos geneticamente
modificados (OGMs) tém a capacidade de sintetizar novas proteinas, as

quais conferem a eles novas propriedades (GACHET et al., 1999).

Atualmente, é possivel a transferéncia de genes, previamente
caracterizados e geneticamente manipulados em laboratorio, entre
organismos de diferentes espécies por vias ndo sexuais. Essa nova
ferramenta da genética molecular permite a introducédo de caracteristicas
desejaveis em espécies de interesse econbmico, levando ao
desenvolvimento de organismos geneticamente modificados ou
transgénicos, sejam eles animais, plantas ou microrganismos (BARROS e
MOREIRA, 2000).

A obtencdo de transgénicos envolve: (1) o isolamento do gene de
interesse, (2) a sua manipulacdo em laboratorio para associar a ele
elementos que direcionem a sua expressdo, (3) a sua transferéncia e
incorporacdo ao genoma do organismo de interesse e (4) a selecao e
regeneracao do OGM obtido. O organismo transformado €&, entdo, submetido
a uma série de testes que determinam a sua viabilidade e sua capacidade
de gerar descendentes férteis que possam transmitir a caracteristica de
interesse para geracoes futuras.

A biotecnologia tem possibilitado a modificagdo de espécies de
interesse agrondmico de maneira bastante precisa, por meio de técnicas de
transformacao, proporcionando, assim, a obtencdo de plantas transgénicas.

Os primeiros cultivos transgénicos obtidos foram o tomate, a batata, a soja, a



canola e o algodao, liberados para comercializacdo a partir de 1994 (DUIJN
et al., 1999).

E possivel, de modo bastante preciso, dizer se um alimento é
derivado de uma planta transgénica, de uma planta ndo transgénica ou de
uma mistura de ambas. Essencialmente, existem dois métodos que podem
ser utilizados para esse fim: 0 método imunoldgico e a Reacdo em Cadeia
da DNA Polimerase (“Polymerase Chain Reaction” - PCR). O primeiro
baseia-se na deteccdo, por anticorpos especificos, da proteina que é
codificada pelo transgene ou pelo gene marcador, o segundo método
detecta o transgene, ou seja, o0 segmento de DNA que foi introduzido na
planta. A quantificacdo de ingredientes derivados de OGMs € baseada na
técnica de PCR, permitindo a deteccdo dos produtos amplificados com
sondas fluorescentes. O DNA-alvo é quantificado por meio da medi¢cdo do
aumento da quantidade de fluorescéncia durante o PCR, o qual é
proporcional ao nimero de moléculas inicial (KOK et al., 2002).

Entre os métodos de deteccéo, a técnica que tem sido utilizada para
analisar organismos geneticamente modificados é a do PCR, a metodologia
mais aceita internacionalmente para analise de transgénicos e emissédo de
laudos, por causa de sua alta sensibilidade e especificidade e por necessitar
de pequena quantidade de DNA (ALARY et al., 2002).

A identificacdo de organismos geneticamente modificados pela
técnica de PCR detecta diretamente o DNA, ou seja, a sequéncia de DNA
especifica do transgene, de parte dele, da regido promotora, da regiao
terminadora ou do gene marcador. Esse método tem sido o mais aceito
pelos paises da Comunidade Européia para andlise de alimentos
transgénicos. Baseia-se na amplificacdo de um fragmento de DNA
especifico contido no transgene ou em algum segmento de DNA exbégeno a
ele associado. A amplificacdo € feita pela reacdo em cadeia da DNA
polimerase, que utiliza pequenos fragmentos especificos de DNA que
flanqueiam a regido do DNA que se deseja amplificar. As caracteristicas
mais marcantes do método de deteccdo de transgenes baseado na reacao
de PCR séo a sua precisdo e a sua sensibilidade, altamente desejaveis
nesse tipo de analise (ANKLAM et al., 2002).



Os métodos de PCR para deteccdo de OGMs dividem-se em duas
grandes categorias: métodos qualitativos e quantitativos. Os primeiros
servem para comprovar a mera presenca ou auséncia de elementos
transgénicos que podem ser comuns a muitos OGMs, como o promotor 35S
do virus do mosaico da couve-flor - CaMV ou o terminador NOS da bactéria
Agrobacterium tumefaciens, ou exclusivos de um OGM em particular. Os
métodos quantitativos, por sua vez, permitem conhecer exatamente a
concentracdo do OGM presente em determinada amostra e podem ser
abordados por dois sistemas: (1) € co-amplificado um gene enddgeno da
planta junto com o transgene que se detectam em fase exponencial,
requerendo um aparelho de PCR que permita monitorar a reagao em tempo
real (Real Time PCR) (DUIJN et al., 2002); ou (2) é co-amplificado um
transgene (DNA-alvo) junto com quantidades conhecidas de DNA de uma
sequéncia gerada artificialmente (competidor), que utilize os mesmos
“primers” (PCR competitivo) (HARDEGGER et al., 1999).

O presente trabalho teve os seguintes objetivos:

1 - Fornecer uma visdo sobre a comercializacdo de soja transgénica e seus
derivados (farelo e racdo) no Brasil com bases em amostras de diferentes
origens, no periodo de 2000 a 2002, recebidas pelo Laboratério de Andlises
Genéticas — AgroGenética, empresa incubada no Sistema de Incubadora de
Empresas de Base Tecnologica da Universidade Federal de Vigosa,
credenciada no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
- Portaria N° 27, de 15 de maio de 2003.

2 - Ajustar uma metodologia de extracdo de DNA para produtos alimentares
carneos processados para posterior deteccdo quantitativa de OGMs pelo

procedimento TagMan®.

3 - Avaliar as situagcbes real e atual do plantio de sementes de soja

fiscalizadas, certificadas e geneticamente modificadas, na safra 2002/2003,



por meio da anélise de sementes amostradas por laboratorios de analises de
sementes dos Estados do Mato Grosso, Rio Grande do Sul e de Minas
Gerais, bem como por uma cooperativa de pesquisa e producdo de

sementes do Estado Parana.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Obtencéao de organismos geneticamente modificados - OGMs

O avango das técnicas de Biologia Molecular nas ultimas décadas
permitiu a transferéncia de material genético (DNA) entre organismos por
vias ndo sexuais, dando origem aos organismos geneticamente modificados
(OGMs) ou transgénicos. Atualmente, é possivel transferir genes entre
organismos da mesma espécie, entre espécies, géneros e até mesmo entre
reinos diferentes.

ApoOs o primeiro relato de transformacéo e regeneracao de plantas de
Nicotiana tabacum (HORSCH et al, 1985), ficou evidente que a
transformacdo genética de qualquer outra planta seria rotina em poucos
anos. A transformacgéo genética pode ser definida como sendo a introducéo
controlada de acidos nucléicos em um genoma receptor (TACCHINI e
WALBOT, 1986), excluindo-se a introducdo por fecundacdo. Diferentes
técnicas de transformacgéo genética de plantas foram estabelecidas, com o
desenvolvimento da cultura de tecidos e da engenharia genética
(BRASILEIRO e CARNEIRO, 1998).

Existem diversas técnicas que podem ser usadas na transformacao
genética de plantas, as quais podem ser agrupadas em duas categorias:
transferéncia direta e indireta de genes. A transferéncia indireta é aquela em
que, para intermediar a transformacao, utiliza-se um vetor, por exemplo,
Agrobacterium tumefaciens e rhizogenes. O método mais utilizado na
obtencdo de plantas transgénicas, em nivel académico, tem sido a
transformacdo via Agrobacterium tumefaciens. Entretanto, algumas
espécies, em particular as monocotiledéneas, sdo pouco suscetiveis a
infeccdo por Agrobacterium. Essa constatacdo foi um estimulo ao
desenvolvimento de outros métodos de transformacdo, conhecidos como
métodos diretos (BRASILEIRO e DUSI, 1999).



A transferéncia direta de DNA é baseada em métodos fisicos ou
quimicos, podendo-se citar como exemplos a transformacdo com
polietilenoglicol (PEG), a eletroporagdo e a aceleragdo de particulas
(biobalistica).

1) Polietilenoglicol: alguns polications, como o polietilenoglicol (PEG), o
polivinil alcool (PVA) ou o DEAE-dextrana, podem ser usados como agentes
guimicos que permitem a passagem passiva do DNA para dentro da célula
vegetal. No contato dos protoplastos com os polications, a permeabilidade
da membrana citoplasmatica € aumentada pela interacdo das cargas
positivas dos polications com as cargas negativas do DNA e da membrana,
facilitando a penetracdo deste. Os policdtions também protegem o DNA
exogeno contra a acdo das nucleases da célula vegetal (BRASILEIRO e
DUSI, 1999).

2) Eletroporacao: a eletroporacdo consiste em submeter uma mistura de
DNA e protoplastos a um campo elétrico de intensidade controlada, durante
um curto espaco de tempo. Esse choque elétrico provoca, ha membrana
plasmatica dos protoplastos, a formacdo de zonas de permeabilizacdo aos
acidos nucléicos. Se esse choque ndo é muito intenso, o fenbmeno é
reversivel, e a membrana plasmatica retoma seu estado inicial, resultando
em protoplastos contendo o DNA exdégeno e perfeitamente vidveis
(BRASILEIRO e DUSI, 1999).

3) Biobalistica: a aceleragcdo de particulas consiste na utilizagcdo de
microprojéteis cobertos com moléculas de DNA que séo acelerados a alta
velocidade, o que permite sua penetracdo em células intactas, atravessando
a parede celular e a membrana plasmatica, sem destrui-las. Os
microprojéteis utilizados sdo de ouro ou de tungsténio, nos quais sao
adsorvidas as moléculas de DNA. Os aparelhos usados para acelerar as
microparticulas envolvidas pelo DNA podem ter propulsao a ar, a polvora, a
gas hélio ou a eletricidade (RECH e ARAGAO, 1998; BRASILEIRO e DUSI,
1999).



2.2. Sistemas de deteccéo de organismos geneticamente modificados

2.2.1. Deteccao baseada na presenca de proteinas

As proteinas heterdlogas que as plantas geneticamente modificadas
sintetizam podem ser detectadas por métodos bioquimicos ou imunolégicos.
Pelo método imunologico, existem pelo menos trés técnicas que permitem
detectar a proteina ou a enzima codificada pelo transgene ou pelo gene
marcador: a técnica de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), a
técnica de Western Blot e a técnica da tira de fluxo lateral.

A deteccdo bioquimica de proteinas transgénicas pode ser realizada
utilizando-se cromatografia gasosa com deteccdo por espectrometria de
massa, cromatografia liquida de alta resolucdo ou eletroforese capilar
(CRESPO et al., 2003).

No Western Blot, as proteinas sédo extraidas da amostra e
imobilizadas numa membrana. As proteinas ligadas a membrana sé&o
imersas numa solucdo contendo um anticorpo que reconhece a proteina-
alvo. Ao anticorpo é ligada uma enzima que catalisa a formacdo de um
composto corado, cuja intensidade de cor é proporcional a quantidade de
proteina (CRESPO et al., 2003).

No ensaio de ELISA, utiliza-se o mesmo principio, mas o anticorpo
esta ligado ao plastico dos pocos das microplacas em vez de se ligar a
membrana. No ensaio de ELISA, inicialmente um extrato protéico obtido da
amostra é adicionado a uma placa de poliestireno e as proteinas séo
adsorvidas (imobilizadas) na placa. Em seguida, uma solucdo contendo
anticorpo especifico para a proteina de interesse (anticorpo 1) € adicionada
a placa, onde o anticorpo se liga de modo especifico a proteina. Um
segundo anticorpo (anticorpo 2) é, entdo, adicionado a placa, o qual
reconhece especificamente o anticorpo 1. Ao anticorpo 2 encontra-se
conjugada uma substancia fluorescente que permite a sua deteccdo de
maneira visual ou através de equipamentos especificos. Assim, se a
proteina de interesse estiver presente no extrato, o anticorpo 1 se ligara a

ela. Ao anticorpo 1 se ligara o anticorpo 2, dessa maneira, a presenca da



proteina pode ser determinada e, conseqlentemente, confirmar se o
alimento é derivado de transgénicos ou ndo (BARROS, 2000).

Com relacéo aos testes imunolégicos, existe ainda a possibilidade de
se utilizarem testes rapidos em tira de fluxo lateral strip tests, que ja estao
sendo comercializados e podem ser realizados no proéprio local de coleta da
amostra, o que esta sendo utilizado na deteccdo de OGMs em graos e
folhas (CRESPO et al., 2003). Essa técnica também se baseia na interacao
antigeno-anticorpo. A tira é normalmente constituida de celulose, em que na
sua extremidade superior existe um material poroso e absorvente. Pouco
abaixo dessa regido encontra-se embebido o anticorpo de captura, e no
terco inferior da tira estda embebido o anticorpo de deteccédo ligado a uma
substancia que promova o aparecimento de cor. O anticorpo de detecgéo &
especifico para a proteina de interesse (BARROS, 2000).

No teste da tira de fluxo lateral, a extremidade inferior da tira é imersa
em um tubo contendo o extrato protéico do material que se quer analisar, em
uma solugdo tampdo. Se a proteina de interesse estiver presente na
amostra, ela migrara para a parte superior da tira, sendo arrastada pelo
tampdao que tende a subir por capilaridade. Da mesma forma, o anticorpo de
deteccdo também migrara e a medida que a proteina migra, moléculas do
anticorpo de deteccao a ela se ligam. O complexo proteina-anticorpo vai se
tornando cada vez maior até que ndo consegue mais migrar e, com isso,
forma uma faixa. Da mesma forma, as moléculas do anticorpo de deteccao
gue néo se ligarem a proteina continuardo migrando para a parte superior da
tira, onde serdo “capturadas” pelo anticorpo de captura, formando uma
segunda faixa. O anticorpo de deteccdo encontra-se ligado a uma
substancia que promove o0 aparecimento de cor. Como interpretacdo do
teste, a presenca de uma Unica faixa (na parte superior da tira) indica que o
teste foi negativo. No entanto, a presenca de duas faixas indica que o teste
foi positivo (BARROS, 2000).



2.2.2. Deteccdo baseada na presenca de DNA exdgeno

Nas amostras em que existe DNA geneticamente modificado, todo o
DNA exdégeno €, em principio, passivel de ser detectado: sequéncias de
promotores, genes de interesse introduzidos, sinais de terminacdo e genes
marcadores usados para selecdo das plantas modificadas em laboratorio. A
extracdo de DNA de géneros alimenticios e ingredientes alimentares
geneticamente modificados € um ponto critico para todos 0s passos
analiticos subsequentes, tanto para a deteccdo qualitativa quanto para a
analise quantitativa. Uma analise qualitativa de um alimento da uma
indicagdo sobre a presenca de um OGM, podendo este ser autorizado ou
ndo, mas, para responder a necessidade de rotulagem, é necessario um
teste quantitativo subsequente (CRESPO et al., 2003).

Alguns métodos analiticos que utilizam a reacdo em cadeia da DNA
polimerase tem sido desenvolvidos para detectar qualitativamente a
presenca de seqiéncias modificadas de acidos nucléicos em alimentos
transgénicos (EHLERS et al., 1997; KOPPEL et al., 1997). Na deteccdo em
nivel de DNA, dois diferentes métodos quantitativos sao disponiveis, que
podem ser baseados no PCR competitivo (WURZ et al., 1999) ou no PCR
em tempo real — Real Time PCR (VAITILINGOM et al., 1999).

O mais importante pré-requisito para a aplicacdo de meétodos de
deteccdo baseados em PCR é o completo conhecimento da construcéo
genética exdégena dentro do OGM a ser detectado e a habilidade em extrair
quantidades significativas de DNA amplificavel da amostra a ser investigada.
Fornecidos esses dois pré-requisitos, a deteccdo baseada em PCR pode
rapidamente ser desenhada para, virtualmente, qualqguer OGM (WURZ et al.,
1999).

Até recentemente, apenas métodos qualitativos para deteccdo de
OGMs tinham sido padronizados. Variacdes entre laboratérios sdo grandes,
como variacdes na eficiéncia de extracdo de DNA e efeitos inibitérios que
podem ocorrer, necessitando, assim, de um monitoramento cuidadoso.
Métodos quantitativos de andlises usando PCR tém sido desenvolvidos.

Esses métodos possuem a vantagem de diminuirem as variacdes entre



laboratorios. Em geral, com alimentos processados € mais dificil obter
quantidades significativas de DNA amplificavel, pois tratamento térmico,
atividades enzimaticas ou valores de pH acidos podem promover

fragmentacao e outras modificacbes do DNA (WURZ et al., 1999).

2.2.2.1. PCR competitivo

No PCR competitivo, o DNA-alvo é co-amplificado na mesma reacao
de PCR juntamente com um DNA-padrdo interno, sendo uma quantidade
conhecida desse padrdo adicionada a cada reagcdo. Esse DNA (padréo
interno) é especifico para cada modificacdo genética e pré-sintetizado e
clonado, usualmente, em um plasmidio. Este € normalmente organizado
para conter a mesma seqiéncia de DNA modificada presente no alvo, mas
modificado para produzir uma delegcédo ou adicdo de 20-25 pares de bases
na parte do DNA que ndo esta envolvida no anelamento do primer.
Consequientemente, os mesmos primers amplificardo ambas as sequéncias
de DNA presentes no OGM especifico e no padrado interno. O fragmento de
DNA amplificado no padréo interno € de 20 a 25 pb menor que o fragmento
produzido pelo DNA-alvo, tornando, assim, possivel a sua diferenciagéo
atraveés da eletroforese. O DNA do padrao interno age como um competidor
na sequéncia-alvo durante o PCR (WISEMAN, 2002).

2.2.2.2. PCR em tempo real (Real Time PCR)

Outro procedimento de PCR quantitativo, usando equipamentos de
deteccao de fluorescéncia, tem se mostrado extremamente preciso e menos
trabalhoso (HEID et al., 1996). Essa técnica, mais bem conhecida como
TagMan (HOLLAND et al., 1991), é baseada no uso de uma sonda
fluorescente que hibridiza dentro da sequéncia-alvo através de primers de
PCR usuais.

Trés sondas quimicas correntemente usadas para a deteccdo dos
produtos de PCR em tempo real sdo: a sonda de hidrélise (TagMan™), a

sonda “hairpin” e a sonda de hibridizacdo. Todas elas eliminam o0s processos
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pos-PCR, permitindo uma andlise em tempo real dos produtos de PCR
produzidos durante a amplificagdo num sistema fechado (JORDAN, 2003).
Além do TagMan™, outros sistemas de deteccdo, como “Molecular
Beacons”, “Scorpions” e sondas de hibridizacdo também tém sido
desenvolvidos, os quais ndo utilizam da atividade 5-exonuclease da DNA
polimerase. Finalmente, a utilizacdo de corantes fluorescentes que se ligam
a DNA fita dupla, como SYBR Green, tem mostrado (til na detec¢do da
formacgao de produtos durante o PCR (GIULIETTI et al., 2001).

A quimica € a chave para o sistema de deteccdo. A tecnologia
TagMan™ (tecnologia mais usada na identificacdo de OGMSs) utiliza a
atividade 5’-exonuclease da DNA polimerase para hidrolisar uma sonda de
hibridizacdo ligada ao amplicon-alvo. A sonda TagMan é desenhada para
anelar na sequéncia-alvo entre os primers Forward e Reverse. Esta técnica
usualmente utiliza a Taq ou Tth polimerase, porém qualquer enzima com as
propriedades da atividade 5’-exonuclease pode ser empregada (GUT et al.,
1999).

A especificidade desse método da-se através do uso de uma sonda
de oligonucleotidios que hibridiza no amplicon durante a fase de
anelamento/extensdo do PCR. A sonda TagMan™ contém um corante
fluorescente repdrter na sua extremidade 5 e a emissdo do sinal
fluorescente pelo repérter € “impedida” por um segundo corante fluorescente
guencher presente na extremidade 3’. Se nenhum amplicon complementar a
sonda for amplificado durante o PCR, a sonda permanecera desligada.
Como a atividade exonuclease 5’-3’ da Taq ou da Tth polimerase é dupla-fita
especifica, a sonda desligada permanece intacta, e nenhuma fluorescéncia
do reporter € detectada (HEID et al., 1996).

Contrariamente, se o amplicon correto for amplificado, a sonda ira
hibridizar com este amplicon depois do passo de desnaturacédo. Ela
permanece hibridizada (dupla fita) enquanto a polimerase faz a extenséao dos
primers até atingir a sonda hibridizada, quando, entdo, a DNA polimerase,
com a sua atividade exonuclease 5’-3’, hidrolisa a extremidade 5’ da sonda,
liberando o nucleotidio contendo o corante repoérter. Isso faz com que os

corantes reporter e quencher se separem, e com iSso 0 repOrter emite
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fluorescéncia. Os sinais fluorescentes sédo enviados, via fibra otica, para a
camera CCD do equipamento, onde sdo analisados através de "softwares”.
O “software” calcula o ciclo de entrada de cada reacéo para a qual existe um

relacionamento linear com a quantidade inicial do DNA (BUSTIN, 2000).

2.3. Tolerancia ao herbicida Roundup (glifosato)

Introduzida em 1996, a soja Roundup Ready permite aos agricultores
aplicarem o herbicida Roundup sobre a soja sem causar danos as plantas
qgue estdo em crescimento. A soja Roundup Ready tem uma Unica proteina
heteréloga: a enzima CP4 EPSPS. A proteina CP4 EPSPS torna as plantas
tolerantes ao glifosato, o principio ativo do herbicida Roundup Ready.
Funcionalmente, a proteina é similar (exceto quanto a sua tolerancia ao
glifosato) as proteinas EPSPS presentes em todos 0s vegetais e em
microrganismos, como as leveduras, e tém um histérico de consumo seguro
(COSTA e BOREM, 2003). O DNA inserido na soja Roundup contém apenas
o promotor E35S, o0 gene cp4 epsps, 0 peptidio de transito CTP4 e o
terminador NOS 3’ (BERGER, 1998). Além da soja, 0 algodao, a canola e o
milho também foram modificados geneticamente para toleréncia ao herbicida
Roundup e ja foram introduzidos no mercado (JAMES, 2002).

2.4. Resisténcia a insetos pragas

E possivel o controle de diversos insetos pragas com a utilizacio de
genes provenientes de Bacillus thuringiensis (Bt), uma bactéria gram-positiva
que ocorre naturalmente em diferentes tipos de solos e regides do mundo.
Trés exemplos de culturas que foram geneticamente modificadas com genes
de resisténcia a insetos sao: 1) o algodao Bollgard, que foi modificado com o
gene crylA(c), oriundo de Bacillus thuringiensis subesp. Kurstaki (Btk) estirpe
HD-1, em que o promotor E35S e o gene nptll fazem parte da inser¢cao de
DNA exogeno introduzido; 2) a batata com o gene crylllA, oriundo de
Bacillus thuringiensis subesp. tenebriones (Btt). O DNA introduzido na batata

NewLeaf inclui também o promotor E35S e o0 gene de selecédo nptll; e 3) o
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milho Yieldgard/Maisgard com o gene crylA(b), com a ressalva de que no
milho o DNA exdgeno inclui apenas o gene de interesse e o promotor E35S
(BERGER, 1998).

O milho Yieldgard é resistente a insetos lepidopteros, particularmente
a broca européia do milho, devido a insercéo e expressao de uma sequéncia
codificadora para a dé-endotoxina sintética crylA(b) (ZIMMERMANN et al.,
1998).

2.5. Situacao global de culturas transgénicas comercializadas em 2002

2.5.1. Area global

A area global estimada de culturas transgénicas em 2002 foi de 58,7
milhdes de hectares ou 145 milhdes de acres. No periodo de 1996 a 2002, a
area global com transgénicos aumentou 35 vezes, passando de 1,7 milh&o
de hectares em 1996 para 58,7 milhdes em 2002. Essa alta taxa de adogé&o
reflete a crescente aceitacdo dos transgénicos pelos produtores, que usam a

tecnologia em paises industrializados e em desenvolvimento (JAMES, 2002).

2.5.2. Distribuicao de culturas transgénicas por paises

Em 2002, quatro paises foram responsaveis por 99% da area global
de transgénicos plantada no mundo, sendo dois deles paises
industrializados, Estados Unidos e Canada, e os outros dois em
desenvolvimento, Argentina e China. Desses quatro paises, os Estados
Unidos cultivaram 66%, a Argentina 23%, o Canada 6% e a China 4% da
area global de transgénicos (JAMES, 2002).

2.5.3. Distribuicéo de transgénicos por cultura
A distribuicdo global da area com transgénicos para as quatro

principais culturas evidencia claramente a predominancia da soja, ocupando

62% da area global em 2002, sendo toda ela tolerante a herbicida. Em
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termos globais, a soja transgénica ocupou 36,5 milhbes de hectares em
2002, vindo o milho transgénico em segundo lugar, com 12,4 milhdes; em
terceiro lugar o algodéo, com 6,8 milhdes; e em quarto lugar a canola, com
3,0 milhdes (JAMES, 2002).

2.5.4. Distribuicado de culturas transgénicas por caracteristicas

Durante o periodo de 1996 a 2002, tolerancia a herbicida tem sido a
caracteristica prevalente e a resisténcia a insetos, em segundo lugar. A
tolerdncia a herbicida introduzida na soja, no milho e no algoddo ocupou
75% dos 58,7 milhdes de hectares, com 10,1 milhdes destes plantados com
milho Bt, enquanto a tolerancia a herbicida e a resisténcia a insetos do
algoddo e milho ocuparam 8% da area global de transgénicos em 2002
(JAMES, 2002).

2.5.5. Culturas transgénicas prevalentes em 2002

A soja tolerante a herbicida foi a cultura transgénica mais cultivada,
sendo plantada legalmente em sete paises em 2002: Estados Unidos,
Argentina, Canada, México, Roménia, Uruguai e Africa do Sul. Em termos
globais, a soja tolerante a herbicida ocupou 36,5 milhdes de hectares,
representando 62% da area de 58,7 milhdes de hectares em todas as
culturas. O milho Bt foi a segunda cultura, com 7,7 milhdes de hectares, o
equivalente a 13% da area total e sendo plantado em sete paises: Estados
Unidos, Canada, Argentina, Africa do Sul, Espanha, Honduras e Alemanha.
As outras cinco culturas (milho tolerante a herbicida, algodéao tolerante a
herbicida, algodao Bt/tolerante a herbicida e milho Bt/tolerante a herbicida)
ocuparam 4% da area global cultivada com transgénicos em 2002 (JAMES,
2002).
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2.5.6. Transgénicos no Brasil

A regulamentagéo do plantio e uso dos transgénicos no Brasil ainda
nao esta definida, mas prevalece a decisédo judicial que proibe a producao e
a comercializacdo de produtos geneticamente modificados no pais até que
sejam definidas regras e normas de rotulagem adequadas. A
comercializacdo de produtos importados no pais contendo residuos de
transgénicos também é ilegal (CIOCCARI, 2003).

O Decreto n° 4.680, de 24 de abril de 2003, estabelece que, na
comercializacao de alimentos e ingredientes alimentares, tanto nos produtos
embalados quanto nos produtos a granel ou in natura, o rétulo da
embalagem ou do recipiente em que estdo contidos devera constar uma das
seguintes expressodes: “(nome do produto) transgénico”, “contém (nome do
ingrediente ou ingredientes) transgénico(s)” ou “produto produzido a partir de
(nome do produto) transgénico”. No caso de alimentos e ingredientes
alimentares que n&o contenham nem sejam produzidos a partir de
organismos geneticamente modificados sera facultada a rotulagem
(DECRETO, 2003).

Segundo estimativas da Associacao Brasileira dos Produtores de
Sementes (ABRASEM), o maior indice de utilizacdo de sementes de soja
transgénica ocorre no Rio Grande do Sul. Pelas estimativas da Abrasem,
baseadas nas quedas de vendas de sementes fiscalizadas, o estado
plantou, na safra 2002/2003, apenas 25% da area de soja com sementes
fiscalizadas/certificadas (MATO, 2003).

No Brasil, o cultivo da soja transgénica esta proibido por uma liminar
judicial. No entanto, cultivos clandestinos de soja transgénica tém sido
identificados, sobretudo no Rio Grande do Sul, usando sementes
contrabandeadas da Argentina. Estima-se que nesse estado 70% da
producdo de 2003 tenha sido de soja transgénica. Em outros estados, como
Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, j4 existe o plantio, ainda que em
pequenas areas, cujas sementes sdo contrabandeadas da Argentina e
também do Paraguai (GUIMARAES, 2003). Devido a esse plantio

considerado ilegal, o governo brasileiro emitiu a Medida Provisoéria 113, de
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26 de marco de 2003, liberando a comercializacdo da soja transgénica da
safra 2002/2003, autorizando a sua venda até 31 de janeiro de 2004
(MEDIDA, 2003).
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DETECCAO, PELO LABORATORIO DE ANALISES GENETICAS, DE
RESIDUOS DE TRANSGENICOS EM SOJA GRAO, FARELO E RACAO
NO PERIODO DE 2000 a 2002
RESUMO

A demanda por analises de residuos de transgénicos em matérias-
primas e em alimentos no Brasil tem aumentado significativamente nos
altimos anos, principalmente apds a constatacdo do cultivo ilegal da soja
transgénica resistente ao herbicida glifosato nos estados do sul do pais. A
maior parte dessas andlises tem sido demandada por empresas
exportadoras de grdos de soja e produtos derivados para os paises da
Europa e Jap&do. Este trabalho objetivou fornecer uma visdo sobre a
comercializacao de soja transgénica e produtos derivados, farelo e racao, no
Brasil, com bases em amostras analisadas que foram enviadas por varias
empresas, durante os anos de 2000 a 2002, ao Laboratério de Andlises
Genéticas — AgroGenética, empresa incubada no sistema de Incubadora de
Empresas de Base Tecnoldgica da Universidade Federal de Vicosa. Para
isso, foram analisadas, neste trabalho, amostras de soja em grao, e farelo de
soja e de racOes a base de soja, sendo o método utilizado nas analises o da
reacdo em cadeia da DNA polimerase (PCR). O DNA das amostras foi
extraido usando-se o “kit” Wizard PCR Preps (PROMEGA). “Primers”
especificos foram empregados na deteccdo do gene RR (Roundup Ready),
do promotor 35S do virus do mosaico da couve-flor e da regido terminadora
NOS. Como controle foi utilizada uma sequéncia especifica constituida pela
regido do gene que codifica a proteina de reserva lectina de soja. Como
resultados foram identificadas, no ano de 2000, amostras positivas apenas
em soja grao (77,8%) e farelo de soja (22,2%). Em 2001, 70,8% das
amostras positivas foram de soja gréo, 12,5% de farelo de soja e 16,7% de
racdes a base de soja. Ja, em 2002, 34,9% das amostras positivas foram de
soja em graos, 45% de farelo de soja e 20,1% de racdo a base de soja. Os
resultados indicaram que a demanda na AgroGenética por analises em
produtos derivados de grdos de soja (farelo e racdo) cresceu
significativamente no periodo de 2000 a 2002, no Brasil, e também que
esses produtos derivados (farelo e racdo) tiveram aumento crescente na
porcentagem de transgénicos nesse periodo.

22



INTRODUCAO

A é&rea global estimada de culturas transgénicas em 2002 foi de 58,7
milhdes de hectares. No periodo de 1996 a 2002, a area global de cultivos
transgénicos aumentou de 35 vezes, passando de 1,7 milhdo de hectares
em 1996 para 58,7 milhdes em 2002. Essa alta taxa de adocédo reflete a
crescente aceitacdo dos transgénicos pelos produtores (James, 2002).

O complexo soja (grao, farelo e 6leo) foi um dos principais destaques
da balanca comercial do agronegdcio brasileiro em 2002, quando as
exportacdes do setor atingiram US$ 6 bilh6es. Com a safra recorde de soja
estimada em 50,3 milhGes de toneladas, projetaram-se para o ano de 2003,
exportacdes de US$ 7,78 bilhdes em todo o complexo soja (Exportagdes,
2003).

Segundo os registros de exportacdo concedidos pela Secretaria de
Comeércio Exterior (Secex) foram registradas exportacdes de 15,1 milhdes de
toneladas de soja em grdo até o final de maio de 2003, volume 66,7%
superior ao registrado no mesmo periodo em 2002. As exportacdes de farelo
de soja atingiram 7,93 milhdes de toneladas até o final de maio de 2003,
31,8% acima do volume registrado no mesmo periodo, em 2002 (Registros,
2003).

A necessidade de monitorar e verificar a presenca e a quantidade de
organismos geneticamente modificados (OGMs) nas culturas agricolas e nos
produtos derivados tem gerado grande demanda por métodos analiticos
capazes de detectar, identificar e quantificar o DNA introduzido, ou a(s)
proteina(s) expressa(s) na planta transgénica. Métodos analiticos
adequados ndo sao necessarios apenas para produtos agricolas ainda nao
processados, mas também para ingredientes processados e altamente
refinados (Anklam & Neumann, 2002).

No Brasil, a demanda por analises de residuos de transgénicos em
matérias primas e em alimentos tem aumentado significativamente nos
altimos dois anos, sobretudo apés a deteccao do cultivo ilegal de variedades

de soja transgénica resistente ao herbicida glifosato nos estados do sul do
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pais, destacando-se o Rio Grande do Sul. Inicialmente, essa demanda era
exclusiva para atender ao mercado de exportacdo de graos e de produtos
derivados, principalmente o mercado europeu. No momento, existe uma
demanda crescente por essas analises também para atender o mercado
interno de comercializacdo de alimentos.

Este trabalho objetivou analisar o comércio de soja transgénica e
produtos derivados (farelo e ragcdo) no Brasil, com base em amostras
analisadas, que foram enviadas por varias empresas, durante os anos de
2000 a 2002, ao Laboratorio de Analises Genéticas — AgroGenética,
empresa incubada no sistema de Incubadora de Empresas de Base
Tecnoldgica da Universidade Federal de Vigosa, credenciada pelo Ministério
da Agricultura, Pecuéria e do Abastecimento (MAPA).

MATERIAL E METODOS

Material analisado

O material utilizado nas analises do presente trabalho constituiu-se de
amostras de graos de soja, farelo e racdes a base de soja enviadas, para
analise, a AgroGenética, durante os anos de 2000 a 2002. A maior parte
dessas analises foi e continua sendo, demandada por empresas
exportadoras de grédos de soja e produtos derivados para a Europa e o
Japdo. Amostras de soja sabidamente transgénicas e n&ao-transgénicas
também tiveram seu DNA analisado junto com o material em estudo, sendo
utilizadas como controles positivo e negativo, respectivamente (padroes
certificados FLUKA).

Amostragem
As amostras foram coletadas pelas empresas e enviadas, para

analise, na AgroGenética. No processo de coleta, amostras compostas
foram formadas, das quais, uma de aproximadamente 1 kg, foi enviada para
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andlise. O numero de amostras simples utilizadas na composicdo da

amostra composta foi em funcdo do tamanho do lote que representavam.

Preparo, extragcao e quantificagdo do DNA

Apébs seu recebimento, as amostras contendo aproximadamente 1,0
kg foram homogeneizadas e, 250 gramas foram pesados e moidos até se
transformarem em um po fino. Deste, trés sub-amostras, cada uma contendo
200 mg, foram utilizadas na extracdo de DNA. Este foi extraido pelo “Kit”
Wizard PCR Preps (PROMEGA), segundo as recomendacgdes do fabricante.

Apés a extracdo, o DNA foi quantificado por espectrofotometria, no
equipamento SmartSpec 3000 Spectrophotometer (BioRad). Em seguida, foi
diluido para uma concentracédo de 100 ng/uL, sendo utilizados cerca de 300

ng desse DNA para cada reacéo de PCR.

Amplificacdo e analise do DNA das amostras

Foram utilizadas trés condicdes diferentes de amplificacdo, sendo
cada uma delas ajustada para permitir amplificacdo, com primers
especificos, das sequUéncias comumente encontradas em organismos
geneticamente modificados. As sequiéncias analisadas foram as seguintes:
(1) a regido do promotor 35S do CaMV (virus do mosaico da couve-flor); (2)
uma regido compreendida entre o promotor 35S e a seqUéncia do gene
EPSPS (especifica para amostras contendo a soja RR - Roundup Ready); e
(3) a sequéncia terminadora NOS, do gene da nopalina sintase. Como
controle endogeno, utilizou-se uma sequéncia especifica dentro da regiédo
codificadora do gene que codifica a proteina de reserva lectina de soja. As
amostras foram amplificadas pela técnica de PCR, no termociclador
GeneAmp® 9600 PCR system (Applied Biosystems).

Os produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese em gel
de agarose 3% contendo 10 mg/mL de brometo de etidio imerso em tampé&o
TBE 1X (Tris-borato 90 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0). Os fragmentos de DNA
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foram visualizados sob luz ultravioleta e fotografados com o sistema Eagle

Eye Il (Stratagene) de fotodocumentacao.

RESULTADOS

No presente estudo foram escolhidos trés produtos (soja em grao,
farelo e racdo a base de soja), para se ter uma visdao da demanda por
analises e do nivel de utilizacdo e presenca de soja transgénica na matéria-
prima (farelo de soja) e em alimentos (racdes) de grande importancia,
principalmente para animais monogastricos, comercializados no mercado
interno brasileiro e enviados para exportacdo, durante o periodo de 2000 a
2002. Esses trés produtos, soja em grao, farelo e racdes a base de soja,
tiveram um comportamento bastante interessante ao longo dos trés anos
analisados. A Figura 1 ilustra a andlise eletroforética do produto de
amplificacéo (fragmento de 180 pb) obtido com o primer RR de DNA extraido
de soja RR e de amostras de DNA de soja RR. A Figura 2 mostra a
tendéncia de demanda das analises realizadas para cada produto ao longo
dos trés anos amostrados.

No ano de 2000, a maior demanda por analises de residuos de
transgénicos foi de soja em grao, sendo 73,9% das analises realizadas com
este produto. O farelo de soja ficou em segundo lugar, com 23,3% ; e a
racdo a base de soja, com apenas 2,8% do total analisado. A demanda por
analises de soja em grao foi novamente maior em 2001 (55,2%); o farelo de
soja continuou em segundo lugar, com 23,6%. O destaque foi para as
amostras de racdo a base de soja, as quais aumentaram para 21,2% em
2001. Em 2002, a demanda por analises de soja em grdo foi novamente
maior, sendo esse valor de 47,2%. O farelo de soja continuou em segundo,
atingindo 35,2% das analises, e a racdo a base de soja permaneceu em

terceiro lugar, com 17,6% da demanda (Figura 2).
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180 pb

Figura 1 - Andlise eletroforética do produto de amplificacdo obtido com o
primer RR (fragmento de 180 pb). A coluna 1 corresponde ao
DNA de soja RR, colunas 2 e 3 (DNA de amostra positiva para
soja RR), coluna 4 (branco) e coluna 5 (DNA de soja normal). A
coluna M corresponde ao DNA do fago lambda (marcador de peso

molecular).

m Gréos m Farelo O Ragéo

(0]
o
|

D
o
|

N
o
|

Porcentagem de amostras
N
o o
| 1

2000 2001 2002

Figura 2. Proporcdo percentual da demanda de analise de residuos de
OGMs realizadas pelo Laboratério de Analises Genéticas —
AgroGenética em soja em gréao, farelo de soja e racdo a base de
soja ao longo dos anos de 2000, 2001 e 2002.
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Soja em grao

As anadlises de residuos de OGMs em amostras de soja em grao
foram as que obtiverem maior demanda no ano de 2000 (Figura 2). No
entanto, das amostras de grdos analisadas em 2000, apenas 13% foram
consideradas transgénicas (Figura 3). Essas amostras foram enviadas a
AgroGenética por empresas de inspecdo de soja e farelo, que séo
credenciadas para realizarem varios testes nesses produtos e fornecerem
laudos de qualidade destes em atendimento as normas de importacdo de
diferentes paises europeus. A presenca de residuos de transgénicos foi
detectada apenas em amostras de soja em grdo, sendo isso talvez
justificado devido ao fato desse produto ter sido o de maior demanda para
analises no ano de 2000.

No ano de 2001, a proporcéo de analises de soja em grdo novamente
foi maior do que nos outros produtos (Figura 2), embora tenha sido
proporcionalmente menor do que no ano de 2000. Das amostras de soja em
graos analisadas em 2001, 35,4% foram transgénicas (Figura 3),
demonstrando um aumento de aproximadamente trés vezes a propor¢cao de

soja transgénica de 2001 em relagao ao ano de 2000.
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Figura 3 - Porcentagem de amostras transgénicas detectadas nas amostras
de soja em graos recebidas pelo Laboratério de Analises
Genéticas — AgroGenética, ao longo dos anos de 2000, 2001 e
2002.
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Em 2002, o percentual de andlises de soja em grao foi menor do que
nos anos de 2000 e 2001 (Figura 2). A porcentagem detectada de
transgénicos em graos de soja foi menor em 2002 quando comparada com
2001, atingindo aproximadamente 31,7% das amostras de soja gréo
analisadas (Figura 3).

Embora a proporcdo da demanda por analises de soja em grao tenha
diminuido ao longo dos anos de 2000, 2001 e 2002, o numero de amostras
de soja em grao analisadas aumentou, tendo em vista que essa proporcao é
calculada em relacdo aos trés produtos analisados, soja em grao, farelo e
racdo (Fonte: AgroGenética/2003). Assim, além do niumero de amostras de
soja em grao para analise ter aumentado ao longo desses trés anos, este foi
acompanhado pelo incremento no numero de amostras que deram
resultados positivos com relacdo a presenca de OGM nos anos de 2000 e

2001, conforme pode ser visto na Figura 3.

Farelo de soja

No ano de 2000, 23,3% do total das analises realizadas foram em
amostras de farelo de soja, sendo o segundo produto com maior demanda
de andlise (Figura 2). Das amostras analisadas nesse ano, 11,8% foram
transgénicas (Figura 4). Da mesma forma que para a soja em grao, as
amostras de farelo foram, em sua maioria, enviadas a AgroGenética para
andlises por empresas de inspec¢do, credenciadas para tal, bem como para o
fornecimento de laudos, em grédos e farelo de soja, requeridos pelos
importadores, em sua maioria 0S paises europeus.

A proporcdo de andlises em farelo de soja foi ligeiramente maior no
ano de 2001 em relacdo a 2000 (Figura 2). No entanto, em 2000 apenas
11,8% das amostras de farelo de soja analisadas foram transgénicas,
enguanto no ano de 2001, das amostras de farelo analisadas, 14,6% eram
transgénicas (Figura 4). A baixa porcentagem de residuos de transgénicos
nesse farelo em 2000 pode ser devida ao fato de que a quantidade de soja

transgénica comercializada no pais ainda era pequena, oriunda da safra
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colhida naquele ano, o que € coerente com a baixa porcentagem de
residuos de transgénicos (13%) detectados na soja em gréo no referido ano
(Figura 3).

A segunda maior demanda proporcional por andlises de transgénicos
no ano de 2002 foi do farelo de soja (Figura 2), com 35,2% do total das
analises realizadas. Das analises de farelo de soja nesse ano, 54,7% foram
transgénicas (Figura 4). Esse aumento na porcentagem de transgénicos em
amostras de farelo de soja foi bastante coerente com o da demanda por

analises desse produto (Figura 2).
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Figura 4 - Porcentagem de amostras transgénicas de farelo de soja do total
de amostras enviadas para analise no Laboratério de Analises
Genéticas — AgroGenética nos anos de 2000, 2001 e 2002.

Embora no ano de 2000 apenas 11,8% das amostras de farelo de
soja analisadas tenham sido transgénicas, 0S anos seguintes apresentaram
um comportamento bem diferente desse produto. Em 2001, 14,6% das
amostras de farelo foram transgénicas, ja no ano de 2002 aproximadamente
a metade (54,7%) foi transgénica. A porcentagem de amostras transgénicas
de farelo de soja detectada em 2002 foi bem superior a encontrada na soja
em grao nesse mesmo ano (Figuras 3 e 4), embora a proporgéo de amostras
analisadas tenha sido maior de soja em gréo (Figura 2).
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Racdo a base de soja

Em 2000, nado foi detectada nenhuma amostra de racdo a base de
soja contendo residuos de transgénicos (Figura 5). Tal resultado pode ser
atribuido a pequena proporcao de analises para esse produto naquele ano, a
qual foi de aproximadamente 2,8% (Figura 2).

No ano de 2001, 21,6% das amostras de racdo a base de soja
analisadas foram transgénicas (Figura 5), sendo a proporcéo porcentual de
amostras de racdes analisadas também bem maior, atingindo cerca de
21,2% (Figura 2). Assim, esse aumento na porcentagem de residuos de
transgénicos em ragdes foi coerente com a maior demanda por analises
desse produto no referido ano.

A demanda por analises de racdo a base de soja foi menor do que a
de soja em gréo e farelo de soja ao longo dos trés anos analisados (Figura
2). Do total de amostras de racdo examinadas em 2002, aproximadamente
49% destas foram transgénicas (Figura 5).

Embora a demanda por analises de racdo a base de soja tenha sido
menor do que a de soja em grdo e farelo de soja ao longo dos trés anos
analisados, ela foi crescente ao longo de 2000 e 2001 (Figura 2). O
crescimento na demanda por andlises de racdes foi acompanhado pelo
aumento na porcentagem de amostras de racdes contendo residuos de
transgénicos ao longo dos anos avaliados (Figura 5). Os resultados indicam
que, com o incremento na demanda por andlises de ra¢gfes, houve também

aumento na porcentagem de amostras de rag0es transgénicas (Figura 5).
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Figura 5 - Porcentagem de amostras transgénicas nas amostras de racdo a
base de soja enviada para analise no Laboratorio de Analises
Genéticas ao longo dos anos de 2000, 2001 e 2002.

DISCUSSAO

Dos trés itens analisados no presente estudo, soja em gréo, farelo de
soja e racdo a base de soja, apenas o farelo teve aumento crescente na
demanda por analises ao longo dos trés anos avaliados (Figura 2). A soja
em grao, embora proporcionalmente, tenha tido diminuicdo na demanda por
analises ao longo dos anos estudados (Figura 2), foi o produto que teve o
maior nimero de amostras analisadas no periodo de 2000 a 2002.

A demanda, em termos proporcionais, por analises em graos de soja
foi diminuindo ao longo dos trés anos avaliados (Figura 2). Entretanto, a
porcentagem de amostras transgénicas n&o teve o mesmo comportamento,
sendo ela crescente ao longo dos anos de 2000 e 2001 (Figura 3). Em 2002,
a proporcdo de andlises em graos de soja foi maior que aquela em farelo de
soja (Figura 2). No entanto, mesmo assim a porcentagem de graos de soja
transgénicos ainda foi menor que a de farelo transgénico (Figuras 3 e 4).

O farelo de soja teve 11,8% de amostras transgénicas em 2000. Entre
2001 e 2002, houve crescimento acentuado de amostras de farelo de soja

transgénica, chegando a aproximadamente 54,7% em 2002 (Figura 4). Essa
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alta porcentagem de amostras de farelo de soja transgénicas pode ser
atribuida a grande demanda por analises registrada para esse produto nesse
ano (Figura 2). A porcentagem de amostras de farelo de soja transgénicas
foi crescente ao longo dos trés anos avaliados, atingindo, em 2002, mais da
metade das demais analisadas (Figura 4).

De maneira diferente aos demais itens, as amostras de racdo a base
de soja analisadas no ano de 2000 foram todas néo transgénicas (Figura 5).
J4 em 2001 e 2002 foram detectadas amostras transgénicas de forma
crescente entre esses dois anos (Figura 5). A ndo deteccdo de amostras de
racao transgénica em 2000 pode ser devida ao fato de que, nesse ano,
apenas 2,8% das amostras analisadas foram de racao ou, ainda, ao fato de
o farelo de soja transgénica néo ter sido utilizado na producédo de racéo
naquele ano.

Os resultados do presente estudo evidenciam que a demanda por
analises de produtos derivados de soja tem aumentado ao longo dos anos
(Figura 2), indicando o interesse das empresas em analisar ndo somente
soja em grao, mas também seus derivados (farelo e racéo). Além disso, a
porcentagem de amostras transgénicas também aumentou
significativamente nesses produtos derivados, conforme pode ser visto nas
Figuras 4 (farelo) e 5 (racao).

O complexo soja (gréao, farelo e 6leo) € o mais importante da pauta de
exportacdes do agronegocio brasileiro, com 22% do total exportado em
2001, passando a 25% em 2002 (Estudo, 2003). A industria avicola, principal
consumidora de farelo de soja do pais, teme restricdes da Unido Européia,
que absorve 27% das exportacdes brasileiras e proibe a importacdo de
frango alimentado com racéo transgénica (MP, 2003).

O Brasil devera assumir, em 2003, a posi¢cdo de maior exportador
mundial de soja, superando pela primeira vez os Estados Unidos. O pais
devera exportar 37,4 milhdes de toneladas de produtos do complexo soja,
seguido dos Estados Unidos com 33,9 milhdes de toneladas e da Argentina
com 32,4 milhdes (Lideranca, 2003). No caso da soja, projetam-se
exportacdes de US$ 7,78 bilhdes para todo o complexo soja para o ano de

2003 (Exportacbes, 2003). Quanto ao farelo de soja, o maior comprador
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brasileiro é a Unido Européia, com seus 15 paises membros, para onde
cerca de 70% do farelo de soja nacional é destinado (China, 2003).

Nos Estados Unidos, desde a introducdo da soja transgénica, o seu
volume de exportacdes de gréos de soja para a Europa caiu de 9,2 milhdes
de toneladas em 1996 para 6,8 milhdes em 2000. No Brasil, as exportacdes
de graos de soja ndo transgénica para a Europa, nesse periodo,
aumentaram de 3,1 milhdes para 6,3 milhdes de toneladas (Miklasevicius,
2003).

A producdo mundial de soja é dominada por trés paises, Estados
Unidos, Brasil e Argentina, que juntos respondem por 90% da producéo
mundial. O Brasil é o Unico em que a producdo de soja geneticamente
modificada ainda néo foi liberada (Bardou, 2003). Assim, o pais por ser um
grande produtor e exportador desse produto, e ao nao plantar soja
transgénica podera ter vantagens econémicas na comercializacdo de sua
safra, principalmente para os mercados europeu, chinés e japonés, em que
a comercializacdo de transgénicos em gréo ou na forma de derivados ainda
nao é permitida.

Os resultados do presente estudo evidenciam aumento crescente de
amostras transgénicas de soja em gréo, farelo de soja e racdo a base de
soja no periodo de 2000 a 2002, demonstrando que o Brasil tem cultivado
soja transgénica de forma ilegal em suas areas de cultivo com soja ou,
entdo, parte dessa soja estd sendo contrabandeada de paises que a
cultivam, a exemplo da Argentina.

Deve-se considerar também que, no caso do farelo de soja e das
racdes a base deste produto, a presenca de soja transgénica pode ser
devida a mistura, uma vez que, no processo de obtencdo de tais produtos
pelas industrias, ocorre, inevitavelmente, a miscelanea de grdos de soja
adquirida de vérios produtores, o que pode levar a contaminacdo de lotes.
Assim, no caso das industrias de processamento e de alimentos a base de
soja, uma possivel garantia de uso de soja ndo transgénica seria iniciada
pela adocdo de medidas de rastreabilidade jA no momento da aquisicdo de

graos oriundos de varios produtores.
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OTIMIZACAO DA EXTRACAO DE DNA EM PRODUTOS ALIMENTICIOS
CARNEOS PARA ANALISES QUANTITATIVAS DE OGMS

RESUMO

Em geral, com alimentos processados é mais dificil obter quantidades
significativas de DNA em condi¢cdes de serem analisadas quanto a presenca
de OGMs, pois esses alimentos possuem niveis variados de processamento,
incluindo tratamentos fisicos, quimicos e enzimaticos. Tratamentos térmicos,
atividades enzimaticas ou valores de pH acidos podem ocasionar a
fragmentacdo e outras modificagcbes do DNA. Assim, o presente trabalho
teve como objetivo ajustar uma metodologia de extracdo de DNA em
produtos alimenticios processados carneos para analise quantitativa. Para
isso foram testadas modificacbes em dois métodos de extracdo de DNA, o
método Wizard (Promega) e o PrepMan Ultra (Applied Biosystems). As
modificagcdes no método Wizard incluiram o uso de um volume 1,5 vez maior
de tampao de extracdo, maior tempo de incubacéo e a elui¢édo final do DNA
em um volume menor do que o recomendado pelo fabricante. No método
PrepMan Ultra, foram testados dois volumes diferentes do reagente de
extracdo, 200 e 400 uL. Foram analisados diversos produtos alimentares
carneos, visando identificar a presenca de DNA de soja ha sua composicao.
A reacao de PCR em tempo real foi realizada usando o sistema ABI Prism
SDS 7000 (Applied Biosystems). Todas as modificacdes nos métodos de
extracdo permitiram a amplificagdo do DNA, no entanto as alteragbes no
método Wizard indicaram maior eficiéncia na extracdo de DNA. As
modificagcdes no PrepMan Ultra ndo evidenciaram efeito significativo, em que
0 uso do menor volume do reagente de extracdo foi mais eficiente na
extracdo de DNA. Os resultados permitiram concluir que as modificacdes
propostas no metodo Wizard possibilitaram maior eficiéncia na extracao de

DNA em produtos alimenticios carneos.
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INTRODUCAO

A necessidade de monitorar tanto a presenca quanto a quantidade de
organismos geneticamente modificados (OGMs) nas culturas agricolas e nos
produtos derivados tem gerado a demanda por métodos analiticos capazes
de detectar, identificar e quantificar o DNA introduzido ou a(s) nova(s)
proteina(s) expressa(s) na planta transgénica. Meétodos analiticos
adequados ndo sdo necessarios apenas para produtos agricolas in natura,
mas também para ingredientes processados e altamente refinados, nos
quais a deteccao de OGMs é mais dificil (Anklam & Neumann, 2002).

Com excecdo dos ingredientes in natura (gréos e farelo), a maioria
das amostras de alimentos contém material com nivel variado de
processamento industrial, incluindo tratamentos fisicos, quimicos e
enzimaticos. Esses tratamentos degradam e modificam o DNA e, ou, a
proteina presente na amostra. Incluem tratamentos térmicos prolongados,
que resultam na degradacdo do DNA e na desnaturacdo de proteinas,
depurinacao e hidrélise do DNA em baixos valores de pH e, ou, degradacao
enzimatica (Terry et al., 2002).

Dois métodos de isolamento de DNA séo correntemente usados na
maioria dos materiais in natura, como soja, milho e derivados como lecitina
de soja, O0leo e produtos alimenticios. Um deles é o método do CTAB,
baseado em protocolos classicos, em que as amostras alimentares sao
incubadas na presenca de CTAB (detergente) e desproteinizadas com
cloroférmio e o DNA, precipitado com isopropanol. O outro método, Wizard —
Promega, usa uma resina que se liga ao DNA para purifica-lo diretamente de
uma solucdo obtida depois dos tratamentos enziméatico com proteinase K e
quimico com SDS da amostra alimentar (Meyer, 1999).

No processo de deteccdo de transgénicos, o objetivo € determinar se
um produto contém residuos de transgenes ou de suas proteinas, podendo
ser utilizada para isso a reacdo em cadeia da DNA polimerase (PCR) ou
ensaios imunobiolégicos como o de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent

Assay) em material in natura. O ensaio imunobiolégico é baseado na ligacao
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especifica entre uma proteina e um anticorpo. Assim, qualquer mudanca
conformacional na estrutura do epitopo da proteina levard a um teste
ineficaz. As mudangas conformacionais sao induzidas frequentemente
durante o processamento dos alimentos, por essa razdo, os alimentos
processados sdo geralmente analisados por PCR (Van Den Eede et al.,
2002).

Na deteccdo de transgénicos por meio da analise do DNA, o
procedimento de PCR quantitativo que usa os sistemas ABI Prism (PCR em
tempo real) tem-se mostrado preciso e pouco trabalhoso. Tal procedimento,
também conhecido como TagMan, €& baseado no uso de sondas
fluorescentes que hibridizam dentro da sequéncia alvo flanqueada por
primers especificos (Vaitilingom et al., 1999).

Consideragdes sobre o PCR em tempo real

A reagdo no PCR em tempo real baseia-se no uso de sondas
fluorescentes que hibridizam dentro da sequéncia alvo flanqueada por
primers especificos (Vaitilingom et al.,, 1999). Sdo duas sondas utilizadas,
uma para o controle enddgeno, a qual hibridiza dentro de uma sequéncia do
gene constitutivo que codifica para a proteina de reserva lectina de soja. A
outra sonda € especifica para hibridizar dentro de uma sequéncia de DNA
presente em OGMs, sendo essa sequéncia correspondente ao promotor 35S
do CaMV (virus do mosaico da couve-flor) (Alary et al., 2002). A sonda no
sistema endégeno é marcada com o corante fluorescente VIC™ e, no 35S,
com o corante 6-carboxi-fluoresceina (FAM). Esse “kit” € comercializado pela
Applied Biosystems.

No presente estudo, a sonda de interesse é entdo, aquela que
hibridiza dentro da seqUéncia presente no gene constitutivo (gene da
proteina lectina de soja), isto €, no sistema enddgeno, a qual permite
determinar a quantidade de DNA total que foi submetida ao PCR através dos
valores obtidos de Ct para o corante fluorescente VIC™. Esse valor de Ct é
definido como sendo o ciclo no qual o sinal fluorescente ultrapassa a linha
de corte (Wiseman, 2002).
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Este trabalho objetivou ajustar uma metodologia de extracdo de DNA
para produtos alimentares processados carneos para posterior deteccao
quantitativa de OGMs pelo procedimento TagMan. Para isso foram testadas
modificacbes em dois métodos de extracdo de DNA, o método Wizard

(Promega) e o PrepMan Ultra (Applied Biosystems).

MATERIAL E METODOS

Produtos alimentares analisados

Os produtos alimentares analisados foram: mortadelas Bolognella e
Confianca suina, alméndegas bovina e de frango, salsichas Viena e Hot
Dog, carne de ave empanada, mini chicken turma da Monica, Chester

lanche, presunto Perdigdo e hamburguer bovino.

Amostragem

As amostras analisadas de cada produto consistiram de
aproximadamente 1 kg cada, sendo todas do mesmo lote ou da mesma data
de fabricacdo. No processo de amostragem, todas as amostras foram
coletadas de uma unica vez, tendo sua embalagem totalmente fechada e
nenhuma delas com data de validade vencida.

Preparo das amostras

Inicialmente, as amostras foram descongeladas e moidas no
processador de alimentos Master R 17633 (Walita) até se transformarem em
uma massa fina e uniforme. Dessa massa, duas sub-amostras, cada uma de
300 mg aproximadamente, foram usadas para a extracdo de DNA pelo
método Wizard (Promega). Da mesma forma, quatro sub-amostras, cada
uma contendo 20 mg, foram utilizadas na extragdo com o PrepMan Ultra
(Applied Biosystems).
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Composicao dos alimentos analisados

Os produtos carneos analisados no presente estudo continham na
sua composi¢cdo ingredientes a base de soja. Assim, todos os produtos
carneos foram examinados para verificar a possivel presenca de soja
transgénica em sua composicdo, caracterizando o alimento como nao

transgénico ou transgénico, conforme o caso.

Extracdo de DNA

O DNA utilizado no presente estudo para testar a eficiéncia na
extracdo dos métodos avaliados foi o DNA de soja, que faz parte da
composicdo dos produtos carneos analisados, embora no processo de
extracdo se obtenha DNA total. Na extracdo de DNA foram utilizadas as
metodologias Wizard (Miniprep) e PrepMan Ultra, sendo testada algumas
modificacdes em cada uma dessas técnicas, de acordo com as descri¢cdes a

seqguir:

(1) Extracdo pelo método Wizard modificado

Foram pesados 300 mg das amostras em um microtubo de 2 mL. Em
seguida, foram adicionados 1.290 uL do tampéao de extracdo contendo Tris-
HCI 10 mM, pH 7,5; NaCl 150 mM; EDTA 2 mM; SDS 1%; 150 uL de
guanidina-HCI 5 M; e 60 uL de proteinase K (20 mg/mL). As amostras foram
misturadas com o auxilio de um Vortex por dois minutos até sua completa
homogenizacdo. Em seguida, as amostras foram mantidas sob agitacdo a 55
°C/180 rpm, por uma noite. Apos o periodo de incubacéo, foram colocadas
sob a bancada, a fim de atingir a temperatura ambiente, sendo, logo apdés,
centrifugadas a 14.000 rpm, em centrifuga Eppendorf 5415C, por 15
minutos. Uma seringa de 3 mL foi encaixada a uma minicoluna Wizard, e
esse conjunto foi acoplado ao aparelho Vac-Man Laboratory Vacuum
Manifold (Promega). Depois da centrifugagdo, 500 puL do sobrenadante

foram transferidos para um novo microtubo contendo 1 mL de resina Wizard
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e misturado, com o auxilio de uma pipeta. Em seguida, essa mistura foi
transferida para o conjunto seringa acoplada a minicoluna aplicando-se
vacuo no aparelho Vac Man até que todo o liquido passasse pela coluna,
para que o DNA ligado a resina ficasse retido. Foram adicionados 2 mL de
isopropanol 80% a seringa e aplicado vacuo novamente. Em seguida, o
conjunto seringa — minicoluna foi retirado do Manifold e a minicoluna,
separada e colocada em um novo microtubo de 2 mL e centrifugado por
dois minutos a 14.000 rpm. Apés a centrifugacao, a minicoluna foi transferida
para um microtubo de 1,5 mL, adicionando-lhe 50 uL de é&gua milliQ
autoclavada aquecida a 70 °C. Depois de dois minutos, a minicoluna presa
ao microtubo foi centrifugada por dois minutos a 14.000 rpm, sendo em
seguida descartada e a solucdo contendo DNA armazenada a 4 °C.

ApoGs a extragdo, o DNA foi submetido a uma diluicdo em agua de
1:10 (7 uL de DNA: 63 uL de &gua) e quantificado em espectrofotbmetro
SmartSpec 3000 Spectrophotometer (BioRad). Na reacdo de PCR

quantitativo foram utilizados 5 uL da solugéo contendo DNA.
(2) Extracdo pelo método PrepMan Ultra (PMU)

A extracdo de DNA pelo método PrepMan Ultra foi realizada utilizando
dois volumes diferentes do reagente PrepMan Ultra, 200 e 400 uL, conforme
descricdo a seguir. A recomendacdo do fabricante € o uso de 200 uL do
reagente em produtos crus, ou levemente processados como o farelo. Como
este ndao era o caso, foram testados volumes diferentes do reagente,
objetivando uma maior eficiéncia no processo de extracado de DNA.

Aproximadamente 20 mg da amostra moida foram pesados em um
microtubo de 2 mL, adicionando-lhe 200 ou 400 uL do reagente PrepMan
Ultra. A extremidade superior dos microtubos de 2 mL foi vedada com
plastico parafilme “M”, de modo a evitar possivel contaminacdo da amostra.
Em seguida, as amostras foram misturadas em vortex até sua completa
ressuspensdo. No passo seguinte, foram fervidas por 15 minutos, sendo
agitadas manualmente a cada cinco minutos. Apés este periodo, as

amostras foram entdo retiradas e resfriadas a temperatura ambiente por 5
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minutos. Em seguida, foram centrifugadas por cinco minutos a 14.000 rpm
em centrifuga Eppendorf 5415 C, apdés o que foram removidos 100 uL do
sobrenadante para um novo microtubo e armazenado a 4 °C até a sua

utilizacdo no PCR em tempo real.

Preparo das reacées

As reacOes foram preparadas em camara de fluxo laminar. Todo o
material utilizado no preparo das reacdes foi inicialmente limpo com papel
umedecido em alcool e posteriormente submetido a uma esterilizagcdo na
camara de fluxo laminar sob luz ultravioleta, por 10 minutos. Todo o material
usado no preparo das reagdes foram separados dos demais, a fim de evitar
possiveis contaminacfes. As pipetas eram exclusivamente usadas nas
reacoes de PCR em tempo real, as ponteiras continham filtro protetor, e as

placas de reacdo de PCR eram descartaveis.

PCR em tempo real

A reacdo de PCR em tempo real foi realizada usando o sistema ABI
PRISM® 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems). A reacéo
foi realizada em um volume de 50 pL, o qual continha 44 uL de TagMan
GMO Mix (Applied Biosystems), incluindo os oligonucleotidios e os primers,
dNTPs e sondas, especificos para o controle endégeno e para a sequéncia
correspondente ao promotor 35S do CaMV; 1 uL da AmpliTag Gold DNA
polimerase (5U/uL) e 5 uL de DNA. As condicbes de reacdo foram as
seguintes: uma etapa inicial a 94 °C por 10 minutos, para ativacdo da
enzima; e 40 ciclos de PCR nas seguintes condi¢Ges: 95 °C por 20
segundos, 60 °C por um minuto e 72 °C por 30 segundos. No PCR em
tempo real, duas regides foram analisadas, a regido do promotor 35S do
CaMV (virus do mosaico da couve-flor), que esta presente na maioria dos
OGMs comercializados; e uma sequéncia enddégena de DNA, a qual faz
parte da sequéncia codificadora do gene para a proteina de reserva da soja

lectina (controle endogeno).
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RESULTADOS

Foram avaliadas modificagfes em dois métodos de extragdo de DNA,
o meétodo Wizard (Promega) e o meétodo PrepMan Ultra (Applied
Biosystems), com o objetivo de permitir maior eficiéncia na extracdo de DNA
de produtos alimenticios. Os alimentos analisados continham, na sua
composicao, ingredientes a base de soja, sendo analisados 11 produtos
alimenticios diferentes.

Inicialmente, apenas dois produtos alimenticios foram estudados com
as modificacdes nos métodos de extracdo de DNA propostas, sendo eles as
salsichas dos tipos Viena e Hot Dog.

As recomendacdes do método Wizard sdo para produtos em po,
como graos de soja e de milho moidos (Spoth e Strauss, 2003). Assim,
como o material analisado neste estudo sdo produtos alimenticios que
apenas possuem, na sua composi¢cdo, ingredientes que possam conter
OGMs, as modificacbes propostas nos métodos tiveram como objetivo

aumentar a eficiéncia na extracdo de DNA.

Extracdo pelo método Wizard modificado

No PCR em tempo real, uma maneira de saber se a quantidade de
DNA que foi colocada na reacao € suficiente para permitir uma andlise que
forneca seguranca nos resultados obtidos € por meio da avaliagdo do valor
de Ct para o VIC™ (controle endégeno da reac&o).

Nos dois produtos inicialmente analisados, salsichas Viena e Hot Dog,
a concentracdo de DNA obtida foi suficiente para permitir sua amplificacédo
pela técnica de PCR em tempo real. Os valores de Ct para o VIC™ (controle
enddgenol/lectina) ficaram entre 25,80 e 26,18 ciclos (média de 26) para a
salsicha Viena e entre 25,50 e 26,70 ciclos (média de 26,10) para a Hot Dog
(Quadro 1). Esses valores indicaram, portanto, que a quantidade de DNA na
reacdo foi satisfatoria, uma vez que, em amostras de DNA extraidas de
gréos e farelo de soja analisadas no laboratério, os valores do Ct de VIC™

ficaram em torno de 24 ciclos (Applied Biosystems-comunicacéo pessoal).
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Quadro 1 — Valores do Ct de VIC™ médios encontrados na reacdo de PCR
em tempo real para as amostras de salsichas Viena e Hot Dog.

Produto Método de extracao ct vIct Ct VIC?
25,80
Salsicha Viena Wizard 26,00
26,18
26,70
Salsicha Hot Wizard 26,10
Dog 25,50
PrepMan Ultra (200 pL) 28,50 28,45
28,40
Salsicha Viena
PrepMan Ultra (400 pL) 29,30 30,20
30,90
PrepMan Ultra (200 pL) 29:30 29,30
29,30
Salsicha Hot
Dog PrepMan Ultra (400 puL) 29,90 30,95
32,00

. Média obtida de cada repeticdo de extracéo (duplicata de reacao).
2 _Média total da amostra (duplicata de extrac&o).

Apés a extracao e analise do DNA das salsichas Viena e Hot Dog, por
meio da reacdo de PCR em tempo real, os outros produtos também tiveram
seu DNA extraido pelo método Wizard, com as mesmas modificacdes. Os
resultados obtidos dos novos produtos foram semelhantes aos encontrados
nas salsichas Viena e Hot Dog, indicando, assim, que as modificacdes
propostas no método de Wizard também podem ser aplicadas na extracao
de DNA desses produtos (Quadro 2).
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Quadro 2 — Valores do Ct de VIC™ médios encontrados na reacéo de PCR

em tempo real para produtos carneos utilizando o método

Wizard.
Produto ctvic? Ct VIC ?

26,20

Mortadela Bolognella 26,40
26,60
23,70

Mortadela Confianca Suina 23,95
24,20
24,05

Almoéndega Bovina 24,10
24,20
26,70

Alméndega de Frango 26,60
26,50
25,20

Carne de Ave Empanada 25,00
24,80
23,20

Mini Chiken Turma da Ménica 24,55
25,90
25,32

Chester Lanche 25,60
25,80
24,50

Presunto Perdigao 24,00
23,60
24,60

Hamburger Bovino 24,30
23,99

1. Média obtida de cada repeticdo de extracdo (duplicata de reacao).
2 _Média total da amostra (duplicata de extrac&o).
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Extracdo pelo método PrepMan Ultra

De maneira semelhante a extracao pelo método Wizard, apenas as
amostras de salsichas Viena e Hot Dog foram estudadas quanto as
modificacdes propostas na extracdo de DNA pelo PrepMan Ultra. A extracéo
de DNA utilizando o PrepMan Ultra havia sido otimizada apenas em graos
de soja e farelo, sendo o volume do reagente sugerido pelo fabricante na
extracdo de DNA de 200 uL para 20 mg de pé da amostra. Assim, como 0s
produtos analisados no presente estudo sdo diferentes de amostras na
forma de po, dois volumes do reagente de extracdo de DNA foram avaliados,
200 e 400 pL.

Amostras de DNA de salsicha Viena extraidas com 200 pL do
PrepMan Ultra tiveram valores de Ct variando de 28,40 a 28,50 ciclos
(média de 28,45) (Quadro 1) para o controle endégeno (VIC™). Tais valores
foram maiores que aqueles obtidos na extracdo pelo método Wizard. Na
extracdo com 400 uL do PrepMan, o Ct de VIC™ foi ainda maior que o
encontrado com 200 uL, variando de 29,50 a 30,90 ciclos (média de 30,20)
(Quadro 1).

As amostras de DNA extraidas de salsicha Hot Dog com 200 uL do
PrepMan também apresentaram um Ct de VIC™ maior (média de 29,30
ciclos) que o encontrado na extracdo com o método Wizard. Amostras de
DNA extraidas com 400 uL do reagente, além de mostrar maiores valores
para o Ct de VIC™ que aqueles encontrados com 200 pL, foram maiores
que os obtidos na extragéo realizada com 400 uL, na amostra de salsicha
Viena. O Ct de VIC™ na extracdo com 400 pL do reagente na amostra de
salsicha Hot Dog variou de 29,90 a 32,0 ciclos (média de 30,95) (Quadro 1).

De maneira semelhante ao resultado obtido na extragcdo de DNA nas
amostras de salsichas com o método Wizard, os valores do Ct de VIC™
encontrados na extracdo de DNA com 200 e 400 uL do PrepMan Ultra
indicaram que a quantidade de DNA na reacéo foi satisfatéria, uma vez que,
em amostras de graos e farelo de soja analisadas no laboratorio, os valores
do Ct de VIC™ ficaram em torno de 24 ciclos. Tais resultados evidenciam
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que houve extracdo de DNA das amostras de salsichas nos dois volumes
testados, porém a quantidade (concentracdo) de DNA extraida foi menor em
comparacao com o método Wizard, o que pode ser observado pelo maior
valor do Ct de VIC™ obtido com o método PrepMan Ultra.

Como o método Wizard mostrou-se mais eficiente na extracdo de
DNA das amostras de salsichas Viena e Hot Dog, ele foi testado nos demais
produtos analisados no presente estudo (Quadro 2). O método PrepMan
Ultra ndo foi testado nos demais produtos avaliados por ter apresentado
menor eficiéncia na extracao de DNA.

O método Wizard mostrou ser eficiente na extracdo de DNA nos
demais produtos analisados, com os valores do Ct de VIC™ variando de
23,95 (mortadela Confianca suina) a 26,60 (alméndega de frango) (Quadro
2). Os valores do Ct de VIC™ de todos os produtos ficaram proximos dos
encontrados nas salsichas Viena e Hot Dog (Quadro 1). Os resultados
indicaram que o método Wizard, com as modificagées propostas, também foi
eficiente na extragdo de DNA dos demais produtos carneos.

DISCUSSAO

Os dois métodos de extracdo testados com modificacbes, Wizard e
PrepMan Ultra, foram otimizados e indicados para serem usados na
extragcdo de DNA de amostras classificadas como material in natura, isto é,
aguelas cuja estrutura basica é um pé. No entanto, o material analisado no
presente estudo constitui-se de produtos alimenticios, em que a quantidade
do DNA alvo presente € muito pequena, necessitando, assim, de
aperfeicoamento nessas metodologias, a fim de aumentar sua eficiéncia na
extracdo de DNA.

As alteracBes realizadas nos dois métodos no presente estudo
permitiram que os dois métodos de extracdo de DNA possam ser utilizados,
através de modificac6es na recomendacéo feita por seus fabricantes. Essas

modificagcdes na metodologia basica de extracdo tiveram como finalidade
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melhorar a eficiéncia de cada método, bem como verificar qual deles
permitiria maior eficiéncia na extragdo de DNA em alimentos carneos.

Os valores encontrados para o Ct de VIC™ com o método PrepMan
Ultra foram maiores que os obtidos com o Wizard nas duas amostras de
salsichas analisadas, Viena e Hot Dog. Além disso, esses valores foram
maiores quando foi utilizado 400 puL do reagente PrepMan Ultra. Com o
volume de 200 pL, os valores foram menores, mas mesmo assim superiores
agueles encontrados pelo método Wizard modificado (Quadrol). Resultados
semelhantes foram observados quando se analisaram o0s outros alimentos
gue também fizeram parte do presente estudo.

Na andlise dos resultados da reagdo no PCR em tempo real com
amostras de grdos e farelo de soja, os valores de Ct de VIC™ ficaram em
torno de 24. Esse valor serve como referéncia para uma possivel
comparacao entre metodologias de extragcdo de DNA, em que o valor do Ct
de VIC™ apresentado por cada método permite a deducdo sobre qual
metodologia apresenta maior eficiéncia na extracdo de DNA. Assim,
comparando os resultados do presente estudo, pode-se concluir que as
modificacdes realizadas no método Wizard permitiram maior eficiéncia na
extracdo de DNA. Embora os valores para o Ct de VIC™ encontrados pelo
meétodo Wizard tenham sido menores que aqueles encontrados no PrepMan
Ultra (Quadro 1), mesmo assim estes ainda foram maiores do que os valores
observados em amostras de gréos e farelo de soja analisadas no laboratério.

Os valores do Ct de VIC™ encontrados pelo método Wizard, por
estarem acima do normalmente conseguido em amostras de graos e farelo
de soja, indicaram a necessidade de se obterem amostras de DNA mais
concentradas para serem usadas na reacdo. Uma maneira de aumentar a
concentracdo de DNA nas amostras seria através da sua elui¢do final em
volume menor. Assim, a eluicdo do DNA presente na minicoluna Wizard
passou a ser feita em um volume de 30 puL. Essa reducdo no volume de
eluicdo permitiu concentrar o DNA, fazendo com que o valor de VIC™ em
todas as amostras analisadas (Quadro 2), ficasse proximo do valor

encontrado em amostras de gréos e farelo de soja (Ct de VIC™ préximo de
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24), embora alguns produtos tenham apresentado valores de VIC™ em
torno de 26 (Quadro 2).

O método Wizard, segundo recomendacdes do fabricante, também foi
testado na extracdo de DNA de amostras de tofu, farelo de soja e lecitina.
Os resultados indicaram que a utilizacdo do método, tal como recomendado,
resultou em baixa extracdo de DNA para analise por PCR nesses produtos
(Zimmermann et al., 1998, citado por Meyer, 1999). No entanto, 0 método
Wizard mostrou ser eficiente na extracdo de DNA de grdos moidos de quatro
variedades diferentes de milho (Brodmann et al., 2002).

No método Wizard, as recomendacdes do fabricante incluem a
utilizacdo de 860 uL do tampao de extragcdo, 100 uL de Guanidina-HCI e 40
uL de Proteinase K. O tempo de incubacdo recomendado € de trés horas.
Essas recomendacfes sdo para amostras de grdos de soja e de milho
moidas (Spoth & Strauss, 2003).

As modificacdes no método Wizard propostas no presente estudo
incluiram o uso de um volume 1.290 uL do tampé&o de extracdo, 150 uL de
Guanidina-HCI e 60 pL de Proteinase K, maior tempo de incubagéo (durante
a noite) e a eluicdo final do DNA em volume menor (30 uL). No método
PrepMan Ultra, foram testados dois volumes diferentes do reagente de
extragcdo, 200 e 400 pL. No método Wizard, as modificacdes permitiram uma
maior eficiéncia na extracdo de DNA de produtos carneos, em comparacao
com as modificacées no PrepMan Ultra.

As modificacdes propostas para o método Wizard foram feitas por se
tratar de produtos carneos, cuja a quantidade de DNA de interesse é
pequena. Assim, 0 uso de volume maior dos reagentes teve como objetivo
aumentar o potencial de extragdo dos mesmos, permitindo maior extracao.
Ja o maior tempo de incubacé&o (durante a noite) teve como objetivo permitir
melhor atuacdo da proteinase K, uma vez que o0s produtos analisados
contém alto teor de proteina. Por fim, o DNA foi eluido em um volume menor
(30 pL) permitindo maior concentracdo do DNA extraido dos produtos
carneos em andlise.

O objetivo do procedimento de extracdo € o de isolar DNA de

integridade adequada, pureza e quantidades suficientes para permitir as
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analises subsequentes (Terry et al., 2002). Assim, os resultados permitem
concluir que a extracdo de DNA de produtos carneos utilizando o método
Wizard, com as modificacdes propostas, foi mais eficiente que a extracao

usando o PrepMan Ultra.
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ANALISE DE SEMENTES DE SOJA TRANSGENICA UTILIZADAS NO
PLANTIO DA SAFRA 2002/2003 PELOS PRINCIPAIS ESTADOS
PRODUTORES

RESUMO

A area global com transgénicos em 2002 continuou a crescer pelo
sexto ano consecutivo, a uma taxa de mais de 10% ao ano, atingindo, em
2002, 58,7 milhdes de hectares. No Brasil, o plantio comercial e 0 consumo
de transgénicos estdo suspensos, no entanto plantios clandestinos de soja
transgénica tém sido identificados, sobretudo nos estados do sul do pais.
Este trabalho teve como objetivo analisar as sementes de soja fiscalizadas e
certificadas que foram utilizadas no plantio da safra 2002/2003 quanto a
presenca de soja transgénica. Foram analisadas sementes de soja dos
principais estados produtores, Mato Grosso, Parana, Rio Grande do Sul e
também de Minas Gerais. Analisaram-se 2.466 amostras, sendo 42% do
Mato Grosso, 39,5% do Rio Grande do Sul, 8,4% do Parana e 10,1% de
Minas Gerais. O método utilizado nas analises foi 0 da reacdo em cadeia da
DNA polimerase (PCR). Primers especificos foram utilizados para detectar
uma regido compreendida entre o promotor 35S do CaMV (virus do mosaico
da couve-flor) e a sequiéncia do gene EPSPS (especifica para soja RR).
Como controle foi utilizada uma sequéncia especifica constituida pela regiao
do gene que codifica a proteina de reserva lectina de soja. Foi detectada a
presenca de sementes de soja transgénica apenas no Estado do Rio Grande
do Sul, onde 19,69% das amostras oriundas de laboratorios de analise de
sementes daquele estado foram transgénicas. No Parana, Mato Grosso e
Minas Gerais ndo foi detectada a presenca de sementes fiscalizadas e
certificadas de soja transgénica. Os resultados confirmam a posicdo do
Estado do Rio Grande do Sul como o maior produtor brasileiro de soja
transgénica. Também apontam claramente para uma alta correlagdo entre a
utilizacdo de sementes de soja fiscalizada com a origem nao transgénica da
soja. Dessa forma, é fortemente recomendado que se viabilize o uso de soja
fiscalizada como altamente relevante no processo de rastreabilidade do

complexo soja brasileiro.
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INTRODUCAO

Apesar da grande resisténcia por alguns paises, especialmente
nordicos, em adquirir alimentos transgénicos, estudos tém evidenciado que o
plantio da soja geneticamente modificada tem crescido ao longo dos anos
em varios paises e em propor¢cao maior que a area cultivada com a semente
tradicional (Guimardes, 2003). No ano agricola de 2002, a area global
estimada com transgénicos ou organismos geneticamente modificados
(OGMs) foi de cerca de 58,7 milhdes de hectares, plantados por 5,5 a 6
milhdes de fazendeiros em 16 paises, em contraste com aproximadamente,5
milhdes de fazendeiros e 13 paises em 2001 (James, 2002).

Juntos, quatro paises principais plantaram 99% da area global com
transgénicos em 2002. Os Estados Unidos cultivaram 39 milhdes de
hectares (66%), seguidos pela Argentina com 13,5 milhdes de hectares
(23%), pelo Canada com 3,5 milhdes de hectares (6%) e pela China com 2,1
milhdes de hectares (4%). Em termos globais, em 2002 as quatro principais
culturas geneticamente modificadas cultivadas foram a soja, ocupando 36,5
milhdes de hectares (62% da area global), o milho com 12,4 milhdes de
hectares (21%), o algoddo com 6,8 milh6es de hectares (12%) e a canola
com 3,0 milhdes de hectares (5%) (James, 2002).

A Argentina, terceiro maior produtor mundial de soja, € um dos
principais paises produtores e exportadores do mundo da soja RR, com uma
area atual estimada de 90 (Brum, 2003) a 100% (Guimaraes, 2003) plantada
com soja geneticamente modificada. Em termos proporcionais, trata-se da
maior area plantada com soja RR no mundo, uma vez que nos Estados
Unidos, na ultima safra (2002), cerca de 68% da area cultivada com soja foi
plantada com variedades geneticamente modificadas (Guimaraes, 2003).

Segundo dados do quarto levantamento realizado pela CONAB
(abril/2003) no Brasil, os maiores estados produtores de soja sdo: Mato
Grosso, com uma area estimada de 4,27 milhdes de ha, Parana com 3,562
milhdes de ha, Rio Grande do Sul com 3,56 milhdes de ha e Minas Gerais

com 0,8 milhdo de ha (Previsdo, 2003).
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No Brasil, o cultivo da soja transgénica esta proibido por uma decisao
judicial. No entanto, cultivos clandestinos de soja transgénica tém sido
identificados, sobretudo no Rio Grande do Sul, usando sementes
contrabandeadas da Argentina. Estima-se que, nesse estado, 70% da
producdo de 2003 seja de soja transgénica. Em outros estados, como Mato
Grosso e Mato Grosso do Sul, ja existe o plantio, ainda que em pequenas
areas, cujas sementes sdo contrabandeadas da Argentina e também do
Paraguai (Guimardes, 2003). Devido a esse plantio considerado ilegal, o
governo brasileiro emitiu uma Medida Proviséria n® 113, de 26 de marco de
2003, liberando a comercializagdo da soja transgénica da safra 2002/2003,
autorizando a sua venda até 31 de janeiro de 2004 (Medida, 2003).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a real situacdo do plantio de
sementes fiscalizadas e certificadas de soja geneticamente modificada na
safra 2002/2003, através da analise de sementes amostradas por
laboratérios de andlises de sementes dos Estados do Mato Grosso, Rio
Grande do Sul e Minas Gerais e por uma cooperativa de pesquisa e
producao de sementes do Estado do Parana.

MATERIAL E METODOS

Material genético

O material genético utilizado neste trabalho constitui-se de amostras
de sementes de soja fornecidas pelos laboratérios de analises de sementes
fiscalizadas e certificadas de soja de Minas Gerais (APSEMG - Associacao
dos Produtores de Sementes de Minas Gerais e GERMITEL Ltda.), Mato
Grosso (APROSMAT - Associacdo dos Produtores de Sementes de MT), Rio
Grande do Sul (UNILAB — Laboratorio de Analise de Sementes Ltda.) e
ParanA (COODETEC - Cooperativa Central Agropecuéaria de
Desenvolvimento Tecnoldgico e Econémico Ltda.). As amostras analisadas

foram, na sua maioria, constituidas de sementes fiscalizadas e, em Minas
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Gerais, também por sementes genéticas. Na Tabela 1 séo listadas algumas
caracteristicas do material genético utilizado neste trabalho.

As amostras de soja analisadas originaram das principais variedades
plantadas em Minas Gerais, Parana, Mato Grosso e Rio Grande do Sul,
bem como representam o0s principais municipios/regides produtoras de
cada estado. As amostras de Minas Gerais continham em média 40 gramas
cada (média de 250 sementes). As amostras do Mato Grosso continham em
média 100 sementes. As amostras do Rio Grande do Sul continham em
meédia 35 gramas (aproximadamente 230 sementes) e as do Parana, em

média, 120 sementes.

Tabela 1 — Dados referentes as amostras de sementes de soja para cada
um dos estados analisados.

Caracteristicas Mato Grosso Parana Rio G. do Sul Minas Gerais

Numero de 23 29 - 23
variedades

Numero de 1035 208 975 248
amostras

NUmero de 44 208 450 -

produtores

Amostragem

Nos Estados do Mato Grosso, Rio Grande do Sul e Minas Gerais, as
amostras foram originadas de sementes enviadas por produtores aos
laboratorios de andalises de sementes, visando a realizacdo de analises de
rotina, sendo as mais comuns o teste padréo de germinagéo, o teste de vigor
(opcional) e as purezas fisica e varietal. Esses testes sdo requeridos para
todas as trés classes de sementes (basica, certificada e fiscalizada).

No Mato Grosso, as amostras de sementes de soja analisadas
representam todas as regides produtoras do estado e foram amostradas de
mais de 4,0 milhdes de sacas de sementes de soja da safra 2001/2002, as
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quais foram utilizadas no plantio da safra 2002/2003. Em Minas Gerais foram
amostrados 12 municipios produtores de soja e as 23 variedades mais
plantadas no estado no ano agricola 2002/2003. Também fizeram parte da
analise alguns lotes de sementes genéticas.

No Rio Grande do Sul, as amostras de sementes foram enviadas pelo
Laboratorio UNILAB e originadas de contra-provas contidas nesse
laboratério, representando um total de aproximadamente 11.000 amostras,
que foram recebidas pelo referido laboratério para anélises no ano de 2002.
Nessas amostras, foi realizada uma amostragem, em que a cada cinco
amostras, uma foi retirada e enviada para o presente estudo. No caso dos
produtores que enviaram grandes quantidades de amostras, a amostragem
foi feita a cada 10 amostras, em que uma foi retirada e enviada para analise.
O numero de produtores amostrados foi de aproximadamente 450, e todas
as regides produtoras do estado foram amostradas, com concentracdo maior
na regido de Passo Fundo e regibes proximas, abrangendo uma area
compreendida em um raio de cerca de 250 km.

No Parana, a coleta das amostras foi feita diretamente no momento
do plantio, ao acaso, dentro de cada regido, segundo sua proporcao na area
do estado, de forma proporcional e de acordo com a época de plantio de
cada regido. A amostragem foi realizada através do sistema “Drill Box
Survey” (Clark e Porter, 1961), que consiste em retirar uma amostra de no
minimo 1kg da semente na caixa da plantadeira no momento do plantio. A
Tabela 2 mostra as regides do Parana amostradas e o nimero de amostras
coletadas.

Preparo das amostras

Aproximadamente, 250 sementes de cada amostra de Minas Gerais,
120 de cada amostra do Parana, 100 sementes de cada amostra do Mato
Grosso e 230 de cada amostra do Rio Grande do Sul foram moidas, de
forma a obter um pé bastante fino, e deste, duas sub-amostras, cada uma de
60 mg, foram usadas para a extracdo de DNA. As amostras do Estado do

Parana foram coletadas no momento do plantio, estando, assim, 47% delas
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tratadas com fungicidas. Essas sementes foram inicialmente lavadas,

secadas e, posteriormente, submetidas ao processo de moagem.

Tabela 2 — Area plantada de soja por regido do Parana na safra 2002/2003 e

numero de amostras coletadas.

Regiéo Area (ha) % N® de amostras
Norte 980.420 28,8 47
Centro-Oeste 510.000 15,0 39
Noroeste 119.000 3,5 21
Oeste 824.200 24,2 39
Sudoeste 364.000 10,7 23
Sul 609.750 17,9 39
Total 3.407.370 100 208

Fonte: COODETEC - 2002

Extracdo e quantificacdo do DNA

Na extracdo do DNA foi utilizada a seguinte metodologia, ajustada a
partir de Lipp et al. (1999). Aproximadamente, 60 mg da soja moida foram
pesados em um tubo de 1,5 mL e adicionados 500 uL de tampéao CTAB (Tris
100 mM, pH 8,0; NaCl 1,4 M; EDTA 20 mM; e CTAB 2%) e 7 uL de beta-
mercaptoetanol. Em seguida, a amostra foi homogeneizada em agitador do
tipo vortex e incubada a 65 °C por 15 minutos. Apés o periodo de incubagéo,
foram adicionados 200 pL de cloroférmio:alcool — isoamilico (24:1) as
amostras, que foram homogeneizadas novamente no vértex e centrifugadas
a 14.000 rpm (centrifuga eppendorf 5415 C), por 10 minutos. Na sequéncia,
foram transferidos 200 puL do sobrenadante para um novo tubo e
adicionados 150 uL de isopropanol e 70 uL de acetato de aménio 7,5 M. As
amostras foram homogeneizadas manualmente, centrifugadas a 14.000 rpm

por oito minutos, e o sobrenadante foi descartado, restando apenas o
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precipitado, que foi lavado com 150 puL de etanol 70% gelado. Em seguida, a
amostra foi centrifugada a 14.000 rpm por cinco minutos, o sobrenadante
descartado e o “pellet” secado a temperatura ambiente. ApGs a secagem, 0
DNA foi ressuspendido em 50 uL de agua.

Apéds a extragdo, o DNA foi submetido a uma diluicho em agua de
1:10 (7 uL de DNA: 63 uL de &gua) e quantificado no espectrofotbmetro
SmartSpec 3000 Spectrophotometer (BioRad). Em seguida, o DNA foi
diluido para uma concentracdo de 100 ng/uL, sendo utilizados para andlise 3
uL dessa diluicdo (300 ng de DNA).

Amplificacdo e analise do DNA das amostras

O DNA de cada amostra foi amplificado pela técnica de PCR em um
termociclador geneAmp® 9600 PCR system (Applied Biosystems), na
presenca de dois pares de primers especificos em uma reacdo multiplex. As
sequéncias analisadas foram as seguintes: uma regido compreendida entre
o promotor 35S do CaMV (virus do mosaico da couve-flor) e a sequéncia do
gene EPSPS (especifica para amostras de soja RR), dando um fragmento
de 180 pb. Como controle enddgeno, foi utilizada uma sequiéncia especifica,
constituida pela regido do gene que codifica a proteina de reserva lectina de
soja, dando um fragmento de 118 pb.

Amostras de soja sabidamente transgénicas e nao transgénicas
também tiveram seu DNA analisado junto com o material em estudo, sendo
utilizadas como controles positivo e negativo, respectivamente. Uma amostra
sem DNA (branco) também foi usada na reacédo de PCR.

As condi¢cbes de amplificacdo foram as seguintes: uma etapa inicial a
95 °C por dois minutos. Em seguida, foram realizados 40 ciclos, consistindo
de uma etapa de desnaturacdo do DNA (95 °C por 30 segundos), uma etapa
de pareamento do primer ao DNA-molde (60 °C por 30 segundos) e uma
etapa de extensdo do fragmento (72 °C por um minuto). Finalmente, foi

efetuada uma ultima etapa de extenséo a 72 °C, por trés minutos.
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Os produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese em gel
de agarose 3,0% contendo 10 mg/ml de brometo de etidio imerso em
tampéao TBE 1X (Tris-borato 90 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0). Os fragmentos de
DNA foram visualizados sob luz ultravioleta e fotografados com o sistema

Eagle Eye Il (Stratagene) de fotodocumentacao.

RESULTADOS

Foram analisadas 2.466 amostras de sementes de soja originadas
dos principais estados produtores de soja (Mato Grosso, Parana, Rio Grande
do Sul e também Minas Gerais). As amostras de DNA extraidas das
sementes foram amplificadas pela técnica de PCR com os primers RR e de
lectina em um sistema multiplex, conforme demonstrado na Figura 1. A
Figura 2 mostra o numero de amostras analisadas oriundas de cada um dos
estados. As amostras representam sementes fiscalizadas e certificadas das
principais variedades plantadas e que foram utilizadas, no plantio da safra
2002/2003, pelos produtores das varias regides amostradas de cada estado.

Todas as amostras foram enviadas por laboratérios de analises de
fiscalizacdo e certificacdo de sementes de cada estado, exceto as do

Parand, que foram coletadas pela COODETEC no momento do plantio.

Estado do Mato Grosso

O Estado do Mato Grosso, maior produtor de soja do pais, teve 1.035

amostras de sementes de soja analisadas, o que representa 42% do total

das amostras avaliadas. As amostras foram enviadas pela APROSMAT,

representando 44 produtores e 23 variedades diferentes.
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Figura 1 - Andlise eletroforética dos produtos de amplificacdo obtidos com os
primers RR (180 pb) e lectina (118 pb). A coluna 1 corresponde
ao controle sem DNA (branco), coluna 2 (DNA de soja normal),
coluna 3 (DNA de soja RR), colunas 4 e 5 (DNA de amostras
positivas para soja RR). A coluna M corresponde ao DNA do fago

lambda (marcador de peso molecular).
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Figura 2. Numero de amostras de sementes de soja fiscalizadas e

certificadas analisadas por estado.

Todas as amostras de sementes de soja analisadas foram negativas
para soja Roundup Ready, confirmando a hipétese de que os produtores de

soja do Estado do Mato Grosso ndo tém ainda usado, em seus plantios
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comerciais, sementes fiscalizadas e certificadas de soja transgénica. A
maioria dos produtores plantou as mesmas variedades, 0 que tornou de
grande valia as andlises realizadas, observando-se uma coeréncia nos
resultados obtidos, ou seja, todas as amostras analisadas foram negativas
guanto a presenca de soja transgénica.

Segundo informagdes obtidas da APROSMAT, cerca de 10% das
sementes enviadas ao laboratério para andlise sao certificadas, e o restante
(90%) representa sementes fiscalizadas. Todas as sementes analisadas no
presente estudo foram portanto, fiscalizadas ou certificadas, em que 90%
dos produtores do estado utilizam desses tipos de sementes em seus
plantios comerciais.

O emprego de sementes fiscalizadas pelos produtores do Mato
Grosso faz com que o estado tenha maior controle quanto ao uso de
sementes de soja transgénica. Assim, os resultados do presente estudo sao
coerentes e importantes, indicando que, aquele produtor que utiliza
sementes fiscalizadas/certificadas em seus plantios comerciais, terd uma
safra de soja ndo transgénica.

Os resultados aqui obtidos sdo de grande importancia para o Estado
do Mato Grosso, pois, sendo atualmente o estado maior produtor de soja do
pais, torna-se interessante que sua grande producédo seja ainda de soja nao
transgénica. Além disso, os resultados sdo também importantes para 0s
laboratorios de andlise de sementes e para os produtores de sementes do
estado, dando credibilidade a quem produz e vende sementes de soja
fiscalizada e certificada e seguranca para quem compra.

Estado do Parana

O Estado do Parana, segundo maior produtor de soja, teve 208
amostras analisadas, o equivalente a 8,4% do total examinado. As amostras
foram coletadas por técnicos da COODETEC em suas regides de atuacéo e
enviadas para analise. Durante a coleta, a amostragem foi realizada através

do sistema “Drill Box Survey” (Clark & Porter, 1961). Cada amostra
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representa um produtor, logo, as sementes de soja cultivadas por 208
produtores foram amostradas e analisadas neste trabalho.

As amostras de sementes de soja foram coletadas em seis regides do
estado: norte, centro-oeste, noroeste, oeste, sudoeste e sul, de maneira
proporcional a area plantada. As 208 amostras de sementes de soja
analisadas representaram 29 variedades diferentes, que foram utilizadas no
plantio da safra 2002/2003. As sementes utilizadas pelos agricultores
amostrados foram de origem comercial, em sua maioria da classe
fiscalizada, sendo a taxa de utilizacdo de semente comercial estimada em
87,4% (Dados da COODETEC).

Todas as amostras de sementes de soja analisadas foram negativas
para soja Roundup Ready, o que reflete a situagcdo encontrada no momento
da coleta das amostras, em que nenhum agricultor mostrou resisténcia a
coleta. No Estado do Parana, a maioria das sementes utilizadas pelos
produtores para o plantio era da classe fiscalizada (87,4%). Diante disso, o
resultado aqui obtido mostra-se coerente com essa informagdo, em que a
utilizacdo de sementes fiscalizadas pelos produtores garante uma safra livre
de soja transgénica.

Embora o nimero de amostras de sementes de soja analisadas tenha
sido pequeno, estas foram coletadas em seis regides do estado, com um
grande namero de produtores e de maneira proporcional a area plantada,
sendo a regido norte a que teve maior numero de amostras coletadas
(Tabela 2).

Estado do Rio Grande do Sul

O terceiro estado maior produtor de soja, Rio Grande do Sul, teve 975
amostras de sementes analisadas, representando 39,5% do total avaliado.
Das 975 amostras analisadas, 192 foram positivas para soja Roundup
Ready, o equivalente a 19,69% do total examinado no estado. Tal resultado
pode ser considerado bastante representativo, uma vez que o numero de
amostras analisadas foi grande, principalmente pelo nimero de amostras

por elas representadas (aproximadamente 11.000 amostras).
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Segundo informacéo pessoal do diretor do UNILAB, aproximadamente
25% dos produtores que enviam amostras de sementes de soja para analise
nesse laboratorio solicitam somente analises da qualidade fisiolégica (% de
germinacao) e nao fiscalizacdo ou certificacdo de sementes. Assim, esse
valor (25%) € semelhante a porcentagem de sementes transgénicas
encontradas no presente estudo, que foi de aproximadamente 20%,
indicando que as amostras transgénicas encontradas neste estudo podem
ser oriundas desses produtores, que solicitam somente analise da qualidade
fisiologica de suas sementes.

Os resultados deste estudo sao importantes tanto para os laboratérios
de andlise de sementes quanto para os produtores de sementes fiscalizadas
do Estado do Rio Grande do Sul. Fica evidente, que os agricultores que
utilizam sementes fiscalizadas em seus plantios muito provavelmente ainda

nao estdo realizando plantios comerciais de soja transgénica.

Estado de Minas Gerais

Minas Gerais teve 248 amostras de sementes de soja analisadas, o
equivalente a 10,1% do total. Foram analisados, em média, 30 lotes
diferentes de sementes enviadas para andlise fiscalizadas da safra
2001/2002 para cada variedade examinada. Todas as amostras examinadas
foram negativas para a presenca de soja Roundup Ready, indicando que,
muito provavelmente, o estado colhera, em 2003, uma safra livre de soja
transgénica.

Segundo informacdes da APSEMG, em Minas Gerais cerca de 70%
das sementes usadas para o plantio sdo da classe fiscalizada, e os 30%
restantes sdo constituidos de grdos, em que o proprio produtor multiplica
suas sementes e as utiliza para o plantio. Todas as amostras analisadas no
presente estudo foram de sementes fiscalizadas, o que contribuiu para que
nenhuma amostra de soja transgénica fosse encontrada. Assim, o0s
resultados permitem concluir que os produtores que utilizaram sementes
fiscalizadas para o plantio da safra 2002/2003, em Minas Gerais, colheréo

uma safra livre de soja transgénica.
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DISCUSSAO

Dentre os trés estados maiores produtores de soja do pais, somente 0
Rio Grande do Sul (terceiro maior produtor) apresentou soja transgénica. No
Mato Grosso, 0 numero de amostras analisadas pode ser considerado
representativo para o estado, o que nao é verdade para o Parana, onde o
namero de amostras analisadas foi pequeno. Minas Gerais, sexto maior
produtor de soja do pais, teve um nimero de amostras examinadas maior
que o Parana. Entretanto, as amostras oriundas desse estado foram
coletadas no momento do plantio e distribuidas entre um grande namero de
produtores (208 propriedades), o que, de certa forma, torna os resultados
bastante representativos, pelo menos nas regides/municipios, onde as
amostras de sementes de soja foram coletadas.

Estima-se que, no Rio Grande do Sul, cerca de 70% da producédo de
2003 seja transgénica (Guimaraes, 2003). No entanto, no presente estudo
foram encontrados apenas 19,69% de soja transgénica. Provavelmente isso
se deva ao fato de que as amostras aqui analisadas tenham sido enviadas
por um laboratorio de andlises de sementes credenciado pelo Ministério da
Agricultura, sendo estas, em sua maioria, da classe fiscalizada. Além disso,
aproximadamente 25% dos produtores que enviam amostras de sementes
de soja para analise nesse laboratorio solicitam apenas analise de qualidade
fisiologica (% de germinacédo) e nao fiscalizacdo ou certificacdo de sementes
(UNILAB — comunicacao pessoal). Assim, esse valor (25%) é semelhante a
porcentagem de sementes transgénicas de cerca de 20% encontrada no
presente estudo. Possivelmente, as amostras transgénicas desta pesquisa
foram oriundas desses produtores que solicitam ao UNILAB apenas analises
da porcentagem de germinacao de suas sementes. A porcentagem estimada
de 70% de soja transgénica no Rio Grande do Sul é, provavelmente, devida
a utilizacdo de sementes nao fiscalizadas/certificadas pelos produtores,
oriundas de sementes contrabandeadas da Argentina e multiplicadas pelo
préprio produtor.

Segundo estimativas da Associacdo Brasileira dos Produtores de

Sementes (ABRASEM), o maior indice de utilizacdo de soja transgénica
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ocorre no Rio Grande do Sul. Pelas estimativas da ABRASEM, baseadas
nas quedas de vendas de sementes fiscalizadas, o estado ira plantar, na
safra  2002/2003, apenas 25% da area de soja com sementes
fiscalizadas/certificadas. Da soja nao fiscalizada/certificada, 90% &
transgénica, sendo o restante semente convencional, mas pirateada (Mato,
2003).

A questdio da queda na comercializacdo de sementes
fiscalizadas/certificadas no Rio Grande do Sul ndo é recente. Segundo
dados da Abrasem, de 1998 a 2001 houve queda na relacdo entre o
potencial de vendas de semente e a sua comercializacdo efetiva no estado.
Até a safra de 1997/1998, o indice de utilizacdo de sementes
industrializadas foi sempre superior a 50% da demanda, passando, a partir
de entdo, a ter um declinio no uso de sementes fiscalizadas/certificadas
(Silvestrini e Coutinho, 2003).

Embora pelas estimativas da ABRASEM, o Rio Grande do Sul
plantaria, na safra 2002/2003, em torno de 25% da é&rea de soja com
semente fiscalizada, essa ainda ndo é a realidade encontrada no estado.
Segundo dados recentes da Entidade Certificadora e Fiscalizadora (ECF) do
Rio Grande do Sul, a taxa de utilizagdo de sementes fiscalizadas/certificadas
no plantio da safra 2002/2003, foi da ordem de 19,07% (UNILAB —
comunicacao pessoal). Assim, a situacdo neste estado € mais critica do que
se imaginava, pois fica evidente que a comercializacdo de sementes
fiscalizadas e certificadas foi abaixo do previsto pela ABRASEM,
evidenciando que a grande maioria das sementes de soja utilizadas nos
plantios comerciais no ano agricola 2002/2003 pode ser transgénica.

Embora nédo tenha sido detectada a presenca de soja transgénica nas
amostras de sementes de soja analisadas no Parana, no presente estudo
trés lavouras de soja transgénica foram interditadas em 2003 pela Secretaria
Estadual da Agricultura e Abastecimento do Estado do Parand — SEAB
(Lavouras, 2003). A colheita, estimada em 80 toneladas, foi encontrada em
pequenas propriedades, localizadas em Mangueirinha e Itapejara do Oeste,
na regido de Pato Branco e em S&o Pedro do Iguacgu, na regido de Toledo.
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Segundo informac¢des da SEAB, 95% da area plantada no Parana, no ano
agricola 2002/2003, ndo possuia soja transgénica (Lavouras, 2003).

O Mato Grosso, segundo levantamento realizado pela ABRASEM, é o
gue mais utiliza sementes de soja fiscalizada, de modo que a presenca de
soja transgénica ainda deve ser pequena no estado. Na safra 2001/2002,
95% das sementes utilizadas no plantio foram de sementes comerciais
(Mato, 2003). No presente estudo, as sementes analisadas foram todas da
classe fiscalizada, ndo sendo encontrada nenhuma amostra transgénica.
Assim, os resultados estdo em concordancia com a hipétese de que a
utiizacdo de sementes fiscalizadas ou certificadas pode reduzir a
probabilidade de transgénicos na regiao.

Segundo dados do Instituto de Estudos Socioecondémicos (Inesc),
quatro estados possuem plantios de soja transgénica. O Rio Grande do Sul
,com 60% da safra sendo transgénica, 30% em Santa Catarina e pequenas
porcentagens em Minas Gerais e no Parana (Mesquita, 2003). Entretanto, no
presente estudo a presenca de soja transgénica foi detectada apenas no
Estado do Rio Grande do Sul, onde, segundo estimativas da ABRASEM, o
estado ird plantar, na safra 2002/2003, apenas 25% da area de soja com
semente fiscalizada/certificada. No entanto, segundo dados recentes da
Entidade Certificadora e Fiscalizadora (ECF) do estado, a taxa de utilizacao
de sementes fiscalizadas/certificadas no plantio da safra 2002/2003 foi da
ordem de 19,07%. A ndo deteccdo de soja transgénica em Minas Gerais,
Parand e Mato Grosso pode ser devida ao fato de as amostras analisadas
pertencerem a classe de sementes fiscalizadas. Além disso, deve-se
considerar ainda que as amostras analisadas sdo de sementes de soja que
foram enviadas para andalise em laboratorios credenciados pelo Ministério da
Agricultura.

No caso do Parana, deve-se ainda considerar que o estado possui
uma area de producdo de soja muito maior do que a de Minas Gerais.
Segundo dados da SEAB/PR (2002), o estado possui um total de 190.000
propriedades agricolas, das quais, estima-se que, cerca de 70.000 cultivem
soja. Assim, pode ser que existam &areas com plantio de soja transgénica,

estando essas limitadas a pequenas propriedades e que, provavelmente,
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ndo tenham sido amostradas ou ainda o que € muito provavel, que nesses
plantios sejam utilizadas sementes proprias nao fiscalizadas.

No caso das industrias de processamento de soja, uma possivel
garantia de uso de soja nao transgénica ja iniciaria pela ado¢ao de medidas
que viabilizassem a separacdo, no momento da aquisicdo, de graos de soja
oriundos de produtores que utilizam sementes de soja fiscalizada ou
certificada em seus plantios dos demais. A adocao de tal medida, que
deveria fazer parte do processo de rastreabilidade, deixaria as industrias
muito mais seguras quanto ao tipo de grao de soja que estado processando,
uma vez que o0 numero de produtores, dos quais os graos de soja séo
oriundos, pode ser muito grande, dependendo do estado produtor, podendo
algum deles estar comercializando soja transgénica. Essa medida seria
muito eficaz, uma vez viabilizada e implementada na aquisicdo de soja em
todos os estados, com destaque para o Estado do Rio Grande do Sul, onde
a taxa de utilizacdo de sementes fiscalizadas/certificadas é a menor do pais.

Os resultados do presente trabalho permitem concluir que, dentro do
universo amostrado, Minas Gerais e Mato Grosso néo plantaram sementes
de soja fiscalizada e, ou, certificada transgénica na safra 2002/2003, uma
vez que nenhuma das amostras analisadas foi transgénica. No Parana,
também ndo foi detectada a presenca de soja transgénica, possivelmente
devido ao pequeno numero de propriedades analisadas. Ainda no Parana, a
ndo deteccdo de soja transgénica pode se dar pelo fato de que 87,4% das
amostras analisadas foram de sementes fiscalizadas. No entanto 19,69%
das amostras de sementes de soja do Rio Grande do Sul na safra
2001/2002, que foram enviadas para analise em laboratério credenciado,
foram transgénicas. Isso confirma a posi¢do do Estado do Rio Grande do Sul
como o0 maior produtor de soja transgénica do Brasil.

Atualmente, o Unico alimento transgénico produzido em larga escala é
a soja RR. Apenas trés paises concentram mais de 95% da producéo de
soja transgénica: Estados Unidos, Argentina e Canada. Até 2002, os
Estados Unidos eram o maior produtor mundial de soja e comegaram a ter
problemas em exportar sua producdo, uma vez que a maioria dos paises

proibiu a comercializacdo de soja transgénica. Na Europa e no Japao, por
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exemplo, a soja transgénica ndo pode ser comercializada. Assim, o Brasil
ocupa papel estratégico no mapa mundi dos transgénicos. Por ser o
segundo maior produtor de soja do mundo e também por ser o maior
exportador mundial de soja em gréo (safra 2001/2002), a deciséo do pais a
respeito da liberacdo da soja transgénica podera forcar o mundo a aceita-la
ou fazer com que os Estados Unidos recuem na sua politica de
disseminacéo dos transgénicos, tecnologia que dominam amplamente e que
poderiam exportar, obtendo grandes lucros (Aldé, 2003).

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que,
dentro do universo amostrado, o plantio de soja transgénica no Brasil
encontra-se ainda de forma localizada. Como a presenca de sementes de
soja transgénica foi detectada apenas no Rio Grande do Sul, o pais tem
como controlar o plantio de soja (transgénica e normal), o que poderia
facilitar a comercializacdo segregada da producédo nacional de soja e de

produtos derivados.
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3. RESUMO E CONCLUSOES

No Brasil, a demanda por anélises de residuos de transgénicos em
matérias primas e alimentos tem aumentado significativamente nos ultimos
dois anos, sobretudo apds a suspeita do cultivo ilegal da soja transgénica
resistente ao herbicida glifosato nos estados do sul. A maior parte dessas
andlises tem sido demandada por empresas exportadoras de grdos de soja
e produtos derivados (farelo, proteina texturizada, isolados protéicos etc.)
para a Europa e o Japao.

A primeira parte deste trabalho teve como objetivo oferecer uma visao
geral sobre a comercializacado de soja transgénica e produtos derivados no
Brasil, com base em amostras analisadas, que foram enviadas por varias
empresas, durante os anos de 2000, 2001 e 2002, ao Laboratério de
Andlises Genéticas — AgroGenética. Foram analisadas amostras de graos de
soja, farelo e racdes a base de soja. O método utilizado nas analises foi o da
Reacdo em Cadeia da DNA Polimerase (PCR). Primers especificos foram
utilizados para deteccdo do gene RR (Roundup Ready), o promotor 35S do
virus do mosaico da couve-flor e a regido terminadora NOS.

Como resultados, foram identificadas, no ano de 2000, amostras
positivas apenas em graos de soja (77,8%) e farelo (22,2%). Em 2001,
70,8% das amostras positivas foram de grdos de soja, 12,5% de farelo e
16,7% de racdes a base de soja. J4, em 2002, 34,9% das amostras positivas
foram de grédos de soja, 45% de farelo e 20,1% de racdo. Os resultados
indicam que, a demanda por analises em produtos derivados de graos
(farelo e racdo) aumentou ao longo dos anos e também houve aumento na
porcentagem de transgénicos ao longo dos trés anos avaliados.

Em geral, com alimentos processados é mais dificil obter quantidades
significativas de DNA em condi¢cdes de ser analisado. Assim, este trabalho
teve o objetivo de ajustar uma metodologia de extracdo de DNA para
alimentos processados carneos. Para isso foram testadas modificacdes em
dois métodos de extracdo de DNA, Wizard (Promega) e o PrepMan Ultra

(Applied Biosystems). O DNA de referéncia utilizado neste estudo para testar
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a eficiéncia na extracdo dos métodos avaliados foi o0 DNA de soja, a qual faz
parte da composicdo dos produtos carneos testados.

As modifica¢gdes no método Wizard incluiram o uso de um volume 1,5
vez maior do tampédo de extracdo que o recomendado, maior tempo de
incubacédo (overnight) e eluicéo final do DNA em um volume menor (30 pulL).
No meétodo PrepMan Ultra foram testados dois volumes diferentes do
reagente de extracédo, 200 uL e 400 uL. A reacdo de PCR em tempo real foi
realizada usando o sistema ABI Prism SDS 7000 (Applied Biosystems). Os
resultados obtidos permitem concluir que a extracdo de DNA de produtos
carneos utilizando o método Wizard com as modificagdes propostas foi mais
eficiente que a extragcdo empregando o PrepMan Ultra.

Devido a suspeita do cultivo ilegal de soja transgénica nos estados do
sul do pais, este trabalho também teve como objetivo analisar as sementes
de soja que foram utilizadas no plantio da safra 2002/2003 quanto a
presenca de soja transgénica. Foram analisadas sementes de soja dos
principais estados produtores: Mato Grosso, Parana, Rio Grande do Sul e
também Minas Gerais. As amostras de sementes foram enviadas pelos
laboratérios de analises e certificagdo de sementes de soja de cada estado
e, no Parana, pela COODETEC. Analisaram-se 2466 amostras, sendo 42%
do Mato Grosso, 39,5% do Rio Grande do Sul, 8,4% do Parana e 10,1% de
Minas Gerais. O método utilizado nas analises foi o da Reacdo em Cadeia
da DNA Polimerase (PCR). Primers especificos foram utilizados para
detectar uma regido compreendida entre o promotor 35S do CaMV (virus do
mosaico da couve-flor) e a sequéncia do gene EPSPS (especifica para
amostras de soja RR). Como controle enddgeno, foi utilizada uma sequéncia
especifica, constituida pela regido do gene que codifica a proteina de
reserva lectina de soja.

A presenca de soja transgénica foi detectada apenas em amostras do
Rio Grande do Sul, onde 19,69% delas foram transgénicas. No Parana, Mato
Grosso e em Minas Gerais nao foi detectada a presenca de soja transgénica
em nenhuma das amostras. Os resultados das andlises confirmaram a
suspeita de plantio ilegal de soja transgénica no sul do pais, sobretudo no
Rio Grande do Sul.
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