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RESUMO

Neste trabalho, o método da Reagcdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi utilizado para
detec¢do do milho geneticamente modificado (GM) em amostras de alimentos comercializados
no Brasil (farinha de milho, fuba, biju e polenta) e para duas amostras de alimentos
comercializados na Argentina (farinha de milho e polenta). O método da PCR foi usado para
detec¢do do promotor CaMV 35S (P35S) e do gene crylA(b) em 64 amostras de alimentos. A
nested PCR foi usada para o monitoramento da presenga de MON810 em 81 amostras. O DNA
das amostras de milho foi extraido com brometo de cetiltrimetil aménio (CTAB), e a presenga
do DNA amplificavel do milho foi evidenciada pela amplificagdo dos genes da invertase e da
zeina. Todas as amostras foram positivas para amplificagdo do gene da zeina, entretanto a
amplificacdo do gene da invertase ndo apresentou boa reprodutibilidade para a maioria das
amostras analisadas. No total das 64 amostras brasileiras analisadas para deteccdo do promotor
35S e do gene crylA(b), 1 foi positiva para ambos, gene crylA(b) e promotor P35S, e 19
amostras foram positivas para o gene crylA(b). A sensibilidade da nested PCR para a detecgao
do MONSI10 foi 0,1 %. No total das 81 amostras brasileiras analisadas para a detec¢do de
MONS10, nenhuma foi positiva. Ambas as amostras argentinas foram positivas para presencga
de P35S, gene crylA(b) e MON8I10. Os resultados demonstraram a presenga em uma amostra
do promotor P35S e do gene crylA(b), a presenga em 18 amostras do gene crylA(b) e auséncia
do milho GM MONS810 nas amostras analisadas de alimentos comercializados no Brasil entre
2005 e 2007.

Palavras-chave: reacdo em cadeia da polimerase, analise de DNA, milho geneticamente
modificado, MONS810, P35S, gene crylA(b).
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ABSTRACT

In the present investigation, polymerase chain reaction (PCR) method has been adopted in
order to detect genetically modified (GM) maize in food samples sold commercially in Brazil
(maize flour, corn meal, maize flour flakes and polenta) and two food samples sold
commercially in Argentina (maize flour and polenta). PCR method was used for the detection
of CaMV 35S promoter (P35S) and crylA(b) gene in 64 food samples. Nested PCR method
was used for monitoring the presence of MONS10 in 81 food samples. DNA was extracted
using CTAB from maize containing food samples and the presence of maize amplifiable DNA
was evidenced by the amplification of invertase and zein gene fragments. All analyzed samples
were positive for zein gene amplification however amplification of invertase gene had not a
good reproducibility for most analyzed samples. Out of 64 Brazilian samples examined for
P35S and cryIA(b) detection, one sample was positive for both P35S and cryIA(b) gene and 18
samples were positive for crylA(b) gene. The sensitivity of nested PCR for MON810 detection
was 0.1 %. Out of 81 Brazilian samples examined for MON810 detection, none was positive.
For two Argentinean samples, both were positive for P35S, crylA(b) gene and MONS10.
Results demonstrate the presence of P35S and crylA(b) gene in one sample, crylA(b) gene in
18 samples and absence of MON810 GM maize in analyzed samples of food products sold in
Brazil from 2005 to 2007.

Key words: PCR analysis, DNA detection, GM maize, MON810, P35S, crylA(b) gene.
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INTRODUCAO
A producao mundial de graos tem aumentado exponencialmente desde 1990 e

atualmente uma parcela desta producdo ¢ composta de graos geneticamente modificados
(GM), ou graos transgénicos, como sao comumente denominados (JAMES, 2006).

Organismos geneticamente modificados (OGMs) sdo produzidos a partir da técnica do
DNA recombinante que consiste na inser¢cao, no genoma da planta, de um ou mais genes de
forma a garantir a expressao das caracteristicas de interesse. As duas razdes principais que
envolvem o desenvolvimento de OGMs sdo a melhoria da qualidade e o aumento da
produtividade das plantas, incluindo o aumento das propriedades funcionais e nutricionais, a
tolerancia a herbicidas, a resisténcia a insetos ¢ a doencas (ANKLAM et al., 2002;
KISHORE; SHEWMAKER, 1999).

O milho GM denominado milho Bt, resistente a insetos parasitas do milho e
tolerante ao herbicida glufosinato de amoénio, ¢ uma das principais espécies transgénicas
cultivadas mundialmente (JAMES, 2006). As linhagens de milho GM que contém diferentes
seqliéncias do gene sintético crylA(b), previamente autorizados para comércio na Argentina
e na Europa, foram: Event 176, MONS810 e Btl1. O gene crylA(b) presente nas linhagens de
milho GM MONS10 e Btll estd sob o controle de um promotor constitutivo forte, o
promotor 35S ou P35S (MATSUOKA et al., 2002). No Brasil, o plantio e a comercializagdo
de variedades de milho GM ainda ndo estdo autorizados, somente esta autorizado o plantio
de soja GM Roundup Ready™ (BRASIL, 2005).

A importacdo e a exportagdo de griaos sdo fatores importantes para economia
brasileira e estdo sujeitas a observancia de acordos, leis e decretos. Em janeiro de 2000, em
Montreal, no Canada, foi assinado por 176 paises o Protocolo de Cartagena ou Protocolo
Internacional de Biosseguranca, o qual permite um controle maior sobre OGMs, pois impde
condi¢des para o comércio internacional, onde os pontos principais sdo o principio de
precaucdo e a rotulagem dos produtos transgénicos. O referido protocolo traz garantias ao
pais importador de recusar o produto, caso ndo esteja acompanhado de estudo de risco
adequado, e atribuir responsabilidades em caso de danos (NODARI; GUERRA, 2003).

O decreto n°. 4680 de abril de 2003 estabelece que o consumidor deve ser informado
quando houver presenca acima do limite de 1 % OGM através da rotulagem do produto
(BRASIL, 2003). Com a entrada em vigor deste decreto, todos os produtos alimenticios
contendo milho devem ser analisados a fim de averiguar a presenca de DNA recombinante. O

ndo cumprimento da legislagdo vigente podera trazer barreiras para o comércio de alimentos
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em nivel nacional e internacional. Aliado a isso esta o direito do consumidor obter informagao
clara e correta quanto ao alimento que ira adquirir através da identificagdo no rétulo do
produto. Esse direito ¢ assegurado por lei e desrespeita-lo representa infragao legal que gera
sérios prejuizos sociais e econdmicos para todos os envolvidos. Por outro lado, o atendimento
a legislagdo contribuira para ampliar o comércio e a rastreabilidade dos alimentos além de
garantir ao consumidor liberdade de escolha.

Os métodos para detec¢do de OGM em graos baseados na detec¢do de proteinas
com anticorpos, ja estdo bem estabelecidos (MIRAGLIA et al., 2004). Entretanto, em
muitos alimentos a fonte protéica constitui-se em uma mistura de diferentes matérias-primas
o0 que inviabiliza ou dificulta a detec¢ao (PAN, 2002; SOMMA; QUERCI, 2004; ERMOLLI
et al., 2006). Os métodos baseados na detecgdo de DNA, através da reagao em cadeia da
polimerase (PCR), sdo eficientes até mesmo para amostras altamente processadas, quando o
DNA esta fragmentado, como geralmente ocorre nos alimentos industrializados (TENGEL
etal., 2001).

Andlises realizadas por Greiner, Konietzny, Villavicencio (2005) em alimentos
processados comercializados no Brasil (18 amostras de farinha de milho, 12 amostras de
produtos de padaria, 18 de polenta e 14 de salgadinhos de milho) revelaram a presenca de
material transgénico. Foram identificadas as linhagens transgénicas Btl1 e MON810, em
22% das amostras de polenta, 17 % dos produtos de padaria, 11 % das amostras de farinha
de milho e 7 % dos salgadinhos de milho analisados no ano de 2001. Cardarelli et al. (2005)
avaliaram 89 alimentos contendo milho e soja comercializados no Brasil, 25 foram positivos
para presenca do gene da zeina de milho, 20 foram positivos para amplificagao do promotor
35S usando os iniciadores p35Scf3/p35Scr4 e em nenhum deles foi constatada a presenga
das linhagens transgénicas MON810 e Event176.

Uma vez que poucos estudos de monitoramento da presenca de OGM em
alimentos foram realizados no Brasil, ha necessidade de ampliar pesquisas para deteccao de
OGM em alimentos processados (GREINER, KONIETZNY, VILLAVICENCIO, 2005;
CARDARELLI et al., 2005; BROD et al., 2007).

Este trabalho teve por objetivo geral avaliar através de PCR a presenca de milho
geneticamente modificado em amostras de farinha de milho, fub4, biju e polenta (flocos de
milho pré-cozido) comercializadas no Estado de Santa Catarina, bem como em duas
amostras comercializadas na Argentina (uma amostra de farinha de milho e uma amostra de
polenta). Os objetivos especificos foram testar o método CTAB (brometo de

cetiltrimetilamoénio) para a extracdo de DNA das amostras derivadas de milho, adequar o
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método de PCR para a detec¢do do promotor CaMV 35S, do gene crylA(b) e da linhagem
especifica de milho GM MONZS10.

A apresentacdo deste trabalho foi estruturada na forma de capitulos. O capitulo 1
destaca a revisdo bibliografica. O capitulo 2 aborda a deteccdo por PCR do promotor
CaMV35S e do gene crylA(b) em alimentos a base de milho e o capitulo 3 destaca o
monitoramento da presen¢a do milho geneticamente modificado MON810 por nested PCR
em alimentos comercializados no Brasil. Os capitulos 2 e 3 foram escritos no formato de
artigo. Apds estes capitulos encontram-se as consideragdes finais, apéndices e as referéncias

relativas ao capitulo de revisao.



CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Producio e comercializacdo de milho

A producdo global de milho projetada para 2006/2007 ¢ de 682,13 milhdes de
toneladas e a exportagdo de 77,9 milhdes de toneladas, onde quatro maiores produtores de
milho (Estados Unidos, China, Unido Européia e Brasil) serdo responsaveis por mais de 72 %
da producao mundial (NETO, 2006a).

Estados Unidos (EUA) ¢ o maior produtor de milho, sua produgdo foi de 282,26
milhdes de toneladas entre 2005/2006 sendo 52,71 milhdes de toneladas destinadas a
exportagdo (NETO, 2006a). Os EUA também desenvolvem um programa de bioenergia que
ird demandar mais de 30 milhdes de toneladas de milho para processamento de
biocombustivel. A China, o segundo pais com maior produ¢do de milho, em torno de 114
milhdes de toneladas/ano, cada vez mais destina a sua producdo para o mercado interno. Com
a reducdo dos excedentes de producdo dos principais paises, surge a oportunidade para que
produtores brasileiros possam participar com maiores volumes nas exportacdes mundiais
(TAVARES, 2004). Na Argentina, a produ¢do de milho entre 2004/2005 foi de 14 milhdes de
toneladas sendo 9 milhdes de toneladas destinadas a exportagdo (NETO, 2006a).

A produgdo brasileira estimada para 2006/2007 ¢ de 51,1 milhdes de toneladas. A
importagdo de milho em 2005/2006 foi de 450 mil toneladas e a exportagdo foi de 3,856
milhdes de toneladas (CONAB, 2007). As exportacdes brasileiras de milho em janeiro/2007
totalizaram 463 mil toneladas. A previsdo da Companhia Nacional de Abastecimento
(CONAB), no levantamento de janeiro, ¢ que as exportagdes de milho em 2007 superem 5
milhdes de toneladas (GUIMARAES; ALVES, 2007).

Santa Catarina, que ¢ o quinto estado brasileiro com a maior produ¢do de milho,
correspondendo a 9 % da produgdo nacional, foi responsavel pela colheita de 4,31 milhdes de
toneladas na safra 2003/2004 (NETO, 2004). A safra de 2007 devera alcangar 3,6 milhdes de
toneladas a partir de um plantio em 705 mil hectares (NETO, 2006b).

1.2 Beneficiamento do milho

A industrializagdo do milho ¢ feita através de dois processos: a seco € a imido. No

processo a seco, o milho, ap6s limpeza e secagem, ¢ degerminado e separado em endosperma
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e germe. O endosperma ¢ moido e classificado para a obtencdo de produtos finais (farinha,
fub4, creme, gritz, sémolas), j4 o germe passa por processo de extragdo para producao de 6leo
e farelo (Figura 1). Apos a degerminacao, o cereal pode ser pré-cozido e flocado e dar origem
ao biju ou flocos de milho pré-cozidos, ou ainda moido e extrusado para obter as farinhas de

polenta pré-cozida (ABIMILHO, 2007).

PROCESS0D A SECD
PRE
LIMPEZA
SECAGEM
ARMAZENAGEM
LIMPEZA
GERME
DEGERMINAGAD
EXTRAGAD  OLEDBRUTO
MOAGEM PRE-COZIMENTO B At O
TORTA
EXTRUSAD CLASSIFICAGAD FLOCAGEM PELETIZACAD REFING
FARINHAS GRITZ, SEMOLAS,  FLOCOS DE MILHO FARELOD ALED
PRE-COZIDAS FARINHAS, PRE-COZIDOS PELETIZADO REFINADD
FUBAS, CREME CANJICA

Figura 1 - Etapas de industrializagdo do milho no processo a seco (ABIMILHO, 2007).

No processo a umido, apds limpeza e secagem, o milho ¢ macerado, separado em
germe, fibras e endosperma, o qual ¢ separado em amido e gliten. O amido ainda ¢
convertido em xaropes ¢ modificado em dextrinas e amidos especiais. O gluten ¢ seco e
recebe a incorporagdo das fibras e do farelo para composicdo de ragdes animais conforme

esquema na Figura 2 (ABIMILHO, 2007).
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PROCESSO A UMIDOD

Tanques De e Saparagao — Mainhos . Extragao

Milho Macoragio Do Garme Da Fibras
Limpao —
..-"_P---P-
Liguor [ Refino
Farala De Olao
Do Garma v
&0
Secagem OleoDeMihe  Fibras = Do chiene
- Do Amida
l Glaten ¥  Amido Umido ’
Farmentagdo Gonverso E Secagem
ngredientes  E Destilagio “"“D':“;'::::f"'“ Do Amido
Para Ragies i 1
. Amidos K ¢ 4 Amidos
Algoal ’/ | H Alimenticios Industriais
Combustival Xarope E + Walicdextrinas Dantrinas
Ou Para E Frutase
Babidas Da Glicase Doxtross
D Milha

Figura 2 - Etapas de industrializacdo do milho no processo a imido (ABIMILHO, 2007)

Os principais produtos obtidos a partir do milho e vendidos diretamente ao
consumidor sdo: creme, farinha, farinha pré-cozida flocada (biju), farinha pré-cozida
(polenta), flocos de milho, fuba, canjiquinha, canjica (branca e amarela), polenta pré-cozida,
pipoca, salgadinhos, cuscuz, angu, o6leo de milho refinado, amidos pré-gelatinizados
empregados nos cereais matinais, alimentos infantis e sopas instantaneas (ABIMILHO, 2007).

O amido de milho entra ainda na composi¢ao de diversos alimentos infantis, doces,
balas, sucos, molhos, sopas, vegetais enlatados, bebidas achocolatadas e produtos de
panificacdo. Na forma de xarope, o milho transforma-se em matéria-prima para sorvetes,

geléias, gomas de mascar, licores e sobremesas (ABIMILHO, 2007).

1.3 Producio e comercializacdo de graos GM

Desde 1994, o plantio de OGMs tem se expandido mundialmente. Entre 2005 e
2006, a area global de cultivo de OGMs aumentou 13% o equivalente a 12 milhdes de
hectares. As principais espécies transgénicas cultivadas mundialmente em 2006 foram a soja
(58,6 milhdes de hectares), o milho (25,2 milhdes de hectares), o algodao (13,4 milhdes de
hectares) e a canola (4,8 milhdes de hectares). Entre os paises com as maiores areas

cultivadas com transgénicos destacam-se os EUA, a Argentina, o Brasil, o Canada, a India e
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a China. No Brasil, 11,5 milhdes de hectares foram destinados ao cultivo de soja e algodao
transgénicos em 2006 (JAMES, 2006).

Os principais paises responsaveis pela producdo e comercializagdo de milho GM sdo
Estados Unidos, Argentina e Canad4d, mas também se destacam, com menores dareas
cultivadas, Africa do Sul, Uruguai, Espanha, Filipinas, Honduras. Houve aumento de mais de
cinco vezes, de aproximadamente 1.500 hectares em 2005 para cerca de 8.500 hectares em
2006, na area plantada de milho Bt nos cinco paises da Unido Européia - Franca, Republica
Tcheca, Portugal, Alemanha e Eslovaquia (JAMES, 2006). No Brasil, o plantio de milho GM
para fins comerciais ndo estd autorizado, somente estd autorizado o plantio de soja GM
(BRASIL, 2005).

Na Europa existe um forte receio dos consumidores em relagdo aos graos GM e as
legislagdes sdo bastante restritivas quanto ao seu cultivo e importagdo (CAVALI, 2001;
GRUERE, 2006). Na Unido Européia, o limite maximo para ndo rotular um produto como
geneticamente modificado ¢ 0,9% de OGMs. E obrigatoria a rotulagem para alimentos
destinados ao consumo humano e animal, produtos expostos em restaurantes e derivados de
ingredientes GM mesmo com quantidades ndo detectdveis de proteinas transgénicas, como
6leo de soja e milho, xaropes e lecitina de soja (GRUERE, 2006). Nos EUA, embora a recente
legislacdo ndo exija a rotulagem, o governo recomenda fazé-la voluntariamente, exigindo
apenas que as empresas produtoras de alimentos contendo OGMs notifiquem Orgaos
reguladores, como FDA, USDA e EPA, antes do novo produto ser comercializado
(THOMSON, 2003; GRUERE, 2006).

No Brasil, o Instituto Brasileiro de Pesquisa Estatistica (IBOPE), em pesquisa de
opinido publica, registrou que os brasileiros, caso pudessem escolher entre um alimento
transgénico e um alimento ndo transgénico, em sua maioria, 74% dos entrevistados,
escolheriam produtos ndo transgénicos. A mesma pesquisa, registrou que 91% dos brasileiros
querem que os produtos transgénicos apresentem rotulagem (IBOPE, 2001). Assim, o
atendimento das legislacdes nacionais e internacionais bem como avangos nos sistemas de
deteccdo de OGMs em alimentos sdo importantes para ampliar oportunidades de comércio

interno e fortalecer a exportagdo de produtos brasileiros (TAVARES, 2004).
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1.4 Milho GM

A produgdo do milho GM utiliza a tecnologia do DNA recombinante e baseia-se na
transformagao genética através da inser¢ao no genoma da planta de uma ou mais seqiiéncias,
geralmente isoladas de espécies diferentes, de forma a garantir a expressao do(s) gene(s) de
interesse (ANKLAM et al., 2002).

A constru¢do de OGMs para expressar determinada proteina normalmente utiliza
trés elementos basicos no cassete de expressdo: o promotor, que controla a expressdo da
proteina recombinante no organismo; a regido codificadora, que codifica a proteina
recombinante de interesse; e a regido terminadora, que determina o final do processo de
transcricdo do gene. Além disso, pode ser adicionado um gene marcador que serve para
selecionar as células que, de fato, foram transformadas (MARCELINO et al., 2003). O
elemento promotor mais utilizado ¢ o CaMV 35S, promotor derivado do virus fitopatogénico
do mosaico da couve-flor, e o elemento teminador mais utilizado ¢ o NOS, derivado do gene
da nopalina sintase do plasmidio Ti da bactéria Agrobacterium tumefaciens. Estes dois
elementos estdo presentes na maioria das plantas GM (MEYER, 1999; WOLF et al., 2000).

Existem diversas linhagens de milho GM que apresentam diferentes cassetes de
expressdo (LIPP et al., 1999; TENGEL et al., 2001; CHIUEH et al., 2001; MATSUOKA et
al., 2002; YAMAGUCHI et al., 2003; YU et al., 2004). A modificacdo genética do milho
que confere resisténcia a insetos e tolerancia a herbicidas ¢ a mais comum e esse tipo de
modificagdo geralmente resulta na expressdo de dois transgenes: crylA(b) e bar/pat

(MATSUOKA et al., 2002; YAMAGUCHI et al., 2003; JAMES, 2006).

O gene crylA(b) (clonado da bactéria do solo Bacillus thuringiensis ssp. kurstaki
cepa HD-1, conhecido por Bt), promove resisténcia aos insetos parasitas do milho, como a
broca (Ostrinia nubialis), principal parasita do milho responsavel pela perda de 5-10 % da

produtividade das areas cultivadas (QUERCI; MAZZARA, 2004; BATS, 2003).

O efeito inseticida ocorre provavelmente pela ligacdo especifica das proteinas Cry
sobre receptores intestinais do inseto o que causa vazamento de ions e dano osmotico das
células, até a desintegracdo do mesentério e morte do inseto. Esse efeito toxico seletivo nao
se estende aos outros organismos que ndo tenham tais receptores compativeis, tornando a
toxina Bt inerte a seres humanos, outros animais ¢ insetos (LOGUERCIO, CARNEIRO,
CARNEIRO, 2002; RANJEKAR et al.,, 2003; QUERCI; MAZZARA, 2004). Vérias
subespécies de Bt sdo conhecidas e efetivas contra diferentes tipos de insetos porque

possuem diferentes genes cry e produzem toxinas especificas. As principais versdes deste
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gene utilizadas em milho sdo os genes crylA(b), crylA(c) e cry9C que codificam toxinas
efetivas aos insetos da ordem lepidoptera (CTNBio, 2003; BATS, 2003; CRICKMORE et
al., 1995).

Os genes bar, derivado da bactéria do solo Streptomyces higroscopicus, e pat,
derivado da bactéria do solo Streptomyces viridochromogenes, codificam a enzima pat ou
fosfinotricina acetiltransferase que promove tolerancia ao herbicida glufosinato de amdnio
pela inativacdo da L-fosfinotricina, componente ativo do herbicida (QUERCI e MAZZARA,
2004; WEHRMANN et al., 1996). As linhagens de milho GM T25 e Btl1 apresentam o
gene pat (MATSUOKA et al., 2002).

O promotor P35S do virus do mosaico da couve-flor ¢ uma seqiiéncia amplamente
utilizada em muitas sementes GM para obter uma alta expressdo constitutiva do gene
inserido na planta modificada. Esta presente nas linhagens transgénicas do milho Event 176,

Btl1, T25 e MON810 (MATSUOKA et al., 2002).

O numero de linhagens transgénicas aprovados em todo mundo ¢ crescente. A
linhagem que mais tem recebido aprovacao regulatéria no mundo € o de soja RR (Roundup
Ready) tolerante a herbicida, seguida pelo milho resistente a inseto (MONS810) e o milho
tolerante a herbicida (NK603) (JAMES, 2006). Mais de 21 linhagens de milho GM sao
cultivadas e comercializadas como alimento humano e/ou animal nos EUA. Na Unido
Européia sdo 12 linhagens de milho aprovadas, 8 na Argentina e 2 no Uruguai, que incluem
as linhagens: MON810 e Btll (AGBIOS, 2007). As quatro linhagens mais cultivadas de
milho GM tolerante a insetos e resistente a herbicidas sdo Btll, Event 176, MONS8I10 e
LIBERTY (YAMAGUCHI et al., 2003; GREINER, KONIETZNY, VILLAVICENCIO,
2005).

O milho Bt11, desenvolvido pela Novartis (Syngenta Seeds Mycogen Corporation),
empresa Suica, expressa os dois genes crylA(b) e bar (Figura 3-A), localizado em diferentes
construgdes, que estao sob o controle do promotor 35S e do teminador NOS (MATSUOKA
et al., 2002).

O milho Event 176 (Novartis, Suiga; Syngenta Seeds Mycogen Corporation)
expressa os genes crylA(b) e bar (Figura 3-B). O gene crylA(b) é expresso no milho, sob o
controle do promotor da fosfoenolpiruvato carboxilase (P-PEPC) e no pdlen, sob o controle
do promotor da proteina kinase calcio-dependente (P-CDPK). O terminador utilizado ¢ o

T35S derivado do virus do mosaico da couve-flor (T-CaMV 35S) e inclui a seqiiéncia de
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intron 9 do gene fosfoenolpiruvato-carboxilase do milho (PEPC Intr.#9). A expressao do
gene bar esta sob o controle do promotor 35S (P35S) e do terminador 35S (T35S) do virus
do mosaico da couve flor. A comercializagdo do milho Bt 176 foi aprovada nos EUA em
1995 ¢ na Europa em 1997 tanto para ra¢do animal como para processamento industrial

(QUERCI; MAZZARA, 2004).

A linhagem MONS810 (Figura 3-C), desenvolvida pela Monsanto no Canada, expressa
o gene crylA(b) sob o controle do promotor 35S derivado do virus do mosaico da couve-flor
(P-CaMV 358), seqiiéncia de intron hsp 70 e terminador NOS (T-nos) (YAMAGUCHI et al.,
2003). O gene crylA(b) estd truncado, ou seja, a inser¢do ocorreu de forma incompleta na
linhagem MONZS810 devido a perda da regido 3’ da construcao original (HERNANDEZ et al.,
2004). O plantio do milho MONS10 foi aprovado nos EUA em 1996 e a comercializagdo em
1998, como alimento e racdo animal. O plantio e a comercializagdo desta linhagem também
foram aprovados na Argentina, Australia, Japdo, Africa do Sul e Suica (QUERCI e
MAZZARA, 2004).
As linhagens T14 e T25, que correspondem a modificagdes genéticas do milho
LIBERTY-Link foram desenvolvidas pela Bayer/Aventis CropScience (AgrEvo). Ambas
expressam os genes bar e pat sob o controle do promotor 35S e dos terminadores NOS e

35S, respectivamente (MATSUOKA et al., 2002; YAMAGUCHI et al., 2003).

A construcdo Btll possui o terminador NOS, enquanto Event 176 ¢ LIBERTY
possuem o terminador 35S. Dentre as quatro linhagens citadas, excetuando-se o milho Event
176, todas possuem em comum o promotor 35S. Exceto a linhagem LIBERTY, as demais
possuem o gene crylA(b) conforme mostra a Figura 3 (YAMAGUCHI et al., 2003). Na
linhagem MONS810 o gene crylA(b) esta sob o controle de um promotor forte (P35S) e isso
resulta na forte expressdo desse gene em todos tecidos do milho (MATSUOKA et al., 2002;
MARGARIT et al., 2006).
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Figura 3 - Diagrama esquematico de quatro diferentes linhagens de milho GM: (A) Bt 11; (B) Event 176; (C)
MON 810; (D) LIBERTY (adaptado de YAMAGUCHI et al., 2003).

1.5 Riscos e beneficios de alimentos GM

O desenvolvimento de plantas GM visa melhorar a qualidade e a produtividade dos
alimentos. Contudo, modificagdes no material genético da planta, incluindo a expressdao de
novos genes, levantam questdes polémicas que exigem uma avaliagao cuidadosa de riscos e
beneficios destes alimentos principalmente para o homem e para o meio ambiente (NODARI;
GUERRA, 2003).

O aumento da produtividade das lavouras GM pode ser apontado como um beneficio
das espécies GM resistentes a insetos e tolerantes a herbicidas (MALARKEY, 2003). Isso
ocorre pela resisténcia das plantas ao ataque de doencas causadas por virus, fungos, bactérias
e insetos as plantagdes. Outra vantagem € o uso de apenas um tipo de inseticida ou pesticida
com conseqliente reducao de riscos de contamina¢do humana, animal e ambiental (JOUANIN
et al., 1998; THOMSON, 2003). Outros beneficios sao a produ¢dao em larga escala para
atender as necessidades do crescimento populacional e do aumento da expectativa de vida;
plantas com crescimento rapido e menos susceptiveis a doencgas; alimentos mais saborosos e
nutritivos; aumento da vida de prateleira; maior prote¢do de graos armazenados contra insetos

e redugdo nos niveis de micotoxinas (UZOGARA, 2000; CELEC et al., 2005).
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Hé4 muitas criticas contra alimentos GM, por parte de consumidores e grupos
ecologicos protecionistas, paises que possuem restrigdes ao comércio de alimentos GM e
produtores organicos, devido a visdo da nova tecnologia como uma ameaga a agricultura
mundial, a saude e a ecologia (UZOGARA, 2000).

O desenvolvimento da engenharia genética criou uma série de preocupagdes éticas,
religiosas, ambientais e de seguranca, como o levantamento de questdes sobre a transferéncia
da modificacdo genética ao consumidor do alimento GM; a alteragdo nos mecanismos de
regulagdo da duplicacdo do DNA com efeitos indesejaveis e inesperados a nivel celular; a
imprecisdo das técnicas para inser¢do do DNA nas plantas transformadas (AKHTER et al.,
2001; SOLERI e CLEVELAND, 2006).

Embora diversos estudos de avaliagdo de risco dos alimentos GM ja tenham sido
realizados (HILBEC, 2001; DEAVILLE; MADDISON, 2005; GOGGI et al.,, 2006;
NAKAJIMA et al., 2007), ainda ha davidas quanto aos riscos da manipulagdo genética para
saude humana em questdes sobre se a insercao do gene pode trazer efeitos adversos devido a
presenca de proteinas e outras substancias toxicas no alimento GM; risco de reagdo alérgica
ao homem; ativagdo de genes anteriormente silenciados na planta convencional; transferéncia
permanente de material genético para outros organismos; alteracdo da microbiota humana
pelo consumo de alimentos GM; surgimento de bactérias resistentes a antibidticos; uso
continuo de determinados inseticidas e pesticidas que podem resultar no desenvolvimento de
patogenos resistentes; além da transferéncia de resisténcia a espécies selvagens que podem
afetar a biodiversidade e a integridade do ecossistema (AKHTER et al., 2001; LACK, 2002;
MALARKEY, 2003). Um estudo realizado com animais alimentados com racao transgénica
ndo detectou a presenca de DNA recombinante em nenhum 6rgdo ou tecido destes animais
(FLACHOWSKY et al., 2007).

Existem ainda os riscos ecoldgicos, onde se destaca o fluxo génico com parentes
silvestres (THOMSON, 2003; GOGGI et al., 2006), como ocorreu com espécies selvagens de
milho no México contaminadas pelo poélen do milho Bt cultivado nos EUA (QUIST;
CHAPELA, 2001; BALTAZAR et al., 2005; SOLERI; CLEVELAND, 2006). Um efeito
prejudicial da modificagdo genética que confere resisténcia a insetos esta relacionado com a
morte de outros insetos, além do inseto-alvo, o que pode gerar um desequilibrio ecoldgico
(THOMSON, 2003).

Uma estratégia utilizada para avaliar a seguranca de um alimento GM esta baseada no
conceito de “Equivaléncia Substancial”. Isso inclui uma compara¢do entre o alimento

modificado e seu correspondente convencional quanto as propriedades agronomicas,
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genéticas, morfologicas, fisico-quimicas e biologicas, a fim de estabelecer um grau de
equivaléncia e avaliar os riscos anteriormente descritos (KUIPER; KETLER, 2003). Esta
comparagdo permite o estabelecimento da seguranca relativa para o alimento GM na
avaliacdo dos riscos destes produtos (NODARI e GUERRA, 2003).

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) e a Food and Agriculture Organization
(FAO) em 1995 e 1997 apresentaram principios internacionais para seguranga de alimentos.
A andlise da seguranga dos alimentos GM inclui alguns principios bésicos, os quais sdo:
analise do potencial de toxicidade e alergenicidade (pesquisa a relacdo entre o transgene e
alérgenos conhecidos); ensaios in vitro com uso de enzimas, receptores de proteinas ou
linhagens de culturas celulares (verifica o risco de o transgene induzir processos toxicos a
nivel celular); experimentos in vivo com animais (simulam a resposta imunologica e

enddcrina esperada em humanos) (KONIG et al., 2004).

1.6 Rotulagem de alimentos contendo OGM

A Lei n° 8.078, de 11 de setembro de 1990, artigo 6°, paragrafo III e artigo 8°, do
Codigo de Defesa do Consumidor garante ao cidadao o direito a informagao sobre o produto
através da rotulagem (BRASIL, 1990). Além de permitir o direito de livre escolha, a
rotulagem possibilita a rastreabilidade, especialmente em casos de identificagdo e
recolhimento de produtos com efeitos potenciais a saude humana (NODARI; GUERRA,
2003).

Quanto a presenca de graos GM em alimentos para consumo humano ou animal, a
Lei Federal n°. 11.105, de 14 de margo de 2005 estabelece no artigo 40 que “os alimentos e
ingredientes alimentares destinados ao consumo humano ou animal que contenham ou sejam
produzidos a partir de OGM ou derivados deverao conter essa informagao em seus rétulos”
(BRASIL, 2005). Enquanto o decreto n°. 4680, de 24 de abril de 2003 também especifica que:
“na comercializagdo de alimentos e ingredientes alimentares destinados ao consumo humano
ou animal que contenham ou sejam produzidos a partir de organismos geneticamente
modificados, com presencga acima do limite de um por cento do produto, o consumidor devera
ser informado da natureza transgénica desse produto” (BRASIL, 2003). Deste modo, torna-se
obrigatoria a identificacdo dos alimentos que contenham mais de 1% de organismos
geneticamente modificados. Tanto nos produtos embalados como nos vendidos a granel
deverd constar no rétulo a informagao sobre a presenca de transgénico, quando acima do

limite de 1 %. Este mesmo decreto estabelece que os alimentos produzidos a partir de animais
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alimentados com ragdo contendo ingredientes transgénicos deverao conter esta informagao no

rotulo (BRASIL, 2003).

1.7 Detecciao de OGM em alimentos

Na deteccdo de OGM em alimentos ¢ importante evitar a contaminacao cruzada de
amostras e de reagentes em termos do uso de espago fisico e equipamentos, se possivel,
exclusivos para deteccdo de OGM. Também, torna-se necessario o uso de controles
positivos e negativos para garantir a precisio dos resultados obtidos (HUBNER, STUDER,
LUTHY, 1999).

Varios métodos para deteccdo de OGM em graos ja foram desenvolvidos, alguns
baseados na deteccao de proteinas e outros na detec¢do de DNA (VAN DUIJN et al., 1999;
VOLLENHOFER et al., 1999; AHMED, 2002).

1.7.1 Deteccao de Proteinas

Os métodos baseados na andlise de proteinas (Western blot, ELISA, tiras de fluxo
lateral) detectam a presenga de proteinas recombinantes que podem ser produzidas durante
certos estagios de desenvolvimento ou em apenas algumas partes da planta
(MARKOULATOS et al., 2004; AHMED, 2002). O processamento industrial geralmente
desnatura proteinas e dificulta o uso destes métodos na analise de alimentos processados
(PAN, 2002; SOMMA e QUERCI, 2004; ERMOLLI et al., 2006). ERMOLLI et al. (2006)
observaram que diferentes kits, além de apresentarem diferengas no limite de deteccao,
apresentam resultados distintos e, portanto, sdo necessarias a padronizacdo e a validagdo
desses resultados.

Chiueh et al. (2001) utilizaram tiras de fluxo lateral para andlise das linhagens
transgénicas MONS10, Btl1 e Event 176 e encontraram boa especificidade e um limite de
deteccao de 2 %. Estes autores comprovaram também que o método ELISA possui menor
sensibilidade do que a PCR convencional. Além disso, kits de detec¢do de proteinas sdo
geralmente utilizados como métodos de triagem e ndo permitem a detecg¢do especifica e
simultanea de diferentes linhagens transgénicas (CHIUEH et al., 2001; TRIPATHI, 2005).

Entretanto, Roda et al. (2006) mostraram resultados favordveis para o método
ELISA na detec¢ao do milho transgénico MONS10 através da triagem rapida e sensivel da

proteina CryIA(b).
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1.7.2 Deteccao de DNA

Os métodos baseados na detecgdo de DNA sdo eficientes até mesmo para amostras
altamente processadas, quando o DNA estd fragmentado, mas ndo seriamente degradado,
como geralmente ocorre durante o processamento de alimentos (TENGEL et al., 2001). O
DNA pode apresentar-se fragmentado no caso de alimentos cujo processamento inclui
alteracdes no pH e o uso de alta temperatura como 6leo refinado, proteina texturizada,
farinhas pré-cozidas, flocos de milho pré-cozidos, por exemplo. Bauer et al. (2003)
comprovou a fragmentacdo do DNA da farinha de milho GM Bt-176 apds tratamento
térmico a 85°C em pH 8,4 e a 65°C em pH 4,0 por 90 minutos. Contudo, foi possivel a
deteccdo de fragmentos de DNA de 957 pb caracteristicos desta linhagem transgénica
(BAUER et al., 2003). Outro estudo comprovou que ocorre maior degradagdo do DNA do
milho durante o processamento com uso de calor em meio acido (HUPFER et al., 1998).

A andlise de DNA baseia-se na capacidade de detectar seqiiéncias unicas de DNA
recombinante ou endoégeno da planta e gera resultados evento-especificos para plantas
diferentes que expressam a mesma proteina recombinante. Além disso, permite a detecgdo e
quantificacdo de plantas GM que ndo expressam nenhuma nova proteina devido ao
silenciamento da expressdo do gene. Nas amostras em que existe DNA recombinante, todo o
DNA exogeno ¢, em principio, susceptivel a deteccao: seqiiéncias de promotores, genes de
interesse introduzidos, sinais de terminacdo e genes marcadores usados para selecdo das
plantas modificadas em laboratério (HOLST-JENSEN et al., 2003).

M¢étodos para detecgdo de grdos GM baseados na amplificacio do DNA
recombinante através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) sao altamente especificos
e sensiveis e podem ser aplicados para deteccdo de pequenas quantidades de DNA de uma
grande variedade de amostras (ANKLAM et al., 2002; MARCELINO et al., 2003). A PCR ¢
capaz de identificar material transgénico em uma amostra mesmo que ele represente apenas
0,1 % do alimento. Assim, ¢ o método mais adequado para detec¢do de OGM em alimentos
processados ou que sofreram tratamento térmico (AHMED, 2002).

O protocolo para andlise de OGMs em alimentos, baseado na presenca de DNA,
segue algumas linhas gerais que incluem: extragdo e purificagdo do DNA da amostra,
determinagdo da concentragdo de DNA extraido, amplificacdo do DNA por PCR com
iniciadores especificos para seqiiéncias presentes no OGM e eletroforese do DNA amplificado
(SOMMA, 2004).

Um pré-requisito essencial para a detec¢do de OGMs em alimentos compreende o

conhecimento do tipo de modificacdo genética, incluindo a constru¢ao genética do inserto e
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elementos regulatorios (promotores e reguladores) que o flanqueiam. Para analise, ¢
necessaria uma quantidade minima de amostra contendo DNA amplificavel compreendendo a

seqiiéncia de DNA alvo (SOMMA, 2004).

1.7.3 Extracdo DNA

A extracdo de DNA para analise de alimentos e ingredientes alimentares GM ¢ um
ponto critico para todos os passos analiticos subseqiientes, tanto para a deteccdo qualitativa
como para a analise quantitativa. Assim, o método de extragao deve assegurar a pureza ¢ a
qualidade do DNA extraido (ANKLAM et al., 2002). Geralmente, a extragdo de DNA de
plantas visa a quebra da parede celular; a desintegracdo da membrana celular pelo uso de
detergentes, como CTAB (brometo de cetiltrimetilamonio) ou SDS (dodecil sulfato de sédio),
e a preservagao da integridade dos acidos nucléicos em solugdes tampao de EDTA (4cido
etileno diamino tetracetico) e Tris-HCI; inativagdo de nucleases endogenas pelo uso de
detergentes e EDTA; inativacdo e degradacdo de proteinas pelo uso de enzimas como a
proteinase K; separagdo de polissacarideos inibidores e constituintes celulares hidrofobicos,
como lipidios e polifendis, utilizando solventes organicos como cloroférmio; remog¢ao do
detergente e concentracdo do DNA com 4lcool e sais de precipitacio (ANKLAM et al., 2002).

O protocolo baseado no uso do detergente CTAB ¢ o mais utilizado para a extra¢ao de
DNA de diferentes espécies vegetais, inclusive para o milho (JANKIEWICZ, BROLL e
ZAGON, 1999; HUPFER et al.,, 1998; LIPP et al., 1999; HERNANDEZ et al., 2004;
CARDARELLI et al., 2005; VALENTE, 2005). Esse detergente solubiliza as membranas,
formando com o DNA um complexo que facilita a posterior precipitacdo de polissacarideos e
outros interferentes (ANKLAM et al., 2002). Outras opg¢des de extragdo incluem o uso de
diferentes colunas de silica ligantes de DNA e kits de extragdo especificos com resultados de
extracdo varidveis dependendo das condig¢des de processamento do alimento (DI PINTO et

al., 2007; SMITH; MAXWELL, 2007).

1.7.4 Quantificacao do DNA extraido

A concentragdo de DNA em solugdo pode ser determinada através da medida direta da
densidade 6tica (DO) sob luz ultravioleta (UV). Os acidos nucléicos apresentam pico de
absor¢do de luz ultravioleta no comprimento de onda de 260nm e as proteinas a 280nm. A
relagdo Ajeo/Azgo € utilizada para estimar a pureza dos acidos nucléicos. A solugdo pura de

DNA apresenta uma relacdo Azeo/Azgo de aproximadamente 1,8. A absor¢do no comprimento
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230 nm reflete contaminagdo da amostra por carboidratos, fendis e compostos aromaticos

(SOMMA, 2004).

1.7.5 Amplificagdo por PCR

A PCR ¢ um processo que mimetiza in vitro o processo natural de replicacdo do DNA
que ocorre a nivel celular. Contudo, a PCR amplifica um fragmento restrito e especifico do
DNA molde que permite a multiplicagdo de seqiiéncias especificas de DNA através de um par
de oligonucleotideos sintéticos denominados iniciadores (LIPP et al., 2005). Os iniciadores
sdo artificialmente sintetizados, tendo como base uma seqiiéncia de nucleotideos
complementares as seqiiéncias que delimitam o fragmento de DNA a ser amplificado. A
reacdo de amplificacdo ¢ catalisada pela enzima 7ag DNA polimerase que alonga o iniciador,

quando este esta ligado a uma fita simples de DNA molde, e gera uma copia complementar da

seqiiéncia-alvo (ANKLAM et al., 2002).

A PCR consiste em ciclos consecutivos de desnaturagdo do DNA dupla fita para DNA
fita simples pelo aumento da temperatura; anelamento de dois iniciadores no DNA alvo e
extensdo da cadeia de DNA pela adicdo de nucleotideos devido a acdo da enzima DNA
polimerase na presenca de ions magnésio (Figura 4). Isto permite a duplicagdo do fragmento
de interesse a cada ciclo e o aumento exponencial do numero de fragmentos amplificados de

acordo com o nimero total de ciclos da reagdo (SOMMA; QUERCI, 2004).
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Figura 4 - Representagdo das etapas da PCR para amplificacdo de DNA (adaptado de Nelson, Cox (2000),
p-1130).

Qualquer método de detec¢gdo de OGM por PCR depende de um conhecimento
detalhado da estrutura e da seqiiéncia do DNA recombinante a fim de selecionar os
iniciadores mais apropriados (ANKLAM et al., 2002). Tracos de DNA sdo suficientes para
deteccdo de OGM em alimentos uma vez que o que mais importa na deteccao € a qualidade,

quantidade e a pureza do DNA extraido (TENGEL et al., 2001).

O resultado da amplificagdo de DNA por PCR pode ser facilmente visualizado por
eletroforese em gel de agarose. Quando o produto da PCR (amplicon) proveniente da
amplificacdo do DNA recombinante estiver presente no perfil de eletroforese da amostra, o
resultado indica a presenca de OGM. E necessario, porém, ter cuidado com a possibilidade de
resultados falso-positivos, que podem ser verificados por métodos como clivagem do produto
amplificado, digestdo com endonucleases de restri¢cao, seqiiénciamento do produto da PCR ou

realiza¢ao de uma nested PCR (SOMMA e QUERCI, 2004).

1.7.6 Nested PCR

A técnica denominada nested PCR pode ser usada para confirmar que a primeira PCR

amplificou especificamente um fragmento presente na seqiiéncia do DNA alvo. A nested PCR
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¢ realizada por 15 a 30 ciclos com um primeiro par de iniciadores e a seguir por mais 15 a 30
ciclos com um segundo par de iniciadores, para amplificar uma regido interna do primeiro
amplicon. O produto originado na primeira PCR ¢ usado como um molde para a segunda PCR

(Figura 5).

nspro e | /RGN -

401pb

mg2

mg3 mg4

Figura 5 - Diagrama esquematico dos fragmentos de DNA recombinante do milho MON810 amplificados por
nested PCR. Amplificacdo do fragmento de 401 pb com os iniciadores mgl/mg2 para detecg¢do especifica da
jungdo entre o P35S e o intron 1 da proteina hsp70 do milho MONS810 seguida por nested PCR com os
iniciadores mg3/mg4 que amplificam parte do fragmento anterior, incluindo o P35S e o exon 1 da proteina (hsp
70), que resulta em um fragmento de 149 pb (adaptado de ZIMMERMANN et al., 1998).

O uso da nested PCR pode aumentar a sensibilidade e especificidade da amplificacao
do DNA porque elimina produtos de amplificacdo inespecificos. No entanto, o risco de
contaminagdo ¢ uma desvantagem da maior sensibilidade e um grande cuidado deve ser

tomado na realizacao deste tipo de reacdo (SOMMA; QUERCI, 2004).

1.7.7 PCR multiplex

A PCR multiplex permite a detec¢do de varias linhagens transgénicas
simultaneamente. Através da combinagdo de diversos pares de iniciadores no mesmo tubo de
reacdo € possivel obter um grande ntimero de informag¢des em pouco tempo com economia no
consumo de reagentes em relagdo a PCR convencional, que utiliza um tUnico par de
iniciadores (GERMINI et al., 2004). Diversos pesquisadores utilizaram PCR multiplex para
deteccdo de milho GM (MATSUOKA et al., 2002; JAMES et al., 2003; GERMINI et al.,
2004; ONISHI et al., 2005).

Huang e Pan (2004) utilizaram iniciadores especificos para deteccdo simultanea das
linhagens de milho MON810 e NK603 e encontraram um limite de detecg¢do de 0,5 %. Onishi
et al. (2005) utilizaram PCR multiplex para deteccdo de oito linhagens de milho GM que
incluiram Btll, Event 176, GA21, MONS810, T25, MON863, NK603 e TCI1507, e

comprovaram a eficiéncia da PCR multiplex para detec¢ao qualitativa do milho GM.
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Entretanto, o uso da analise multiplex dificulta a distin¢ao precisa do tipo de linhagem
GM presente na amostra porque o resultado obtido pode ser interpretado de diferentes
maneiras, tais como: a amostra contém uma linhagem GM especifica; a amostra contém mais
de uma modificacdo genética; a amostra contém uma pequena por¢do de outros graos que
possuem fragmentos de DNA idénticos aqueles inseridos no grao GM em analise; a PCR nao
pode ser realizada com certos iniciadores porque a degradacdo do DNA recombinante pode
ser diferente de acordo com o grau de processamento do alimento (MATSUOKA et al.,

2002).

1.7.8 PCR em Tempo Real

O método para quantificagdo de alimentos contendo OGM mais utilizado ¢ a PCR em
Tempo Real. Esse método permite monitorar a reagdo de PCR durante a sua ocorréncia, em
tempo real. Os resultados geralmente sdo expressos em percentual de material GM em relagao
ao material do organismo parental (LAJOLO; NUTTI, 2003). Isso significa que a base para
calculo do teor de material GM deve ser o material do organismo parental, por exemplo, a
referéncia para estimativa do conteiido de milho GM por PCR deve ser o DNA total do milho
utilizado na formulagdo do alimento. Entre os sistemas mais utilizados em PCR em tempo
real destacam-se os corantes intercalantes (SYBR® Green) e as sondas de hibridizacao
(TagMan®, FRET, Scorpion'™) (LIPP et al., 2005).

Alary et al. (2002) comprovaram a eficiéncia da sonda TagMan para analise de graos
de soja RR e milho Event176 através da amplificacdo de um fragmento do promotor 35S e de
genes enddgenos. Hernandez et al. (2003) apresentaram um método para quantificacdo
simultanea de diferentes produtos de amplificagdo especificos para a soja RR e para os milhos

Event 176, Bt11, MON810 e GA21.

1.7.9 Iniciadores para PCR do milho

Diversos iniciadores para PCR podem ser utilizados na deteccdo de DNA do milho
convencional e de DNA de milho GM. Fragmentos de genes codantes da zeina e da invertase,
especificos do milho, sdo amplificados por PCR para confirmar a presenga e a integridade do
DNA do milho. Regides comuns a diversas linhagens GM, como a do promotor P35S, a dos
terminadores T-35S e T-NOS, e de genes como o crylA(b), podem ser amplificadas por PCR
a fim de detectar a presenga do milho GM (HUPFER et al.,1998; VOLLENHOFER et al.,
1999; LIPP et al., 2001; JAMES et al.,, 2003; CARDARELLI et al., 2005; GREINER,
KONIETZNY, VILLAVICENCIO, 2005).
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A escolha dos iniciadores para deteccdo de fragmentos inseridos em graos GM ¢
baseada em informagdes sobre a construcdo genética e sobre as seqiiéncias dos fragmentos de
DNA inseridos na linhagem transgénica (MATSUOKA et al., 2002). O desenho de
iniciadores pode ser feito a partir das seqiiéncias de DNA conhecidas, como as depositadas no
GenBank (banco de dados de seqiiéncias de DNA disponivel por meio eletronico).

Destacam-se alguns alvos dos iniciadores utilizados na PCR do milho:

a) Invertase

A invertase ¢ uma enzima que ocorre naturalmente no milho. A amplificacio
especifica de um fragmento de 226 pb do gene que codifica a invertase do milho foi utilizada
por diferentes pesquisadores para analise do DNA extraido de amostras de milho (HUPFER et
al., 1998; JAMES et al., 2003; GREINER, KONIETZNY, VILLAVICENCIO, 2005). Outro
trabalho propde a amplificacdo de um fragmento de 122 pb do mesmo gene

(VOLLENHOFER et al., 1999).

b) Zeina

Diversos pesquisadores utilizaram a amplificagdo especifica do gene da delta-zeina do
milho como controle da qualidade do DNA extraido. Matsuoka et al. (2002); Yamaguchi et al.
(2003) e Cardarelli et al. (2005) utilizaram o par de iniciadores ZEO1-F/ZEO2-R para
amplificagdo de um fragmento de 329 pb da zeina do milho. H6hne, Santisi, Meyer (2002) e
Bordoni et al. (2005) utilizaram outros iniciadores para amplificagdo de um fragmento,

respectivamente, de 84 pb e 139 pb da zeina do milho.

¢) Promotor P35S

A amplificagdo do promotor 35S (P35S) do virus do mosaico da couve-flor ¢
freqiientemente utilizada como forma de deteccdo do milho GM. Diferentes iniciadores sao
utilizados para amplificacdo de diversos fragmentos do P35S que variam de 68 pb a 195 pb
(LIPP et al.,, 2001; CARDARELLI et al., 2005; VOLLENHOFER et al., 1999; HOHNE,
SANTISI, MEYER, 2002; ALARY et al., 2002). Lipp et al. (1999) desenvolveram um estudo
interlaboratorial e testaram a amplificacdo do P35S com quatro diferentes pares de
iniciadores: 35S-af1/35S-arl; HA-35S-118f/HA-35S-118r, 35S-1/35S-2 e 35S-cf3/35S-cr4.
Este estudo comprovou que o par de iniciadores 35S-1/35S-2, que amplifica um fragmento de
195 pb, foi o menos eficiente para detecgdo do P35S. J4 os pares de iniciadores 35S-

cf3/35Scr4, que amplificam o fragmento de 123 pb, foram mais eficientes. Lipp et al. (2001) e
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Cardarelli et al. (2005) utilizaram o mesmo par de iniciadores (35S-cf3/ 35S-cr4) para
amplificar o P35S. Este par de iniciadores apresentou 98,1 % de eficiéncia na detec¢do de
alimentos contendo milho GM, que incluiram polenta, biscoito de milho e formula infantil

(LIPP et al., 2001).

d) crylA(b)

Fragmentos de 147 pb a 211 pb presentes em linhagens GM podem ser amplificados
com diferentes iniciadores cry, tais como o Cry01/Cry02, o Cry03/Cry04 e o CrylA 4-
5/CrylA 4-3 (HUPFER et al., 1998; JANKIEWICZ, BROLL, ZAGON, 1999; GREINER,
KONIETZNY, VILLAVICENCIO, 2005; JAMES et al.,, 2003; VOLLENHOFER et al.,
1999). Contudo, existem algumas diferencas na seqiiéncia de DNA para o gene crylA(b)
inserido nas linhagens de milho GM Event 176, Bt11, MON810 e MONS802 com respeito ao
uso de diferentes nucleotideos conforme mostra a Figura 6 (MATSUOKA et al., 2002). Nas
linhagens MONS10 ¢ MONS802 a seqiiencia de DNA para o gene crylA(b) ¢ a mesma.
Matsuoka et al. (2002) utilizaram dois pares de primers, crylA4-5’/crylA3-3° e crylA4-
5’/erylA4-3°, pra amplificacdo do gene crylA(b) e obtiveram fragmentos de 107 pb e 152 pb,

respectivamente, para as quatro linhagens de milho analisadas (Figura 6).
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Figura 6 — Seqiiéncia N-terminal de 216 pb e seqiiéncia resultante de aminoacidos do gene crylA(b) introduzido
nas linhagens de milho GM Event 176, Btll, MON810 ¢ MONBS8O02, respectivamente. As diferengas nas
seqiiéncias do DNA recombinante dessas linhagens estdo destacadas com o fundo preto. As seqiiéncias de DNA
para anelamento dos iniciadores na detec¢do do gene crylA(b) estdo limitadas com caixas de texto
(MATSUOKA et al., 2002).
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e) MONS810

MONS810 pode ser detectado por nested PCR (Figura 5). Os iniciadores mgl/mg2 sdo
utilizados para deteccdo especifica da juncao entre o P35S e o intron 1 da proteina hsp70 do
milho MONS810 e produzem um fragmento de 401 pb. Os iniciadores mg3/mg4 amplificam
parte do fragmento anterior incluindo o P35S e o exon 1 da proteina hsp 70.
(ZIMMERMANN et al., 1998; CARDARELLI et al., 2005). Os elementos P35S, intron 1 ¢
exon 1 da proteina hsp 70 estdo presentes de forma combinada apenas na linhagem MONS810
0 que torna esses iniciadores altamente especificos para esta linhagem (ZIMMERMANN et

al., 1998).

1.7.10 Material de Referéncia

A andlise de alimentos contendo OGM requer material de referéncia especifico para
cada OGM. O uso de material de referéncia permite validar procedimentos analiticos e avaliar
o desempenho de métodos de laboratério com precisdo e seguranca na comparacao dos
resultados com controles positivos e negativos certificados (PAN, 2002; LIPP et al., 2005).

Graos, DNA recombinante, proteinas, materiais ndo processados e ingredientes-base
sdo utilizados como material de referéncia geralmente na forma moida, pulverizada ou
liofilizada (AHMED, 2002). Sao geralmente produzidos pelo Instituto de Materiais de
Referéncia e Medida (IRMM). A Bélgica ¢ um dos maiores fornecedores de material de

referéncia certificado e aprovado (PAN, 2002; ANKLAM, 2002).

1.7.11 Amostragem

A amostragem correta evita resultados erroneos. Lipp et al. (2005) destacam que
quando a PCR ¢ utilizada para verificar a presenga de material GM em graos ¢ necessario
seguir os seguintes passos:

1) Escolha dos graos para obter a amostra total;
2) Obtengao da amostra laboratorial a partir da amostra total;
3) Obtencdo da amostra para teste a partir da amostra laboratorial;
4) Trituragdo da amostra de teste para extracdo do DNA;
5) Diluigao da solugcdo de DNA extraido.
A amostragem para detec¢do de OGM por PCR depende das limitagdes da técnica

empregada e do equipamento usado. Uma amostragem representativa requer conhecimento
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das caracteristicas do tamanho de particula da amostra analisada, o tamanho do genoma das
espécies em questdo, o limite de deteccdo ou a taxa de quantificagdo da técnica analitica
utilizada (LIPP et al., 2005). Grandes lotes de graos ndo sdo homogéneos com respeito a
distribuicdo de pequenas quantidades de grdos GM e isso afeta diretamente o método de
deteccao (MACARTHUR et al., 2007).

O Departamento de Agricultura dos EUA (USDA) e a Comissdo do Codex
Alimentarius estabeleceram protocolos de amostragem para grdos GM. Contudo, para
amostras complexas ou alimentos processados, a estratégia mais favoravel de amostragem ¢ o

equilibrio entre sensibilidade, custo e confianga (PAN, 2002).



CAPITULO 2

Deteccao do promotor CaMYV 35S e do gene crylA (b) em alimentos

derivados do milho
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Resumo

O método da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi empregado para detec¢cdo de milho
geneticamente modificado (GM) em 64 amostras de alimentos comercializados no Brasil
(farinha de milho, fub4, biju e flocos de milho pré-cozido para o preparo de polenta) e para
duas amostras de alimentos comercializados na Argentina (farinha de milho e polenta).
Realizou-se a deteccao do promotor 35S (P35S) e do gene crylA(b). O DNA das amostras
foi extraido utilizando o método do brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB) e a presenca de
DNA amplificavel foi avaliada pela amplificacdo de fragmentos dos genes enddgenos da
invertase e da zeina do milho. Todas as amostras foram positivas para amplificacdo do gene
da zeina, entretanto a amplificagdo do gene da invertase ndo apresentou reprodutibilidade
para maioria das amostras. No total das 64 amostras de alimentos brasileiros de derivados de
milho analisadas, uma amostra foi positiva para o P35S e para o gene crylA(b) e 18
amostras foram positivas para o gene crylA(b). As duas amostras de alimentos argentinos
foram positivas para presenga do P35S e do gene crylA(b) indicando a presenga de milho
GM nestas amostras. A presenca do gene crylA(b) concomitante a auséncia do promotor
P35S em 18 amostras foi provavelmente devido ao uso do Bacillus thuringiensis como

inseticida biolédgico.

Palavras-chave: PCR, deteccio de OGM, milho GM.
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2.1 Introducao

Bacillus thuringiensis (Bt) ¢ um microrganismo encontrado no solo em muitas
regioes do Brasil. Este bacilo ¢ utilizado como inseticida biologico através da pulverizacao
dos esporos na lavoura, pratica esta amplamente utilizada na produgdo organica
(VALICENTE et al., 2000; PRACA et al., 2004). A fim de conferir resisténcia contra
insetos, genes de Bt ja s3o usados em diversas espécies de plantas como algodao, milho e
arroz (JOUANIN et al., 1998).

A construcao de plantas geneticamente modificadas (GM) resistentes a insetos
utiliza diferentes genes de Bt que codificam proteinas como CrylA(b), CryIB e CryID
(VALICENTE et al., 2000). O milho resistente a insetos € resistente contra a broca européia
do milho (ECB), devido a insercdo de uma seqiiéncia codificadora da endotoxina sintética
CrylAb (ZIMMERMAN et al., 1998). De acordo com Margarit et al. (2006), as linhagens de
milho GM que contém diferentes seqiiéncias do gene sintético crylA(b), previamente
autorizados para comércio na Argentina e na Europa, foram o Event 176 da Novartis, o
MONS810 da Monsanto ¢ o Btl1 da Syngenta. O gene crylA(b) presente nas linhagens de
milho GM MONS8I10 e Btll estd sob o controle de um promotor constitutivo forte, o
promotor 35S ou P35S (MATSUOKA et al., 2002).

Métodos de detecgdo para OGM em alimentos geralmente utilizam a Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) para amplificagdo do novo DNA introduzido na planta GM
(ANKLAM et al., 2002; HOLST-JENSEN et al., 2003; TAVERNIERS, VAN
BOCKSTAELE, DE LOOSE, 2004). Existem dois tipos distintos de PCR que sdo o sistema
especifico e o sistema de triagem. O sistema especifico detecta um DNA recombinante
particular (BROD, ARISI, 2007), enquanto o de triagem detecta elementos comumente
utilizados na engenharia genética como o promotor ou o terminador. OGMs frequentemente
contém o promotor CaMV 35S (P35S), o terminador NOS de Agrobacterium tumefaciens, e
outros elementos inseridos como genes de resisténcia e marcadores (BRODMANN, ILG,
BERTHOUD, HERMANN, 2002; UJHELYI, JANOSI, GELENCSER, 2007). Estes
elementos podem ser detectados para confirmar a presenga de OGM em alimentos. Para este
objetivo, um método de triagem pode ser usado a fim de detectar a presenca ou auséncia de
OGM. A PCR ¢ o método analitico mais amplamente utilizado na detec¢do de OGM devido
a sua alta sensibilidade e especificidade na amplificagio do DNA (MIRAGLIA et al., 2004;
MATSUOKA et al., 2002).
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O controle analitico para deteccdo de OGM em diversos alimentos € necessario para
verificar a conformidade com os requerimentos de rotulagem (BRASIL, 2003). O milho GM
ainda nao foi aprovado para comercializagdo no Brasil. Entretanto, as linhagens de milho GM
Bt 11, Event 176 ¢ MONS810 foram encontradas em produtos comercializados no Brasil em
2000 e 2001 (GREINER, KONIETZNY, VILLAVICENCIO, 2005).

Este trabalho tem como objetivo a detecgdo de OGM através da PCR como sistema
de triagem, para o P35S e o gene crylA(b), na andlise de diferentes alimentos derivados de
milho (farinha, fub4, biju e polenta) comercializados no Brasil e para duas amostras (farinha

e polenta) comercializadas na Argentina.

2.2 Material e Métodos

2.2.1 Amostragem

Foram analisadas 64 amostras de alimentos brasileiros, sendo 14 de farinha de milho
(codificadas como F1 até F15), 21 de fuba (Al até¢ A23), 10 de biju ou farinha de milho
flocada, (B1 até¢ B10) e 19 de flocos de milho pré-cozido para o preparo de polenta (P1 até
P19) que foram obtidas em supermercados de Florianopolis, Santa Catarina, entre os anos
de 2005 e 2006. Uma amostra de farinha (H1) e uma amostra de flocos de milho pré-cozido
para o preparo de polenta (H2) foram adquiridas no comércio da cidade de Bernardo de
Irigoyen, Missiones, Argentina. Controles positivos de graos de milho moido contendo
padrdes de referéncia 0,1 %, 1,0 % e 5,0 % de milho GM MONS810 foram adquiridos do
European Reference Material (ERM, Geel, Bélgica). Controles negativos foram obtidos de
graos de milho ndo GM cedidos gentilmente por produtores brasileiros do Estado de Santa

Catarina.

2.2.2 Extracao de DNA

A extragdo de DNA foi realizada em duplicata a partir de 0,1 g das amostras
trituradas e utilizou o método CTAB descrito por Lipp et al. (1999) e adaptado conforme
Brod et al. (2007). A concentragcdo e a pureza do DNA extraido foi estimada através da
absorbancia a 260 e 280 nm em espectrofotometros Hitachi U1800 e U2010 (Hitachi High-

Technologies, Toquio, Japao) conforme Somma (2004).
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2.2.3 Iniciadores

Os pares de iniciadores de PCR utilizados para amplificagdo do gene da invertase
(IVR1-F/IVR1-R), do gene da zeina (ZEO1-F/ZEO2-R), do gene crylA(b) (CrylA-F/CrylA-
R) e do promotor 35S (p35S-cf3/p35S-crd) sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Iniciadores utilizados para detecg¢do por PCR dos genes da zeina e da invertase do milho,
do promotor P35S e do gene crylA (b).

Iniciador Seqiiéncia (5’ a 3°) Tamanho Referéncias
Amplicon
ZEO1 -F TGCTTGCATTGTTCGCTCTCCTAG 329 pb MATSUOKA et al., 2000
ZEO2 -R GTCGCAGTGACATTGTGGCAT CARDARELLI et al., 2005
IVRI-F CCG CTG TAT CAC AAG GGC TGG TACC 226 pb HUPFER et al., 1998;
IVRI-R GGA GCC CGT GTA GAG CAT GACGAT C JAMES et al., 2003;

GREINER et al., 2005

p35S-cf3 CCACGTCTTCAAAGCAAGTGG 123 pb LIPP et al., 2001
p35S-cr4 TCCTCTCCAAATGAAATGAACTTCC

CrylA -F GGACAACAACCCAAACATCAAC 152 pb MATSUOKA et al., 2002*
CrylA -R GCACGAACTCGCTGAGCAG

* Baseado na seqiiéncia do gene cryIA(b) de MON810 publicado em MATSUOKA et al., 2002.

Iniciadores da zeina e da invertase foram usados como controle interno para a
amplificacdo de genes enddgenos do milho. Os iniciadores de PCR foram sintetizados pela

Invitrogen '™ (Carlsbad, California, EUA).

2.2.4 Condig¢oes da PCR

A PCR convencional foi realizada em termociclador Minicycler™ (MJ Research,
Inc. Watertown, MA, EUA) em um volume final de 25 pL, contendo 50 ng/reagdo de DNA
molde (25 ng/reacdo de DNA molde para detec¢ao do gene crylA(b) ), 1 unidade de Taq
DNA Polimerase (Invitrogen™), 1X tampio de PCR (20 mM Tris-HCI, pH 8.4, 50 mM
KCI), 1,5 mM MgCl,, 160 uM dNTP (200 uM dNTP para deteccdo da zeina) e para os
iniciadores: 0,5 uM ZEO1/ZEO2, 1 uM IVRI-F/IVRI1-R, 0,5 uM CrylA-F/CrylA-R ¢
0,24uM p35Scf3/p35Scr4. Na deteccio do P35S, PCR master mix da PROMEGA® também
foi utilizado.

As condig¢des de temperatura de PCR foram: para os iniciadores IVR1-F/IVR1-R —
desnaturacdao a 95°C por 10 min, seguida por 40 ciclos de 95°C por 30s, 64°C por 30s ¢
72°C por 30s e extensdao final por 7 min a 72°C (GREINER, KONIETZNY,
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VILLAVICENCIO, 2005); para os iniciadores ZEO1/ZEO2: desnaturagdao a 95°C por 3
min, seguida por 40 ciclos de 95°C por 1 min, 60°C por 1 min e 72°C por 1 min e extensao
final a 72°C por 7 min (CARDARELLI et al., 2005); para os iniciadores CrylA-F/CrylA-R:
desnaturag¢do a 95°C por 10 min, seguida por 50 ciclos a 95°C por 1 min, 60°C por 1 min e
72°C por 1 min e extensao final a 72°C por 7 min (adaptado de MATSUOKA et al., 2002);
para os iniciadores p35S-cr3/p35Scf4: desnaturagdo a 95°C por 5 min, seguida por 60 ciclos
de 95°C por 45s, 60°C por 50s e 72°C por 50s e extensdo final a 72°C por 7 min (adaptado
de LIPP et al., 2001).

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose conforme
Ausubel et al. (1989) nas seguintes concentragdes: 1,5 % (gene da invertase); 2,0 % (gene
da zeina) e 2,5 % (gene crylA (b) e P35S) em tampao Tris-borato-EDTA. O gel de agarose
foi corado com brometo de etideo e submetido a eletroforese a 80 V e 400 mA por 30
minutos (gene da zeina) e 50 minutos (gene da invertase, P35S e gene crylA(b). A
visualizagao foi realizada em transiluminador UV a 312 nm e as imagens foram fotografadas
com camera digital Canon Powershot A70 (Canon Inc., Téquio, Japao).

Amostras que apresentaram o amplicon esperado apenas em uma extracdo de DNA
foram consideradas negativas. Uma reagao utilizando agua ao invés do DNA extraido foi
realizada com cada mistura de reativos utilizada na PCR e, para cada anélise de amostras,
uma série de controles positivos e negativos foi avaliada a fim de assegurar a precisdo dos

resultados (HUBNER, STUDER, LUTHY, 1999).

2.3 Resultados e Discussao

O DNA extraido em duplicata pelo método CTAB, resultou em alto rendimento para
todas as amostras de graos de milho e para os materiais de referéncia, mas baixos
rendimentos para a maioria das amostras processadas, o que foi observado pelas medidas de
absorbancia a 260 e 280 nm, bem como pela relagdo Ajgp280 com valores proximos a 1,8
(SOMMA, 2004). A presenca de DNA amplificavel foi verificada por PCR pela deteccao de

dois genes especificos do milho, gene da invertase e gene da zeina do milho.

2.3.1 Deteccao do gene da invertase
No total de 27 amostras analisadas para amplificagdo do gene da invertase (7 farinha
de milho, 8 fub4a, 4 biju e 8 polenta), 24 amostras amplificaram um fragmento de 216 pb do

gene da invertase do milho. Entretanto 3 amostras de farinha de milho e 1 controle de grao
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de milho ndo apresentaram nenhuma amplificagdo. Na Figura 7a observa-se um sinal de
amplificagdo muito fraco para a amostra de grdo de milho (canaleta 3) e também para
amostra de farinha de milho F1 (canaleta 6).

O aumento no numero de ciclos da PCR para 50 ciclos ndo melhorou a
amplificacdo. Também foram realizadas dilui¢des seriadas para amostras de DNA de milho
(50; 25; 5,0; 0,5; 0,05 e 0,005 ng/reagdo) e estas ndo apresentaram nenhuma amplificagdo
(Figura 7b). A amplificagdo do gene da invertase com os iniciadores IVR1-F/IVR1-R

mostraram baixa reprodutibilidade nas condic¢des utilizadas neste trabalho (Figura 7a-b).

216 pb

Figura 7- Deteccdo de DNA amplificavel de milho por PCR com os iniciadores IVR1-F/IVR1-R.

(a) Canaleta 1: padrdo de peso molecular de 50pb (Promega); canaleta 2: controle negativo (DNA de extrato
de soja); canaleta 3: controle positivo (DNA de grdo de milho); canaletas 4-5: amostras de polenta (P1 ¢ P2,
respectivamente); canaletas 6-9: amostras de farinha de milho (F1, F2, F3 e F4, respectivamente); canaleta 10:
DNA de grao de milho (1B); (10 nL do produto da PCR + 2 pL tampao de carga por canaleta).

(b) Canaleta 1: padrdo de peso molecular de 50pb (Promega); canaleta 2: controle negativo (4gua); canaleta 3:
controle negativo (DNA de extrato de soja); canaleta 4: controle positivo (DNA de grio de milho 50
ng/reacdo); canaleta 5: DNA de grao de milho 5,0 ng/reagdo; canaleta 6: DNA de grao de milho 0,5 ng/reacao;
canaletas 7: DNA de grdo de milho 0,05 ng/reagdo; canaleta 8: DNA de grdo de milho 0,005 ng/reagdo;
canaleta 9: amostra de polenta 50 ng DNA/reagdo; canaleta 10: amostra de polenta 5,0 ng DNA/reagdo;
canaleta 11: amostra de polenta 0,5 ng DNA/reagdo; canaleta 12: amostra de polenta 0,05 ng DNA/reagdo;
canaleta 13: amostra de polenta 0,005 ng DNA/reagdo (10 uL do produto da PCR + 2 pL tampZo de carga por
canaleta).

Apoés a repeticdo da amplificacdo, a auséncia do produto de PCR esperado foi
observada para muitas amostras em diferentes condi¢cdes de PCR. Portanto, a detec¢dao do
DNA de milho pela amplificacdo do gene da invertase com os iniciadores [IVR1-F/IVR1-R
foi substituida pela deteccdo de DNA de milho pela amplificacdo do gene da zeina com os

iniciadores ZEO1/ZEQ?2.
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2.3.2 Deteccao do gene da zeina

A amplificagdo do fragmento do gene da zeina foi observada para todas as 64
amostras analisadas. Isso demonstrou que foi extraida quantidade suficiente de DNA para as
amostras de alimentos e 0 DNA apresentou qualidade para ser amplificado. A eletroforese
em gel de agarose dos produtos da PCR apresentou o fragmento de 329 pb do gene da zeina

para diferentes amostras de farinha de milho, fub4, biju e polenta (Figura 8).

a b
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Figura 8- Deteccdo de DNA amplificavel de milho por PCR com iniciadores ZEO1/ZEO2.

(a) Canaleta 1: padrdo de peso molecular de 50 bp (Promega); canaleta 2: controle negativo (4gua); canaleta 3:
controle negativo (DNA de extrato de soja); canaleta 4: controle positivo (DNA de grdo de milho); canaletas 5-6:
amostras de biju (B8 e B9, respectivamente); canaletas 7-11: amostras de polenta (P16, P17, P18, P19 ¢ P20,
respectivamente); canaletas 12-13: amostras de fuba (A17 e A18, respectivamente); (10 uL do produto da PCR +
2 uL do tampdo de carga por canaleta).

(b) Canaleta 1: controle positivo (DNA de grio de milho); canaleta 2: amostra de biju (B10); canaletas 3-5:
amostras de farinha de milho (F12, F13 e F14, respectivamente); canaleta 6: amostra de polenta (P20); canaleta
7: amostra de fuba (A20); (10 pL do produto da PCR + 2 pL do tampao de carga por canaleta).

Nenhuma amplificagdo foi observada para agua e para o controle negativo como
representado nas canaletas 2 e 3 da Figura 8a. Estes resultados confirmaram a auséncia de

contaminag¢@o na PCR e no processo de extragdo do DNA das amostras de milho.

2.3.3 Deteccao do gene crylA(b)

A fim de detectar a presenca do gene crylA(b) nas amostras de alimentos, foram
utilizados os iniciadores descritos por Matsuoka et al. (2002) para amplificagdo de um
fragmento de 152 pb presente no milho GM Btll e no MONS810. A seqiiéncia do gene
crylA(b) presente no Event 176 apresenta um nucleotideo diferente nas regides de
anelamento de ambos os iniciadores, senso e anti-senso (MATSUOKA et al., 2002). As
condicdes de PCR foram ajustadas utilizando materiais de referéncia MONS810 e
modificando-se as condigdes originais descritas por Matsuoka et al. (2002) em relacdo ao

numero de ciclos da PCR (de 45 para 50 ciclos), o tempo de anelamento (de 2 minutos para
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1 minuto), a temperatura de anelamento (de 55°C para 60°C) e a concentracao de DNA alvo
(de 50 ng/reagdo para 25 ng/reacdo).

Os resultados obtidos para as amostras submetidas a PCR utilizando os iniciadores
CrylA-F/CrylA-R permitiram observar a presenga do fragmento amplificado de 152 pb do
gene crylA(b) em 19 amostras de alimentos brasileiros, incluindo 4 amostras de farinha de
milho, 6 de fub4, 7 de biju e 2 de polenta e as duas amostras de alimentos argentinos (HI e
H2) foram positivas para este fragmento. Diferentes perfis de amplificagdo inespecifica
foram observados para a mesma amostra quando foi comparada a extracdo de DNA em
duplicata, enquanto o amplicon especifico de 152 pb foi claramente distinto de outras
bandas e esteve presente em todas as duplicatas de extragdo do DNA das 19 amostras
positivas. Algumas amostras de fuba (canaletas 6-16a), de biju (canaletas 17-20a), de
farinha de milho (canaletas 8-9b) e de polenta (canaletas 10-11b) estdo representadas na

Figura 9a-b.
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Figura 9 - Detecgdo do fragmento de 152 pb com os iniciadores CrylA-F/CrylA-R através da PCR.

(a) Canaleta 1: padrdo de peso molecular de 50 pb (Promega); canaleta 2: controle negativo (dgua); canaleta 3:
controle negativo (DNA de grdo de milho); canaleta 4: milho GM MONS810 0,1 %; canaleta 5: milho GM
MONS810 1,0 %; canaletas 6-7: amostras de fuba (A12 em duplicata); canaletas 8-9: amostras de fuba (A17 em
duplicata); canaleta 10: amostra de fuba (A20); canaletas 11-12: amostras de fuba (A21 em duplicata); canaletas
13-14: amostras de fuba (A22 em duplicata); canaletas 15-16: amostras de fuba (A23 em duplicata); canaletas
17-18: amostra de biju (B6 em duplicata); canaletas 19-20: amostra de biju (B7 em duplicata); (25 pL do produto
da PCR + 2 pL do tampao de carga por canaleta).

(b) Canaleta 1: padrao de peso molecular de 50 pb (Promega); canaleta 2: controle negativo (4gua); canaleta 3:
controle negativo (DNA de soja); canaleta 4: controle negativo (DNA de grao de milho); canaleta 5: milho GM
MONS810 0,1 %; canaleta 6: milho GM MONS810 1,0 %; canaleta 7: milho GM MONS810 5,0 %; canaletas 8-9:
amostras de farinha de milho (F3 e F8, respectivamente); canaletas 10-11: amostras de polenta (P7 ¢ P9,
respectivamente); (10 pL do produto da PCR + 2 puL do tampao de carga por canaleta).

As outras 45 amostras brasileiras analisadas e os controles negativos nao
apresentaram o amplicon correspondente ao gene crylA(b). Todos os padrdes de referéncia

(0,1 %, 1,0 % e 5,0 % milho GM MONS810) apresentaram um sinal positivo (Figura 9a-b).
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2.3.4 Deteccao do P35S

Um total de 26 amostras de alimentos foram analisadas para presenca do P35S (7
amostras de farinha de milho, 6 de fuba, 7 de biju e 6 de polenta), e estas incluiram as 19
amostras positivas para presenca do gene crylA(b).

Apenas uma amostra brasileira de fuba (A23, canaleta 9 da Figura 10) e as duas

amostras de alimentos argentinos (H1 e H2) apresentaram resultados positivos na detec¢ao

do P35S.

123 pb

Figura 10 - Deteccdo do fragmento de 123 pb com os iniciadores p35Scf3/p35Scr4 através da PCR.

Canaleta 1: padrdo de peso molecular de 50pb (Promega); canaleta 2: controle negativo (agua); canaleta 3:
controle negativo (DNA de grdo de milho ndo GM); canaleta 4: controle positivo (milho GM MONS10 1 %);
canaleta 5: milho GM MONS810 1 % diluido a partir do milho GM MONS810 5 %; canaleta 6: milho GM
MONS8I10 5 %; canaleta 7: amostra de biju (B11); canaleta 8: amostra de polenta (P22); canaleta 9: amostra de
fuba (A23); (10 pL do produto da PCR + 2 pL do tampao de carga por canaleta).

O amplicon esperado de 123 pb foi observado nos padrdes de referéncia MONS&10
1% e 5 % (Figura 10). Nenhum sinal positivo foi observado para os controles negativos e
para o padrao MONS810 0,1 %. O limite de detec¢do de 0,1% foi observado pela deteccao do
P35S com os iniciadores p35Scf3/p35Scr4 em estudo interlaboratorial conforme as
condi¢des originais descritas por LIPP et al. (1999).

Em nosso trabalho, ajustes na PCR para deteccdo do P35S alteraram as condigdes
originais da PCR descritas por LIPP et al. (2001) em relagdo ao nimero de ciclos (de 50
para 60 ciclos), a temperatura de anelamento (de 62°C para 60°C, 58°C, 56°C, 55°C, 54°C e
52°C), ao tempo de anelamento (de 45 segundos para 50 e 60 segundos), as concentragdes
de MgCl, (de 1,5mM para 2,0 e 2,5 mM), de iniciadores (de 0,6 uM para 0,24 ¢ 1,0 uM) e
de DNA alvo (de 50 ng/reagdo para 25 ng/reacdo e retorno a 50 ng/reacdo). Nas diversas

condicdes testadas, observou-se auséncia de amplificagdo e também amplificacdes
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inespecificas para maioria das amostras. Contudo, as condi¢des estabelecidas para os
iniciadores p35Scf3/p35Scr4 descritas na se¢do de material e métodos apresentaram os
melhores resultados de especificidade e reprodutibilidade na detec¢do dos padroes de milho

GM MONS10 1 % e 5% (Figura 10).

2.3.5 Deteccao do milho GM

Todos os resultados obtidos para detec¢do do milho GM utilizando diferentes

iniciadores estdo representados na Tabela 2.

Tabela 2 - Detecgdo do gene crylA(b) e do promotor P35S em produtos comerciais.

Produtos comerciais N° de Amostras Amostras
Amostras (codificacio) amostras positivas positivas
analisadas para para P35S
crylA(b)
Brasil Farinha de milho (F) 14 4 nd
Fuba (A) 21 6 1
Biju (B) 10 7 nd
Polenta (P) 20 2 nd
Argentina Farinha de milho (H1) 1 1 1
Polenta (H2) 1 1 1

n.d. = ndo detectado.

No total de 21 amostras de fuba, 5 amostras (A4, A9, A13, A19 e A22) foram
positivas para a presenca do gene crylA(b) e uma amostra (A23) foi positiva para presenca
de P35S e do gene crylA(b). Nas 14 amostras de farinha analisadas, 4 (F2, F3, F5 e FS8)
apresentaram um sinal positivo para o gene crylA(b). No total de 10 amostras de biju e 19
de polenta, 7 amostras de biju (B1, B2, B3, B4, B7, B8 ¢ B9) e¢ 2 de polenta (P4 ¢ P11)
foram positivas para o gene crylA(b). As duas amostras de alimentos argentinos (H1 e H2)
foram positivas para presenga do gene crylA(b) e do P35S.

A analise das amostras através da extracdo do DNA em duplicata e a repeticao da
PCR foram passos importantes para confirmar os resultados obtidos. Contudo, algumas
amostras de DNA extraidas em duplicata apresentaram resultado positivo e resultado
negativo para a deteccdo do gene crylA(b) para a mesma amostra. Foi necessario realizar
uma terceira extragdo para estas amostras ¢ uma nova PCR a fim de comprovar a presenga
ou auséncia do gene crylA(b).

O fato de que todas as amostras derivadas de milho revelaram o amplicon esperado

de 329 pb com os iniciadores ZEO1/ZEO2 demonstra que todas as amostras continham



Capitulo 2: Deteccdo do promotor CaMV 358 e do gene CrvIA(b) 49

DNA amplificavel de milho. Isso também comprova que a auséncia do amplicon esperado
usando outros iniciadores nao foi devido a presenga de inibidores da PCR (ZIMMERMANN
et al., 1998).

A detecgdo de material derivado de milho GM em alimentos comercializados no
Brasil foi realizada por Greiner, Konietzny, Villavicencio (2005) e Cardarelli et al. (2005).
Greiner, Konietzny, Villavicencio (2005) analisaram 100 alimentos contendo milho
comercializados no Brasil entre 2000 e 2001. O milho GM foi detectado em 3 e em 6
amostras no total de 18 amostras de farinha de milho e 18 amostras de polenta,
respectivamente. A presenca de Btl1, Bt176 e MONS8I10 foi detectada por PCR especifica
das amostras positivas para milho GM. Cardarelli et al. (2005) analisaram 89 alimentos
contendo soja e milho, 25 foram positivos para presenca do gene da zeina, 20 foram
positivos para amplificagdo com os iniciadores p35Scf3/p35Scr4 e nenhuma destas amostras
foi positiva para o milho GM MON810 nem para o milho GM Event176.

Observa-se que Greiner, Konietzny, Villavicencio (2005) utilizaram o Kit Wizard®
para extracdo do DNA e a maioria das amostras analisadas e positivas para o milho GM
(farinha de milho, polenta, tortilla chips) continham milho como ingrediente principal. As
amostras deste estudo foram adquiridas antes da publicacdo do decreto brasileiro n® 4680
(BRASIL, 2003). Ja o trabalho desenvolvido por Cardarelli et al. (2005), utilizou o método
CTAB para extragdo do DNA. Muitas amostras analisadas que continham milho (sopa
desidratada, salsicha, ra¢do animal) sdo amostras de alimentos altamente processados, em
matrizes complexas que ndo possuem o milho como ingrediente principal. Contudo, os
resultados encontrados por Cardarelli et al. (2005) demonstraram o cumprimento ao decreto

n°® 4680 (BRASIL, 2003) em relagdo aos alimentos analisados para presenga de milho GM.

2.4 Conclusao

A extragdo e purificagdo do DNA de farinha de milho, fuba, biju e polenta foi
possivel através do método CTAB nas condi¢des utilizadas. Os métodos de triagem sdo
inespecificos, mas podem ser usados como primeiro passo na fiscalizagdo da presenga ou
auséncia do alimento GM. Todas amostras de alimentos derivados do milho foram positivas
para o gene da zeina o que comprovou a extracdo de DNA amplificavel. No total de 64
amostras de alimentos brasileiros a base de milho analisadas, 19 amostras foram positivas
para o gene crylA(b) e destas apenas uma foi também positiva para o P35S. O grande

nimero de amostras positivas apenas para o gene crylA(b) e ndo para o P35S pode ser
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devido a presenca do milho GM Eventl176 que possui dois cassetes de expressao do gene
crylA(b) sob o controle de promotores diferentes ao P35S. Também ¢ possivel o uso de
bioinseticidas derivados do Bacillus thuringiensis no controle de pragas destas amostras
ainda na lavoura que deixam residuos do gene crylA(b) nos graos de milho. Assim, a
deteccdo do gene crylA(b) de forma isolada nas amostras de alimentos brasileiros nao
caracteriza o evento transgénico, mas sugere sua possivel presenga. As amostras de
alimentos argentinos analisadas foram positivas para o gene crylA(b) e para o P35S o que
comprova a presenga de milho transgénico em amostras comercializadas na Argentina. Este
¢ o primeiro artigo com dados de detec¢do de milho GM no Brasil publicado apos o Decreto

n°® 4680 que especifica a rotulagem de alimentos contendo OGM.
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Resumo

Regulamentos para o uso e para a rotulagem de produtos geneticamente modificados (GM) e
ingredientes derivados foram implementados no Brasil. O método nested PCR foi utilizado
para monitorar a presenga de milho GM MONS810 em produtos derivados do milho (farinha
de milho, fubd, biju e polenta) comercializados no Brasil e para duas amostras (farinha de
milho e polenta) comercializadas na Argentina. A sensibilidade da nested PCR para detec¢ao
de MONS10 foi 0,1 %. No total das 81 amostras de alimentos brasileiros analisadas, nenhuma
foi positiva para presengca de MON810. Nas amostras de alimentos argentinos foi detectada a
presenga de MONS810. Os resultados mostraram auséncia de milho GM MONS810 em

produtos adquiridos no comércio no Brasil entre os anos de 2005 e 2007.

Palavras-chave: produtos de milho, reagdo em cadeia da polimerase (PCR), organismos

geneticamente modificados (OGM), analise de DNA.
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3.1 Introducao

Constituinte de alimentos, o milho ¢ a segunda planta geneticamente modificada (GM)
mais cultivada no mundo. Em 2006 o plantio de milho ocupou 25 % da area total destinada ao
cultivo de plantas GM (JAMES, 2006). No decorrer da comercializacdo de alimentos
derivados de organismos geneticamente modificados (OGMs) surge uma discussdo intensiva
sobre sua deteccao e rotulagem.

Conforme a legislacdo brasileira, lei n. 4680, de 24 de abril de 2003, a rotulagem
especifica ¢ necessaria para alimentos e ingredientes alimentares que contenham um limite de
1 % de OGM (BRASIL, 2003). O milho GM ainda ndo foi aprovado para a comercializacdo
no Brasil, porém, os milhos GM Btl1, Event176 e MON810 foram encontrados em produtos
comercializados no Brasil em 2000 ¢ 2001 (GREINER, KONIETZNY, VILLAVICENCIO,
2005). Talvez este fato seja devido a amostragem deste estudo ter sido realizada antes da
legislagdo brasileira sobre a fiscalizagdo e libera¢do de alimentos GM que entrou em vigor em
2003 (BRASIL, 2003). De acordo com Margarit et al. (2006), as linhagens de milho GM
contendo diferentes seqiiéncias do gene sintético crylA(b) autorizadas para o comércio na
Argentina e na Europa foram as linhagens Event 176 da Novartis, MON810 da Monsanto e
Btl1 da Syngenta. O gene crylA(b) presente na linhagem de milho GM MONS10 esta sob o
controle de um forte promotor constitutivo, promotor P35S, com regido “enhancer” duplicada
(MATSUOKA et al., 2002) resultando na sua alta expressdao no milho (MARGARIT et al.,
2006).

O monitoramento de OGMs em diversos alimentos ¢ necessdrio a fim de verificar sua
conformidade com a rotulagem exigida pela legislagcdo brasileira (BRASIL, 2003). A reacao
em cadeia da polimerase (PCR) ¢ o sistema analitico mais utilizado na deteccdo de OGMs
devido sua alta sensibilidade e especificidade na amplificagdo do DNA (ANKLAM et al.,
2002; HOLST-JENSEN et al., 2003; TAVERNIERS; VAN BOCKSTAELE; DE LOOSE,
2004, MIRAGLIA et al., 2004). A nested PCR ¢ utilizada para confirmar o produto da PCR e
permitir a distingdo entre produtos de amplificagdo especificos e ndo especificos. Assim, o
produto da PCR ¢ reamplificado usando outro par de iniciadores que amplifica uma regiao
interna da seqiiéncia alvo original (ANKLAM et al., 2002). Isso aumenta a sensibilidade da
PCR, permitindo a detec¢do de baixos niveis de OGM (ZIMMERMANN et al., 1998).

A fim de avaliar a presenca de MON810, uma nested PCR foi empregada para analise de

81 produtos comerciais derivados do milho (farinha, fuba, biju e polenta). As amostras foram
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adquiridas de supermercados da regido Sul do Brasil e duas amostras foram adquiridas na

Argentina.
3.2 Material e Métodos

3.2.1 Amostras

Foram empregadas amostras de alimentos obtidos de supermercados do Estado de
Santa Catarina, Brasil, ¢ de Bernardo de Irigoyen, Provincia de Missiones, Argentina, no
periodo de 2005 a 2007 totalizando 19 amostras de farinha de milho, 27 amostras de fuba, 13
amostras de biju (farinha de milho flocada) e 24 amostras de polenta (flocos de milho pré-
cozido), sendo 81 amostras de alimentos brasileiros ¢ uma amostra de farinha de milho e
também uma amostra de polenta da Argentina. Para as amostras de alimentos brasileiros, um
total de 14 diferentes marcas comerciais foram analisadas, incluindo 6 marcas de farinha de
milho, 7 de fubd, 5 de biju e 3 de polenta. Material de referéncia certificado, (graos de milho
moido contendo 0,1 %, 1 % e 5 % de MON&10, BF413b, BF413d e BF413f, respectivamente)
provenientes do European Reference Materials (ERM, Geel, Bélgica), foram utilizados como
controles positivos. Os controles negativos (quatro amostras de graos de milho ndio GM
moidos) foram cedidos gentilmente por produtores de Santa Catarina, Brasil. Todas as

amostras foram estocadas a —20°C até a realizacao das analises.

3.2.3 Extraciao de DNA

Duas a trés extragdes independentes foram realizadas para cada amostra. O DNA
genomico foi isolado a partir de 0,1 g das amostras trituradas usando o método do brometo de
hexadeciltrimetil amonio (CTAB) de acordo com Lipp et al. (1999) e descrito conforme o
protocolo 3 de Ferrari et al. (in press). A concentragdo e a pureza do DNA extraido foram
estimadas por espectrofotometria a 260 e 280 nm em espectrofotometros Hitachi U1800 e

U2010 (Hitachi High-Technologies, Toquio, Japao).

3.2.4 Condicoes da PCR

Os pares de iniciadores da PCR usados para amplificacdo do gene da zeina (ZEO1/ZEQO2)
e para nested PCR do milho GM MONS810 (mgl/mg2 e mg3/mg4) estdo descritos na Tabela

3. Os iniciadores para a zeina foram usados como controle interno para amplificar um gene
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endogeno do milho. Todos iniciadores da PCR foram sintetizados pela Invitrogen™

(Carlsbad, California, EUA).

Tabela 3 - Iniciadores utilizados para detec¢do do gene da zeina do milho e do milho GM MONSI10.

Alvo Iniciador Seqiiéncia (5’- 3’) Amplicon Referéncia
gene da ZEO1 TGCTTGCATTGTTCGCTCTCCTAG 329 pb  Cardarelli et al., 2005
zeina ZEO2 GTCGCAGTGACATTGTGGCAT Cardarelli et al., 2005
Milho GM  mgl TATCTCCACTGACGTAAGGGATGAC 401 pb  Zimmermann et al., 1998
MONS10 mg?2 TGCCCTATAACACCAACATGTGCTT Zimmermann et al., 1998
mg3 ACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTC 149 pb  Zimmermann et al., 1998
mg4 GCATTCAGAGAAACGTGGCAGTAAC Zimmermann et al., 1998

Todas as amplifica¢des foram realizadas em um volume final de 25 pL, contendo 2 pL da
solugdo de DNA (50 ng/reagdo), 1 unidade de Tag DNA Polymerase (Invitrogen'", Carlsbad,
California, EUA), tampao de PCR 1X (20 mM Tris-HCI, pH 8,4 ¢ 50 mM KCl), 1,5 mM
MgCl,, 160 uM de cada ANTP (200 uM quando os iniciadores ZEO1/ZEO2 foram usados) e
0,5 uM de cada iniciador. Apos amplificacdo com os iniciadores mgl/mg2, 2 uL. dos produtos
da PCR foram usados como molde para nested PCR com os iniciadores mg3/mg4 para
detecgdo especifica do milho GM MONS10.

As amplifica¢des foram realizadas em termociclador Minicycler™ (MJ Research, Inc.
Watertown, MA, EUA). Para os iniciadores ZEO1/ZEQO2 foi realizada a desnaturag¢ao a 95°C
por 3 min; seguida por 40 ciclos de 95°C por 1 min, 60°C por 1 min e 72°C por 1 min e
extensao final a 72°C por 7 min (CARDARELLI et al., 2005). Para os iniciadores mgl/mg2 e
mg3/mg4 a desnaturagdo foi realizada a 95°C por 3 min; seguida por 35 ciclos (mgl/mg2) e
40 ciclos (mg3/mg4) a 95°C por 45s, 62°C por 50s, 72°C por 50s e extensao final a 72°C por
3 min (ZIMMERMANN et al., 1998).

A sensibilidade da nested PCR foi avaliada pelo uso de concentragdes decrescentes de
DNA do material de referéncia MON810 1 % e 0,1 %, cuja concentracdo foi ajustada para 25
ng/uL, diluido de forma seriada dez vezes em agua ou com 25 ng/ul. do DNA de amostras
nao GM. Os niveis de concentragao foram escolhidos de acordo com o limite de detec¢ao

proposto por Zimmermann et al. (1998).
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Quando os resultados de duas extragoes da mesma amostra foram contraditorios, uma
nova extracdo e uma nova deteccdo por nested PCR foram realizadas para esta terceira
extracgao.

Devido ao alto risco de contaminagdo acidental das amostras ¢ dos reagentes pela
contaminag¢ao cruzada, passos individuais de PCR foram realizados separadamente em termos
de espago fisico. Os reativos de PCR adicionados a agua ao invés do extrato de DNA foram
analisados como controle da reagdo de PCR e, para todas as amostras, uma série de controles
positivos e negativos foi analisada para garantir a exatidio dos resultados (HUBNER,

STUDER, LUTHY, 1999).

3.2.5 Eletroforese em gel de agarose

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2 % em
tampao TBE 1X (10 mM Tris-borato, EDTA pH 8,0) e corados com brometo de etideo. A
eletroforese foi realizada a 80V e 400 mA por 30 minutos (deteccdo do gene zeina) ou 50
minutos (detec¢ao de MONS810) conforme adaptacdo das condigdes originais de Cardarelli et
al. (2005) e Zimmermann et al. (1998). A visualizagdo do gel foi realizada em
transiluminador UV e as imagens foram registradas com camera digital Canon Powershot

A70 (Canon Inc., Toquio, Japao).

3.3 Resultados e Discussao

Todas as amostras de milho amplificaram um fragmento de 329 pb do gene da zeina e
revelaram a presenca de DNA amplificavel de milho. Este fragmento esteve ausente na agua e
nos controles negativos, corroborando a auséncia de contamina¢do na PCR e no processo de
extragdo de DNA.

Algumas amostras de biju, de polenta e de fuba estdo representadas na Figura 11.



Capitulo 3: Milho GM MONS810 59

W2 3 45 67 8 9 10 1112 13
i
R

Figura 11 - Detec¢do de DNA amplificavel do milho por PCR com os iniciadores ZEO1/ZEO2.

Canaleta 1: padrdo de peso molecular de 50 bp (Promega); canaleta 2: controle negativo (dgua); canaleta 3:
controle negativo (extrato de soja); canaleta 4: grido de milho; canaletas 5-6: amostra de biju (B8); canaletas 7-
11: amostras de polenta (P16, P17, P18, P19, P20, respectivamente); canaletas 12-13: amostras de fuba (A17 e
A18); (10 puL do produto da PCR + 2 pL tampdo de carga por canaleta).

Os resultados obtidos para deteccao de MONS10 estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Deteccao do milho GM MONS810 em alimentos derivados de milho.

Amostras  Alimentos derivados  Amostras Amostras Amostras
do milho (cédigo) analisadas positivas para positivas para
0 gene da zeina MONS810
Brasileiras farinha de milho (F) 18 18 nd
fuba (A) 27 27 nd
biju (B) 13 13 nd
polenta (P) 23 23 nd
Argentinas farinha de milho (H1) 1 1 1
polenta (H2) 1 1 1

nd = ndo detectado, abaixo do limite de detecgdo de 0,1%.

Na nested PCR realizada com os iniciadores mgl/mg2 e mg3/mg4, os materiais de
referéncia de milho GM MONS10 (0,1 %, 1,0 % e 5,0 %) apresentaram o amplicon esperado
de 149 pb (Figura 12a). As amostras de alimentos argentinos foram positivas para a presenga
de MONS810. Nas canaletas 5 ¢ 6 (Figura 12 b) observa-se o resultado positivo para a amostra
de alimento argentino H1. As 81 amostras de alimentos brasileiros foram todas negativas para
este amplicon. Algumas destas amostras de biju, de farinha de milho e de fubd estdo
representadas na Figura 12c.

Doze amostras de alimentos brasileiros geraram o amplicon de 149 pb na nested PCR
com uma das extracdes de DNA e ndo geraram o amplicon com uma segunda extracdo de
DNA. Nas extragdoes de DNA e PCR das amostras em triplicata, amostras que geraram o

amplicon esperado de MONS810 somente para uma extragdo foram consideradas negativas.
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Provavelmente estas amostras estdo abaixo do limite de detecg¢@o de 0,1 %, como por

exemplo, a amostra de farinha de milho (F14) na canaleta 9 da Figura 12a.

149 pb

149 pb

Figura 12 - Detec¢do do milho MONS810 por nested PCR com os iniciadores mgl/mg2 e mg3/mg4.

(a) Canaleta 1: padrdo de peso molecular de 50 pb (Promega); canaleta 2: controle negativo (dgua); canaleta 3:
milho GM MONS810 0,1 %; canaleta 4: milho GM MONS810 1 %; canaleta 5: milho GM MONS810 5 %, canaleta
6: controle negativo (grdo de milho ndo GM); canaletas 7-9: amostras de farinha de milho (F12, F13 e F14,
respectivamente); canaletas 10-11: amostras de fuba (A19 e A20, respectivamente); (25 uL do produto de PCR
product + 2 pL tampao de carga por canaleta).

(b) Canaleta 1: padrao de peso molecular de 50 pb (Promega); canaleta 2: controle negativo (4gua); canaleta 3:
controle negativo (grdo de milho ndo GM); canaleta 4: milho GM MONS810 0,1 %; canaletas 5-6: amostra de
farinha de milho da Argentina (H1 em duplicata); (10 uL do produto de PCR product + 2 pL tampdo de carga
por canaleta).

(c) Canaleta 1: padrdo de peso molecular de 50 pb (Promega); canaleta 2: controle negativo (agua); canaleta 3:
milho GM MON&10 1 %; canaleta 4: controle negativo (grdo de milho ndo GM); canaletas 5-6: amostra de biju
(B3 em duplicata); canaletas 7-8: amostra de biju (B4 em duplicata); canaletas 9-10: amostra de farinha de milho
(F8 em duplicata); canaletas 11-12: amostra de fuba (A9 em duplicata); (25 uL do produto de PCR product + 2
pL tamp@o de carga por canaleta).

O amplicon de 149 pb foi sempre detectado para os padroes MON810 1 % e 0,1 %.
Para o padrao MON810 0,01 %, a deteccdo do amplicon em gel de agarose foi variavel
(Figura 13), representando um limite de detec¢do de 0,1 % para MONS810 conforme as

condi¢des de PCR utilizadas no presente trabalho.

149 pb
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— — —149 pb

Figura 13 - Sensibilidade da nested PCR para MONS§10 utilizando concentragdes decrescentes de DNA do
padrao MONS810 1 % em dilui¢des seriadas (1:10, v/v) em agua.

Canaleta 1: padrdo de peso molecular de 50 pb (Promega); canaleta 2: controle negativo (dgua); canaleta 3:
milho GM MONS810 0,1%; canaleta 4: milho GM MONS810 0,01%; canaleta 5: milho GM MONS810 0,001%;
canaleta 6: milho GM MONS810 0,0001%; canaleta 7: DNA do milho ndo GM; (25 puL do produto de PCR + 2
pL tamp@o de carga por canaleta).

A presenga de inibidores no DNA da amostra (residuos de polissacaridios, lipidios,
polifendis, reativos da extrag¢do) dificulta e as vezes até impede a amplificacdo do DNA por
PCR (ANKLAM et al., 2002). Além disso, o DNA endogeno estd presente em maior
quantidade em relacdo ao DNA recombinante. Assim, a chance da PCR convencional
amplificar o gene enddgeno, neste caso, o gene da zeina, ¢ maior que amplificar o DNA
recombinante, neste caso, 0 DNA especifico da linhagem MONS810. Uma forma de confirmar
que um resultado negativo ndo ¢ um falso negativo induzido por inibidores da PCR ¢ a adi¢ao
de DNA da amostra GM ao DNA da amostra ndo GM em um experimento paralelo
(PERMINGEAT et al., 2002). Quatro amostras diferentes (farinha, fuba, biju e polenta) que
obtiveram resultados negativos na nested PCR para detec¢do de MONS810 foram analisadas
usando uma mistura de reagdo de PCR contendo o equivalente a 0,01% e 0,1% de MONS10.
O DNA do material certificado 1 % ou 0,1 % de MONS10 foi adicionado (1:10, v/v) ao DNA
de cada uma das amostras nao GM e a nested PCR foi realizada para deteccdo de MONS10.
Resultados positivos foram varidveis em dilui¢des contendo 0,01 % de MONS810 como

concentragdo final conforme observado nas canaletas 5 e 12 da Figura 14.
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149 pb

Figura 14 - Sensibilidade da nested PCR para MONS810 utilizando DNA de padrdes MONS810 adicionado ao
DNA de cada amostra ndo GM.

Canaleta 1: padrao de peso molecular de 50 pb (Promega); canaleta 2: controle negativo (agua); canaleta 3: DNA
de milho ndo GM; canaleta 4: milho GM MONS810 0,1 % (amostra padrdo); canaleta 5: milho GM MONS&10
0,01 % (amostra diluida); canaleta 6: milho GM MONS810 0,1 % (amostra diluida); canaleta 7: milho GM
MONS10 1 % adicionado em grdo de milho ndo GM (1:10, v/v); canaleta 8: milho GM MONS8I10 1 %
adicionado em farinha de milho ndo GM (1:10, v/v); canaleta 9: milho GM MONS810 1 % adicionado em fuba
ndo GM (1:10, v/v); canaleta 10: milho GM MONS810 1 % adicionado em polenta ndo GM (1:10, v/v); canaleta
11: milho GM MONS810 1 % adicionado em biju ndo GM (1:10, v/v); canaleta 12: milho GM MONS810 0,01%
(amostra diluida); (25 uL do produto de PCR + 2 uL tampao de carga por canaleta).

Por outro lado, todas as amostras que continham 0,1 % de MONS810 revelaram a
presenga do amplicon de 149 pb (Figura 14). Estes resultados concordam com Zimmermann
et al. (1998) ao indicar que, nas condic¢des usadas, a presenca de DNA de milho ndo GM nao
diminuiu a sensibilidade do sistema de detecg¢ao e os resultados negativos da nested PCR nao
foram falso negativos.

Existem poucos relatos sobre a distribuigdo de OGM em alimentos comerciais
publicados na literatura, apenas quatro no Brasil e um na Argentina (CARDARELLI et al.,
2005; GREINER, KONIETZNY, VILLAVICENCIO, 2005; BROD et al., 2007; BROD &
ARISI, 2007; MARGARIT et al., 2006). Greiner, Konietzny, Villavicencio (2005) analisaram
100 alimentos contendo milho comercializados no Brasil nos anos 2000 e 2001: 3 do total de
18 amostras de farinha de milho e 6 do total de 18 amostras de polenta continham milho GM
Btl1 e MONS810 que foram identificados como as linhagens predominantes de milho GM.
Cardarelli et al. (2005) analisaram 40 alimentos contendo milho comercializados no Brasil, 25
do total de 40 apresentaram DNA amplificavel para o milho e em nenhum deles houve a
presenga de milho GM MONS810 nem Eventl76. Greiner, Konietzny, Villavicencio (2005)
utilizaram o kit Wizard para extragdo de DNA e analisaram alimentos processados onde o
milho é o ingrediente principal (farinha, polenta, tortilla chips), Cardarelli et al. (2005)

utilizaram o método CTAB para extracio do DNA e analisaram alimentos em matrizes
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complexas (salsicha, sopa desidratada, racdo animal). As amostras analisadas por Greiner,
Konietzny, Villavicencio (2005) foram adquiridas antes da implementacdo da legislacao
brasileira sobre alimentos GM (BRASIL, 2003). Margarit et al. (2006) investigaram a
presenga de milho GM em 32 amostras de alimentos comercializados na Argentina ¢ 8 do
total de 32 amostras apresentaram resultado positivo para as linhagens MONS810 ou

Event176.

3.4 Conclusao

Os resultados deste trabalho demonstraram auséncia de produtos contendo milho
MONS810, considerando o limite de deteccdo de 0,1%, em 81 amostras de alimentos
brasileiros (farinha, fuba, biju e polenta) adquiridos no comércio entre os anos de 2005 e
2007. A presenca de MONS&10 foi observada em duas amostras de alimentos comercializadas
na Argentina. A nested PCR mostrou um limite de deteccdo de 0,1% na deteccdo do milho
MONS810. Comprovou-se a eficiéncia do método de extracdo CTAB e da nested PCR para
detecg¢do da linhagem MONS810 em amostras de farinha de milho, fub4, biju e polenta, bem
como o cumprimento da legislagdo brasileira atual referente a rotulagem de alimentos
contendo OGM (Brasil, 2003). Este ¢ o primeiro trabalho relatando dados referentes a
detec¢do de milho GM apods a publicacdo do decreto n°® 4680 (Brasil, 2003) que estipula

diretrizes sobre rotulagem de alimentos contendo OGM
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Na deteccao qualitativa de DNA de milho GM em 64 amostras brasileiras, 18 amostras
foram positivas para presenca do gene crylA(b) e 1 amostra foi positiva para presenca do
promotor P35S e do gene crylA(b). De 81 amostras brasileiras analisadas para deteccao de
MONS&10 nenhuma foi positiva, considerando o limite de detec¢do de 0,1%. Estes resultados
confirmam a auséncia da linhagem MONS810 nas amostras analisadas. Contudo, ¢ possivel a
presenca de outras linhagens, tais como Btl1 ou Event 176, em fungdo da deteccdo do gene
crylA(b) e do promotor P35S em diferentes amostras. Deve-se considerar que a presenca do
gene crylA(b) nas amostras de milho pode advir do Bacillus thuringiensis aplicado nas
plantacdes para controle de pragas e a presenca de P35S pode advir do virus do mosaico da
couve-flor, apesar deste virus ser comumente encontrado em cruciferas. Entretanto, a
presenca de ambos, promotor P35S e gene crylA(b), em uma mesma amostra ¢ forte indicio
que a amostra contém milho GM.

A nested PCR com os iniciadores mgl/mg2 e mg3/mg4 mostrou-se adequada para
verificar a presenga de milho GM MONS810 em todas as amostras. A sensibilidade da nested
PCR para a deteccdo do MONS810 permitiu detectar a presenga de DNA recombinante nas
amostras em nivel de 0,1 % e isso esta abaixo do limite minimo exigido pela legislacao
brasileira para rotulagem de alimentos que ¢ 1 % de OGM. As duas amostras de alimentos
argentinas foram positivas para presenca do promotor P35S, gene crylA(b) e MONS810 o que
caracterizou a presenca da linhagem MONS810 comercializada na Argentina.

A extragdo de DNA em duplicata e triplicata apresentou resultados divergentes para
diferentes extracdes de uma mesma amostra o que pode indicar a heterogeneidade de material
genético distribuido na amostra ou baixo nivel de detecgdo da PCR para o gene crylA(b) e
P35S. A PCR para P35S nao apresentou boa sensibilidade para os padroes GM MONS810
mesmo apo6s ajustes nas condigdes da PCR. Os protocolos de PCR qualitativa utilizados neste
trabalho mostraram-se adequados para triagem de milho GM e para deteccio de MON810 em
alimentos contendo OGM. Sugere-se testar outros iniciadores para o P35s e faz-se necessaria
a deteccdo quantitativa das amostras positivas através da PCR em tempo real a fim de cumprir
com a legislagdo brasileira que prevé a rotulagem de alimentos que contenham acima de 1 %
de OGM.

Sao muitas as novas linhagens de milho aprovadas e comercializadas mundialmente.
Torna-se necessario desenvolver metodologias capazes de identificar e quantificar diferentes

linhagens, se possivel, em uma tnica PCR multiplex.
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Apéndice A — Informagdes sobre as amostras comerciais de farinha de milho (F) e fuba (A).

Cddigo Marca Validade
Fl1 \Y 11/2005
F2 S 25.10.05
F3 Y 12.03.06
F4 Z 14.09.06
F5 Y 21.05.06
F6 J 10.02.06
F7 H 30.06.2007
F8 J 23.05.06

F10 H 20.12.06
F11 Y 11.10.06
F12 Y 21.03.07
F13 Y 17.11.06
F14 \Y 11/2006
F15 ) 01/2007
F16 Y 15.02.07
F17 Y 04.07.07
F18 Y 18.09.07
F19 Y 15.06.07
A3 Y 03.08.06
A4 S 02.06.06
A5 S 19.02.06
A6 S 25.04.06
A7 M 28.01.06
A8 Z 09.12.06
A9 M 28.03.06
Al0 S 10.06.06
All S 18.05.06
Al2 S 16.07.06
Al3 Y 03.10.06
AlS Y 11.08.06
Al7 Y 09.11.06
AlS8 Y 13.01.07
Al19 S 12.11.06
A20 S 03.01.07
A21 D 12.10.06
A22 T 12.01.07
A23 R 23.12.06
A24 Y 26.03.07
A25 Y 29.03.07
A26 M 28.04.07
A27 Y 18.09.07
A28 Y 13.06.07
A29 S 26.06.07
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Apéndice B — Informacgdes sobre as amostras comerciais de biju (B) e polenta (P)

Cadigo Marca Validade
Bl Y 22.06.06
B2 S 04.01.06
B3 K 30.12.05
B4 J 11/2006
B5 C 30.12.06
B6 K 03.11.07
B7 Y 30.08.06
B8 Y 12.01.07
B9 4 10.04.07
B10 S 27.09.06
Bl1 4 13.09.07
B12 Y 04.07.07
BI13 Z 14.12.07
Pl Y 13.03.06
P2 S 30.03.06
P3 S 28.03.06
P4 S 14.05.06
P5 Y 24.07.06
P6 Y 11.08.06
P7 Q Junho/06
P8 Q Junho/06
P9 Y 13.09.06
P10 Q Agosto/06
P11 Q Julho/06
P12 S 23.02.06
P13 S 19.07.06
P14 S 04.05.06
P15 S 13.06.06
P16 Q Set/2006
P17 Q Fev/2007
P18 Q Out/2006
P19 Y 03.01.07
P20 S 25.09.06
P21 Y 26.06.07
P22 S 03.04.07
P23 Y 04.07.07
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Apéndice C — Fluxograma para extragao de DNA

—— 100 mg da amostra —

=

[ solubilizacdo ¢/ tampao CTAB ]

=

[ digestao ¢/ proteinase K e RNase ]

=

[ lavagens c/ cloroformio ]

=

[ precipitacao ¢/ CTAB ]

=

[ dissoluc¢ao ¢/ NaCl ]

=

[ precipitacao ¢/ isopropanol ]

d

[ suspensiao do DNA purificado em TE. ]
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Apéndice D — Protocolo de extracdo de DNA

Foram pesadas 100 mg da amostra em tubos eppendorf de 2 mL e 800 uL de tampao
CTAB foram adicionados (CTAB 20 g/L; 1,4 M NaCl; 100 mM Tris-HCl; 20 mM EDTA).
Apds homogeneizacdo em vortex, 20 uL. de proteinase K 20 mg/mL foram adicionadas e
novamente homogeneizadas, incubando em banho-maria a 64°C por 45 minutos, invertendo
as amostras cuidadosamente a cada 15 minutos. 10 pL. de RNAse a 20 mg/mL foram
adicionados ¢ homogeinizados. Ap6s incubagdo por mais 10 minutos a 64°C e centrifugacao
por 10 minutos a 13.000g, a fase aquosa (superior) foi transferida para novo tubo e 500 uL de
cloroformio foram adicionados. ApoOs agitacdo por 30 segundos e centrifugagao por 10
minutos a 13.000g, 500 uL da fase superior foram transferidos para novo tubo e mais 500 pL
de cloroférmio foram adicionados. Apos agitacao por 30 segundos e centrifugagdao por 10
minutos a 13.000g, a fase superior foi transferida para novo tubo e dois volumes da solucao
de precipitacio CTAB (CTAB 5g/L; 0,04M NaCl) foram adicionados. Apds incubagdo em
temperatura ambiente por uma hora ¢ em seguida centrifugacdo por 5 minutos a 13.000g, o
sobrenadante foi descartado cuidadosamente. O precipitado foi dissolvido com 350 pL de
NaCl 1,2 M, apos agitacdo em vortex, 350 uL de cloroférmio foram adicionados. Apos,
agitacdo por 30 segundos e centrifugacao por 10 minutos a 13.000g até ocorrer a separagcdo
das fases. A fase superior foi transferida para novo tubo e 0,6 volumes de isopropanol foram
adicionados para a precipitagdo do DNA. Apds agitacdo e centrifugacdo por 10 minutos a
13.000g, o sobrenadante foi descartado e 500 pL de etanol 70% foram adicionados. Apos
centrifugacdo por 4 minutos a 13.000g, o sobrenadante foi novamente descartado. O
precipitado de DNA foi seco em temperatura ambiente por aproximadamente 1 hora e
suspenso em 40 pL de Tampao TE (Tris-HCI 10 mM — pH §; EDTA 1 mM) e estocado a 4°C

por uma noite antes da armazenagem a - 20°C.
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Apéndice E — Densidade Otica do DNA extraido para diferentes amostras

Codigo:

M = padrdes de referéncia MONS810;
F = farinha de milho;
P = flocos de milho pré-cozido para preparo de polenta;

B = biju;
A = fuba.

Amostras| Peso (mg) | Abs(260.0) | Abs(280.0) | 260/280
M1 102,5 0,073 0,04 1,83
M2 102,6 0,076 0,041 1,85
M3 108,8 0,107 0,059 1,81
F1 101,6 0,002 -0,005 -0,40
F2 100,6 0,006 0,003 2,00
F3 105 0,01 0,004 2,50
F4 100,7 0,013 0,007 1,86
F5 100,2 0,01 0,005 2,00
F6 102,2 0,015 0,011 1,36
F7 101,7 0,005 0,004 1,25
F8 100,2 0,023 0,013 1,77
F9 102,9 0,046 0,024 1,92
F10 103,2 0,064 0,028 2,29
F11 103,5 -0,004 -0,009 0,44
F12 104,5 0,011 0,006 1,83
F13 101,4 0,025 0,016 1,56
F14 100,2 0,026 0,016 1,63
F15 101,8 0,044 0,023 1,91
F16 103,1 0,009 0,004 2,25
F17 105,2 0,003 0,001 3,00
F18 106,5 0,007 0,003 2,33
F19 108,6 0,034 0,016 2,13
P1 105 0,018 0,005 3,60
P2 105 0,016 0,003 5,33
P3 101 0,011 0,004 2,75
P4 105,3 0,013 0,006 2,17
P5 105,8 0,019 0,009 2,11
P6 102,3 0,018 0,008 2,25
P7 102,7 0,021 0,011 1,91
P8 101,9 0,018 0,009 2,00
P9 100,9 0,019 0,011 1,73
P10 104,3 0,024 0,014 1,71
P11 106,1 0,024 0,014 1,71
P12 107,20 0,006 0,004 1,50
P13 102,9 0,01 0,005 2,00
P14 104,2 0,008 0,005 1,60
P15 100,8 0,007 0,004 1,75
P16 104,3 0,031 0,021 1,48
P17 101,6 0,042 0,027 1,56
P18 106 0,037 0,029 1,28
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Continuacao Apéndice E

Amostras| Peso (mg) | Abs(260.0) | Abs(280.0) | 260/280
P19 104,6 0,024 0,015 1,60
P20 102,3 0,018 0,016 1,13
P21 107,5 0,005 0,001 5,00
P22 104 0,006 0,001 6,00
P23 108,5 0,004 0,001 4,00
B1 105,8 0,009 0,004 2,25
B2 102,7 0,01 0,005 2,00
B3 105,2 0,009 0,005 1,80
B4 102 0,015 0,007 2,14
B5 101,8 0,016 0,009 1,78
B6 103,4 0,023 0,013 1,77
B7 105 0,019 0,01 1,90
B8 104,3 0,015 0,009 1,67
B9 104,3 0,017 0,013 1,31
B10 104,3 0,011 0,008 1,38
B11 102,1 0,005 0,001 5,00
B12 103 0,001 -0,002 -0,50
B13 110,4 0,003 0,001 3,00
A1 102,8 0,015 0,009 1,67
A2 106,3 0,009 0,005 1,80
A3 104,5 0,021 0,013 1,62
A4 103,7 0,023 0,011 2,09
A5 101,8 0,048 0,024 2,00
A6 102,8 0,017 0,008 2,13
A7 105,9 0,034 0,017 2,00
A8 104,9 0,016 0,007 2,29
A9 100,9 0,026 0,015 1,73
A10 100,5 0,021 0,011 1,91
A11 1011 0,031 0,018 1,72
A12 102,6 0,024 0,012 2,00
A13 102,8 0,02 0,011 1,82
A14 100,9 0,014 0,008 1,75
A15 105,5 0,011 0,005 2,20
A17 102,7 0,037 0,023 1,61
A18 101,5 0,044 0,026 1,69
A19 101,7 0,032 0,021 1,52
A20 101 0,012 0,007 1,71
A21 100,8 0,015 0,008 1,88
A22 104 0,014 0,007 2,00
A23 101,8 0,013 0,006 2,17
A24 108,5 0,005 0,001 5,00
A25 108,2 0,005 0,002 2,50
A26 100,2 0,008 0,002 4,00
A27 105,5 0,015 0,008 1,88
A28 101 0,02 0,008 2,50
A29 103,4 0,007 0,001 7,00
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