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RESUMO

O crescente aumento das culturas de sementes transgénicas e do comercio
de produtos que contenham derivados dos mesmos foi constatado ao longo dos
anos. Este fator levou a consolidagdo das industrias de produtoras de sementes
geneticamente modificadas no mundo. Atualmente, observa-se uma manifestacédo
de interesses antagbnicos envolvendo a comercializagdo destes produtos em
relagdo aos produtos sem tragcos de transgenia. A dicotomia entre o risco avaliado e
a percepcao dos riscos dos transgénicos define o seu nivel de aceitagdo entre as
diferentes sociedades globais. Uma planta geneticamente modificada (PGM) é um
organismo Vvivo que possui suas caracteristicas genéticas alteradas de maneira n&o
natural, ou seja, cuja composicdo génica foi alterada por meio de processo de
engenharia genética. Este € conhecido como um evento de transformac&o e tem
sido amplamente aplicado as commodities agricolas. Assim, a soja Roundup Ready
™ (RR™), evento GTS 40-3-2, tornou-se a cultura predominante de sementes
transgénicas no mundo. Esta variedade foi desenvolvida para conferir a soja
tolerancia ao herbicida a base do principio ativo glifosato, da marca comercial
Roundup Ready™, desenvolvido e patenteado pela Monsanto Company. Questdes
relativas a detecgédo e a rastreabilidade dos OGMs auferiram um grande interesse
mundial, devido a difusao global crescente e por suas implicagdes socio-econdmicas
e na saude da populagédo. Além disso, com a utilizagdo excessiva de transgénicos
na produgado de alimentos, foram estabelecidos regulamentos de rotulagem,
producdo, comercializagdo e destinagdo em diversos paises para proteger os
direitos dos consumidores e produtores. Além da busca pela regulamentagéo, as
questdes de interesse do consumidor resultaram no desenvolvimento de diferentes
métodos para detectar e©u quantificar alimentos derivados de culturas
geneticamente modificadas e de suas matérias-primas. O presente trabalho
pretendeu estabelecer uma metodologia que poderia ser aplicada como padrao
qualitativo as sementes e graos de soja comercializados no Brasil, em acordo com a
normatizacédo do Pais e com as comunidades estrangeiras. Foram utilizados dois
meétodos de extracao para identificar as melhores qualidades de DNA extraidos de
graos e sementes de soja. O método de Brometo de Hexadecil Trimetil Amdnio
(CTAB) demonstrou os melhores resultados na extracdo do DNA gendmico das
amostras. A técnica de PCR padronizada para verificagdo de pureza varietal foi
capaz de detectar a presenca de quantidades conhecidas de soja RR™ em misturas
intencionais de sementes OGMs em quantidades conhecidas de sementes
convencionais. A sensibilidade da metodologia mostra que o método é confiavel e
facilmente reprodutivel desde que os padrdes pré-estabelecidos sejam seguidos.
Baseado neste estudo, o método podera ser ajustado para a identificacdo de OGMs
em outras matérias-primas alimenticias e, também, para alimentos processados.

Palavras-chave: Soja Roundup Ready™. Reacgdo de Polimerizagcdo em Cadeia.
Certificacdo e Deteccdo de Sementes e Graos Geneticamente
Modificados.
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ABSTRACT

The strong increase in genetic modified seed production verified over the
years led to a consolidation of the transgenic seed industries worldwide. Currently,
expressive antagonic issues have risen regarding the trade of these products in
relation to the products without any transgenic trace. The dichotomy between the
evaluated risk and the perceived risk of transgenic use has defined their level of
acceptability among the different global societies. A Genetically Modified Plant
(PMO) is a living organism whose genetic composition has been altered by means of
genetics technology. This process is referred to as the transformation event and has
been widely applied to agricultural commodities. Thus, the Roundup Ready™
(RR™), soy event GTS 40-3-2, developed by Monsanto Company has become the
most prevalent transgenic crop in the world. This variety was developed to confer in-
plant tolerance to gliphosate-based agricultural herbicide Roundup Ready™. With
the widespread use of GMOs in food production, labeling regulations have been
established in some countries to protect the right of consumers and producers.
Further than regulatory demand, consumer concern issues have resulted in the
development of several methods to detect and quantify foods derived from
genetically engineered crops and their raw materials. Polymerase Chain Reaction
has proved to be the method of choice to detect the presence or absence of the
introduced genes of GMOs at the DNA level. In this study, it was utilized two
methods of DNA extraction for identifying the best quality of DNA of the samples. The
Cetyl Trimethylammonium Bromide (CTAB) has showed to be the best method for
the DNA extraction of the samples. The present paper aimed to verify if the PCR
technique can detect RR™ soybean seeds among conventional seeds. The results
showed that this method could be applied with high sensibility in order to certificate
conventional soybean seeds.

Keys words: Roundup Ready™ soybean. Polymerase Chain Reaction. Certification.
Certification and Detection of Genetically Modified Seeds and Grains.
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1 INTRODUGAO

1.1 O LEGADO DAS SEMENTES TRANSGENICAS

Uma planta geneticamente modificada (PGM) &€ um organismo vivo que
possui caracteristicas genéticas alteradas de maneira ndo natural, seja por
supressdo, adi¢cdo, troca ou modificagdo de, no minimo, um gene. Tais
modificagdes geralmente buscam desenvolver plantas tolerantes ao ataque de
insetos e/ou a acéo de herbicidas (FERMENT et al., 2009).

Autorizados para comercializagdo nos Estados Unidos da América (EUA)
desde 1994, os cultivos transgénicos, vinculados as promessas de obtengao de
uma rentabilidade maior, despertaram o interesse de agricultores em todo o
mundo. A superficie cultivada com PGM, em 1998, foi estimada em
aproximadamente 30 milhdes de hectares, dos quais 74% nos EUA. Para o ano
de 2015 estima-se um cultivo de 200 milhdes de hectares distribuidos entre mais
de 40 paises (PELAEZ; SCHMIDT, 2000).

Esse fato fez com que as industrias de desenvolvimento e de venda de
sementes transgénicas se consolidassem. Atualmente, poucas empresas
controlam quase a produgdo de sementes transgénicas no mundo.
Tradicionalmente implantadas nos ramos quimico e farmacéutico, Monsanto,
Novartis, AstraZeneca, Aventis e DuPont migraram para o ramo sementeiro
reproduzindo variedades transgénicas, com destaque para a soja Roundup
Ready™ (RR™). Este evento transgénico mais cultivado em todo o mundo
apresenta sequéncia genética que confere a soja tolerancia aos herbicidas a base
de glifosato (doravante “Tecnologia RR™”), tecnologia esta de propriedade da
Monsanto Company e/ou Monsanto Technology LLC (ambas designadas

Monsanto Company).

Originalmente o Brasil manteve-se a margem do processo de expansao
dos cultivos transgénicos observados em outros importantes produtores de
commodities agricolas nas Américas, como a Argentina, o Canada, os Estados
Unidos da América (EUA) e o México. Entretanto, o constante apelo ao avancgo
tecnoldgico, impulsionado pela introdugédo ilegal de sementes de soja RR™,
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através das fronteiras sulinas, levou o Governo Federal a regulamentar a
produgdo, o comeércio € o0 consumo daquele que seria 0 primeiro evento
transgénico autorizado no pais. Ao editar o Comunicado n° 54 de primeiro de
outubro de 1998, a Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio)
concluiu que nao ha evidéncias de risco ambiental ou a saude humana e animal,
decorrentes da utilizagdo da soja RR™ (SCHOLZE, 2010).

Permanece, entretanto, a manifestagdo de interesses antagbnicos a
despeito do cultivo, do consumo e da comercializagdo dos transgénicos no
mundo, posto que, ao mesmo tempo em que se verificam segmentos
interessados pela disseminagdo ampla de sementes transgénicas, existe outro
que exige produtos convencionais.

Além da preocupacdo com a saude da populagcdo, visto os possiveis
riscos para a saude e para o meio ambiente, grande parte das polémicas
originadas com a questdo discutida, esta diretamente relacionada aos aspectos
da conveniéncia e oportunidades socioeconémicas e do interesse nacional.

Nesse tocante, a liberdade de escolha do consumidor e do agricultor
adquire relevancia na medida em que nao se dispde ainda de uma infra-estrutura
capaz de monitorar os efeitos dos organismos geneticamente modificados a longo
prazo, tampouco de assegurar a rastreabilidade de cadeias devidamente
segregadas. A disponibilidade de métodos imunolégicos e moleculares validados
para a detecgao e quantificagcdo de tragos transgénicos em sementes e alimentos
processados €, assim, um elemento chave na implementagéo da Politica Nacional
de Biossegurancga (PNB).

E de fundamental importancia destacar, ainda, o poder do monopdlio das
empresas de biotecnologia sobre o controle da reprodugdo das sementes, na
medida em que a transgenia traz em seu bojo um sistema de rastreabilidade que
permite um controle continuo e eficaz sobre o pagamento dos direitos de
propriedade intelectual (royalties)) mesmo de lavouras contaminadas
involuntariamente.

Das 771 cultivares de soja registradas até o momento no Registro
Nacional de Cultivares (RNC), 6rgdo vinculado ao Ministério da Agricultura,
Pecuaria e do Abastecimento (MAPA), 269 sao cultivares de soja RR™.
Cultivadas lado a lado, é alta a probabilidade de contaminagao. E prerrogativa do

Estado assegurar o fornecimento de sementes naturais livres de contaminacgao.
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Sementes sustentam a base das cadeias agricolas e o desenvolvimento de uma
metodologia confiavel e de custo acessivel como agente controlador é de

relevancia estratégica (MAPA, 2010).

1.2 CONSTRUGAO DO MARCO REGULATORIO

Com a sancéao da Lei Federal n°® 11.105 de 24 de marc¢o de 2005 (Lei de
Biosseguranga), o Pais sedimentou seu marco regulatorio para a avaliagdo dos
riscos associados ao cultivo e ao consumo dos organismos geneticamente
modificados. A lei estrutura a Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranga
(CTNBio), colegiado composto de 27 cientistas brasileiros que respondem pela
analise dos riscos, concluindo pela liberagdo ou ndo de variedades transgénicas.
Normas e procedimentos complementares sdo editados pelos Orgdos de Registro
e Fiscalizagdo do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, do
Ministério da Saude e do Ministério do Meio Ambiente (BRASIL, Lei Federal n°
11.105 de 24/03/2005).

Entre as diversas atribuicbes delegadas, compete ao Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), a fiscalizagdo da produgdo de
sementes, medida que busca auferir padrées de identidade e de qualidade pré-
estabelecidos (BRASIL, Lei Federal n® 11.105 de 24/03/2005).

Dentre os diversos paréametros regulamentados, destaca-se a
determinagao da presenca e quantidade de diferentes cultivares contidas no lote a
ser comercializado. Deste modo, quando os limites pré-determinados séao
extrapolados na determinacado de pureza varietal, o lote é considerado improprio
para a comercializagao (BRASIL, Lei Federal n° 11.105 de 24/03/2005).

Como consequéncia da insercdo das PGM no pais, houve mudangas e
adaptagdes na legislacdo da Unido para tratar dos assuntos relativos a
biosseguranga e a protecdo de cultivares. Contudo, surge a defasagem dos
meétodos laboratoriais aplicados para verificagdo da pureza varietal dos lotes
amostrados, na medida em que os procedimentos atuais ndo contemplam testes

para detecgao de transgenia.
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1.3 CONTAMINAGAO VARIETAL

Apos a liberacdo legal e disseminacdo do uso de cultivares de soja
transgénicas tolerantes ao herbicida de principio ativo glifosato, o uso de tiras de
fluxo lateral (teste qualitativo) € essencial a identificacdo de materiais
geneticamente modificados quando da verificagdo de misturas de cultivares.

As Regras para Analise de Sementes editadas pela Secretaria Nacional
de Defesa Agropecuaria do MAPA em 1992 dispdem que a verificagdo do item
“‘Outras Cultivares” deve levar em consideragcdo os descritores constantes da
descricdo de cada cultivar junto ao Registro Nacional de Cultivares (RNC)
(essencialmente, coloracdo do hilo, forma e brilho da semente, reacdo a
peroxidase e coloragdo do hipocotilo) (BRASIL, Lei Federal n° 11.105 de
24/03/2005).

Nas analises de amostras da fiscalizagdo do comércio de sementes de soja
nao GM, vem sendo constatado que lotes de sementes conformes aos padrdes
para verificagdo de outras cultivares, apontam resultado positivo na detecgcao de
OGM quando do adicional teste com as tiras de fluxo lateral (ANEXO 02 -
ESQUEMA ILUSTRATIVO DE UM BOLETIM OFICIAL DE ANALISE REALIZADO
PELA CLASPAR) (SILVA, 2010).

No estado do Parana, o o6rgao fiscalizador publico, Secretaria da
Agricultura e do Abastecimento (SEAB), possui um Departamento de Fiscalizagao
(DEFIS), especifico para que este controle seja sustentado. As analises sao
realizadas em laboratérios parceiros da entidade. Os técnicos da Secretaria de
Estado da Agricultura e do Abastecimento do Parana (SEAB) rematam pela
impossibilidade de se apurar a mistura de cultivares geneticamente modificadas
sem a realizacao de testes laboratoriais adicionais, a exemplo, pelo uso das tiras
de fluxo lateral, em raz&o da semelhanga das caracteristicas fenotipicas entre
determinadas cultivares geneticamente modificadas e ndo geneticamente
modificadas (SILVA, 2010).

As empresas produtoras de sementes alegam n&o existir contaminagéo
nos lotes de sementes produzidos, a medida que o MAPA nao fixou limites ou
metodologia analitica para a deteccdo de sementes transgénicas em lotes de

semente convencional. Também n&o foi elaborada uma norma cuja produgéo e
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comercializagdo de sementes deva obedecer ao limite quantitativo de tolerancia
de 2 a 10 sementes de outras cultivares, variavel segundo a categoria da semente
(SILVA, 2010).

N&o ocorrendo o cumprimento das normas pelo infrator, o Ministério
Publico, atuando conforme a constituicdo em defesa dos direitos da sociedade
autua o infrator fazendo com que este firme um termo de compromisso de
ajustamento de conduta. Neste termo o infrator deve adotar medidas especificas
para atender as exigéncias legais vigentes sob pena de sofrer san¢des quando do
inadimplemento das obrigagdes assumidas (SILVA, 2010).

1.4 CERTIFICACAO DE SEMENTES

E necessario que as sementes utilizadas pelos produtores agricolas
possuam alta qualidade, ao mesmo tempo em que apresentem baixo risco ao
consumidor. Portanto, visto que a variedade transgénica € amplamente utilizada
no ambito nacional e mundial, a certificacdo de sementes, por uma metodologia
confiavel e de custo acessivel e possibilidade de realizagdo em tempo curto é
fundamental como agente controlador.

Como é fungdo de o Estado assegurar a fitossanidade das lavouras,
fiscalizar o padréo das sementes e o devido uso de agrotéxicos, o Departamento
de Fiscalizacdo e Defesa Agropecuaria (DEFIS/SEAB), tem executado inumeras
acOes fiscais que comprovam que a coexisténcia entre lavouras transgénicas e
convencionais, mantida as atuais caracteristicas fundiarias e estruturais da

agricultura brasileira, em especial a paranaense, € impraticavel (SILVA, 2010).

Os pontos mais relevantes detectados pelo DEFIS/SEAB, dizem respeito
a mistura varietal de sementes transgénicas em lotes de sementes de soja
convencional certificada, ao aumento do consumo de agrotoxicos e da meédia
global de residuo de glifosato e de seu metabdlito, AMPA, em graos de soja
transgénica e aos seguidos casos de contaminagéao (SILVA, 2010).

Entre os aspectos observados durante a certificagcdo de sementes de soja,
0 mais complexo se constata na determinacdo da pureza varietal
(ANEXOS 01 - Instrucdo Normativa n® 25, de 16/12/2005). Este processo &
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realizado com o auxilio de descritores morfolégicos associados a semente, tais
como tamanho médio, formato, coloragdo e aspecto do tegumento, cor e formato
do hilo, entre outros. Estes padrées podem sofrer influéncia ambiental, contudo
s&o analisados laboratorialmente, apenas, de modo macroscopico (FIGURA 1)
(Lein® 10.711, de 05/08/2003).

Todavia, desde a liberacdo comercial da soja transgénica, cultivares de
soja RR™ devidamente registradas junto ao Registro Nacional de Cultivares
(RNC/MAPA), tém sido verificadas em mistura nos lotes comercializados (SILVA,
2010).

A FIGURA 2 ilustra claramente o problema que sustenta a hipotese
central do presente trabalho. Esta imagem representa o resultado de um boletim
de analise oficial emitido pela CLASPAR (ANEXOS 02 - Boletim Oficial). A coluna
04 (Verificagao de Outros Cultivares) revela que lotes em conformidade ao padréo
de mistura varietal tolerada (Inferior a 14 sementes) em 500 g, apontam resultado
positivo para testes sorolégico complementar (Coluna 14).

Tal motivo levou a Secretaria de Estado da Agricultura e do
Abastecimento a editar Resolucdo Secretarial 102/2007, que estabelece no
Estado do Parana o método de imunoensaio para a detecgdo de transgenia em
amostras fiscais de sementes de soja convencional.

A Lei Federal 10.711, de 2003 dispde sobre o Sistema Nacional de
Sementes e Mudas, e atribui aos Estados e ao Distrito Federal a competéncia
para elaborar normas e procedimentos complementares relativos a produgao de
sementes e mudas, bem como exercer a fiscalizagdo do comércio estadual (Lei
Federal 10.711, de 05/08/03).
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FIGURA 1 - VERIFICACAO MACROSCOPICA DA CONTAMINAGAO VARIETAL DE SEMENTES
DE SOJA REALIZADA PELA EMPRESA PARANAENSE DE CLASSIFICACAO DE PRODUTOS
(CLASPAR).

FONTE: O autor (2009).

FIGURA 2 - RECORTE DO BOLETIM DE ANALISE EMITIDO PELA EMPRESA PARANAENSE
DE CERTIFICACAO DE PRODUTOS (CLASPAR).
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FONTE: SEAB (2009).
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1.5 PROBLEMATICA

A semente de soja modificada geneticamente ndo apresenta diferengas
morfolégicas das variedades convencionais, de modo que sua distingdo €
impossivel macroscopicamente (FIGURA 3), faz se necessario padronizar uma
metodologia que seja altamente sensivel e de baixo custo, visando sua utilizagao
por maior numero de produtores e érgéos publicos.

Como instituir um método de deteccdo e quantificagcdo da presenca de
sementes geneticamente modificadas em amostras fiscais de semente
convencional, de modo a assegurar o cumprimento da norma existente?

A necessidade de monitorar e verificar a presencga transgenia em lotes de
sementes convencional e matérias-primas alimenticias (graos, farelos, entre
outros) demanda o uso de métodos analiticos proprios. Estes devem ser capazes
de detectar e/ou quantificar a sequéncia génica ou fragmento de DNA introduzido
Nno organismo ou as proteinas expressas por ele.

Assim, se questiona se a metodologia de PCR seria eficaz na detecgao
de transgenia em amostras constituidas por massa de soja convencional
contaminadas por quantidades absolutamente conhecidas de soja RR™. Em caso
positivo qual seria o limite minimo desta detecgéo.

FIGURA 3 - SEMENTES DE SOJA PRESTES A SEREM COLHIDAS, SEM DISTINGAO DE
TRACOS DE TRANSGENIA.

FONTE: O autor (2009).
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1.6 OBJETIVOS

1.6.1 Objetivos Gerais

Estabelecer uma metodologia que possa ser aplicada como padrdo
qualitativo as sementes e grdos de soja comercializados no Brasil, em acordo
com a normatizag&o brasileira e com as comunidades estrangeiras, visto que ha
necessidade de certificar a qualidade dos mesmos por métodos mais especificos
do que aqueles empregados na atualidade, de modo que seja viavel tanto aos

pequenos produtores quanto as grandes industrias.

1.6.2 Objetivos Especificos

* Extrair o DNA das amostras pelos métodos de extracdo Brometo de
Hexadecil Trimetili Amoénio (CTAB) e Kit Eurofins Genescan com a
finalidade de determinar qual o melhor método de extragao para prosseguir

com as analises;

» Utilizar a Reacdo de Polimerizagdo em Cadeira (PCR) para analisar a
qualidade das amostras através da amplificagdo do gene da lecitina de soja

em sementes e gréos de soja;

* Verificar a presencga de graos de soja Roundup Ready™ combinadas em

graos de soja convencionais por PCR;

* Verificar a presenca de sementes de soja Roundup Ready™ combinadas

em sementes de soja convencionais PCR.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 EVOLUCAO TECNOLOGICA DA AGRICULTURA

A capacidade de alterar os ecossistemas, cuidar da terra, das plantas e
dos animais em beneficio préprio evoluiu até o desenvolvimento da agricultura. O
marco histérico da agricultura data de 10 a 11 mil anos a.C., no Oriente Médio
(BOREM, 2004).

No periodo neolitico o homem vivia em florestas e alimentava-se do que a
natureza ofertava. Com o passar do tempo, passou a observar o comportamento
das plantas e a domesticar os animais, iniciando a interferir no ecossistema. Esta
fase caracteriza o inicio da lavoura, onde prepondera a visdo de aumentar o
rendimento das colheitas por um sistema extrativista. O preparo do solo e selecéo
de sementes de plantas mais produtivas sao exemplos de atividades realizadas
neste inicio da evolugado agricola (BOREM, 2004).

O préximo passo do homem em relagdo ao progresso da agricultura foi a
incorporagdo dos conhecimentos cientificos que resultaram na criagdo de
agrossistemas sofisticados e de alta produtividade, culminando com a chamada
revolucao verde. Importantes realizagdes obtidas foram o melhoramento genético
de plantas, a mecanizac&o e o uso de agroquimicos (BOREM, 2004).

Com o passar dos seéculos, a populagdo do planeta cresceu
exponencialmente e, apesar dos esfor¢cos realizados para a obtencao de técnicas
avangadas de produgao, havia um desequilibrio em torno desses fatores, sendo
que a producdo de alimentos permanecia em desvantagem. Além disto, a
degradagéao das terras havia sendo causada devido a interferéncia antropica nos
ecossistemas, e a area cultivada per capita encontrava-se em decréscimo
(BOREM, 2004).

Desta forma, a tendéncia para a implementacdo das plantacbes e
produgdes de alimentos aumentava e houve uma nova revolugéo tecnoldgica, que
favorece a producdo conservacionista e predomina nos dias atuais. Apontando
para o desenvolvimento de agrossistemas eficientes e sustentaveis e contribuindo

para conter a degradagdo ambiental, utilizam-se técnicas de plantio direto,
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rotagao de culturas, controle biolégico de pragas, protecdo dos recursos naturais,
engenharia genética, biotecnologia (BOREM, 2004).

A biotecnologia no século XXI| é bastante diferente daquela quando este
termo foi usado, em primeiro instante, no século passado para descrever
procedimentos de produgdo de vinhos, paes e derivados lacteos. Na verdade, o
que distingue os procedimentos da biotecnologia moderna com a realizada ha
tempos, ndo sdo os principios envolvidos, mas as técnicas utilizadas (BOREM,
2004).

O melhoramento genético convencional de plantas e o melhoramento
molecular buscam desenvolver variedades mais uteis ao homem. A diferenca
entre esses processos € que o melhoramento molecular torna o desenvolvimento
varietal num procedimento com resultados previsiveis, aplicando-se das notaveis
técnicas de engenharia genética (BOREM, 2004).

Para reverter a tendéncia da degradagdo ambiental progressiva da
agricultura e evitar a exaustao de recursos naturais, € necessaria a incorporagéo
de avancgos cientificos a tecnologia de producdo. Tanto os paises desenvolvidos
guanto aqueles em desenvolvimento tém se mobilizado para viabilizar mudangas
nos paradigmas tecnologicos, visando a sustentabilidade da producdo agricola
(BOREM, 2004).

2.2 MANIPULACAO DE GENES

O progresso da engenharia genética levou a introdugdo dos Organismos
Geneticamente Modificados (OGMs) no comércio mundial, cujos genomas sao
alterados pela integracdo de uma sequéncia génica que confere um novo
tratamento para o organismo (ELENIS et al., 2008).

Estes organismos alterados foram desenvolvidos na década de 70 com
microrganismos, mas, apenas em meados de 80 foram obtidas as primeiras
plantas transgénicas e apenas dez anos depois se iniciou a liberacdo destas
plantas modificadas em alguns paises (BOREM, 2004).

Nos dias atuais, os métodos de manipulacdo de transformagdo de DNA

sdo extensos e variam desde pequenos detalhes de adaptacédo de reagentes até
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as mais sofisticadas mutagdes de multiplos genes e de transferéncia de organelas
(HIRATA, 2002).

As possibilidades de modificagbes aumentam em proporgdo geométrica,
acompanhando as descobertas de novos genes, de novas ferramentas de
manipulagcédo e sistemas de analise, por meio de sistemas computadorizados de
comparacgao de sequéncias de bases e de estruturas tridimensionais (HIRATA,
2002).

Segundo Hirata (2002), as modificagdes genéticas por recombinagédo sao
mais especificas do que as de melhoramento genético convencional, porém,
requerem um numero bastante elevado de provas e de tentativas de reproducao
de individuos. Tais individuos podem ser microrganismos, insetos, plantas e
animais.

Essas praticas sao tentativas mais dirigidas que o cruzamento
convencional. Assim, possuem o intuito de geragao de individuos fenotipicamente
normais, entretanto, com fungdes fisioldgicas alteradas. Contudo, justamente
devido a estas alteragdes, alerta-se que deve ser intensificado o cuidado com o
correto destino dos residuos provenientes de programas de modificagado genética,
a fim de evitar acidentes de contaminacdo de pessoas e animais, bem como de
desastres ecoldgicos (HIRATA, 2002).

A obtencdo do DNA transformado deve ser feita do organismo fonte,
mediante técnicas de extragdo e isolamento adequadas para cada material. O
DNA genbmico é facilmente extraido e purificado, sendo que se encontra em
qualquer 6rgao animal ou vegetal. Em contraste, o RNA €& muito mais instavel e
deve ser obtido no tecido no qual se expressa tal proteina e convertido ao seu
correspondente DNA (HIRATA, 2002).

2.3 TRANSFORMAGOES GENETICAS DE PLANTAS

As plantas geneticamente modificadas s&do os organismos transgénicos
mais amplamente utilizados e comercializados na atualidade. Por esta raz&o, as
sementes transgénicas exigem mais atencéo e cuidados em diversos aspectos.
Novas geragdes de variedades de plantas modificadas vém sido liberadas no pais
com mais frequéncia. As modificacbes genéticas de plantas seguem duas
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metodologias distintas a partir da forma de introducdo do gene quimérico
(HIRATA, 2002).

Uma das modificacbes pode ocorrer por contaminagao bacteriana direta,
por meio do uso de Agrobacterium tumefaciens, microrganismo que contém o
vetor da transformacgao. Esta bactéria produz mutagdes em plantas por meio de
transferéncia de conteudo genético, o que provoca a formacédo de noddulos
equivalentes a tumores vegetais. A partir dessa capacidade de transformacéo,
introduzem-se os vetores desejados, e dos nddulos formados, com o auxilio de
técnicas de cultura de tecidos, sao regeneradas novas plantas. Os exemplares de
plantas transformadas passam por um periodo de incubacdo em estufas ou casas
de vegetagao, seguindo-se novas analises de monitoramento da transformacéo.
Assim, somente as plantas com as caracteristicas desejadas sédo reproduzidas
(HIRATA, 2002).

Outra metodologia de modificacdo de plantas, a biobalistica, utiliza um
propulsor de alta pressédo, que projeta sobre o material a ser modificadas
centenas de minusculas esferas de metal recobertas com plasmideo. Esses
plasmideos passam a ser absorvidos pelas células seguindo fundamentalmente o
mesmo mecanismo de incorporagdao e mutagcdao do DNA da planta (HIRATA,
2002).

As recentes descobertas permitiram que novas plantas transgénicas
gerassem produtos desejaveis, como enzimas, polimeros e vacinas. Também
houve a recente criacdo de plantas usadas na biorremediacdo de poluentes
organicos e metais pesados (MACEK et al., 2006).

As plantas foram geneticamente modificadas para atribuir as mesmas
propriedades antes nao existentes. Existem aquelas que foram desenvolvidas
para abranger a agricultura, como plantas com tolerancia a herbicidas, a insetos,
ou a virus. Outras foram enquadradas em categorias distintas, visando, por
exemplo o aumento do nivel de certos componentes nutricionais. Plantas com
caracteristicas farmacéuticas ou industriais alteradas também foram geradas,
enquanto que muitas ainda estdo em desenvolvimento ou aguardando para serem

liberadas para o comércio em determinados paises (GACHET et al., 1999).
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2.3.1 Cultivares tolerantes a herbicidas

O controle de ervas daninhas em culturas agricolas constitui-se num dos
maiores desafios enfrentados pela agricultura de larga escala. Com o advento da
Revolucdo Verde na década de 60, métodos de controle quimico tomaram lugar
definitivo no campo, especialmente com a difusao de herbicidas (FERMENT et al.,
20009).

Entre os diversos ingredientes ativos disponiveis no mercado, herbicidas
a base de glifosato, certamente sdo os mais utilizados. Glifosato € o nome comum
da substancia quimica definida de N-fosfonometilglicina ou N-(fosfonometil) glicina
pela nomenclatura internacional IUPAC. Com base no Chemical Abstract Service
(CAS) o nome da substéncia é glycine, N-phosphonometyl, cujo numero de
registro internacional € 1071-83-6 (FERMENT et al., 2009).

A caréncia de herbicidas efetivos com atividade de amplo espectro é um
fator que limita o manejo de plantas daninhas. Como consequéncia, nos cultivos
convencionais, sao necessarias aplicacdes multiplas de herbicidas pré e pés-
emergéncia para controlar ampla faixa de plantas daninhas (BOREM, 2004).

Do contrario, as culturas que contém genes de tolerancia a herbicidas de
amplo espectro, ao exemplo da soja Roundup Ready (RR) ™, evento GTS 40-3-2,
representam um programa avangado de manejo de plantas daninhas, pois
permitem que esses herbicidas sejam aplicados em area total na pos-emergéncia
das culturas. Deste modo, existe maior eficiéncia no controle de plantas daninhas
e flexibilidade de manejo (LOK-TIK et al., 2004), (BOREM, 2004).

Desde que foi introduzido no mercado, o glifosato Roundup Ready™ se
tornou um herbicida utilizado com frequéncia nas colheitas de soja. E um
herbicida seletivo apenas quando aplicado sobre as variedades de soja RR™. O
mecanismo de acdo do glifosato ocorre devido ao bloqueio da biossintese de
aminoacidos aromaticos, inibindo, consequentemente, a atividade da 5-enol-
piruvil-chiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS). Deste modo, o composto apresenta
elevada eficiéncia na eliminagdo de ervas daninhas (JUNIOR et al.,, 2002),
(FOLONI et al., 2005).
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2.4 ASPECTOS DE BIOSSEGURANCA RELACIONADOS AOS CULTIVOS
TRANSGENICOS

A implantacdo dos transgénicos no Brasil é objeto de um embate de
posi¢cdes muito contundentes, no qual varios aspectos e diferentes dimensdes da
ciéncia, da politica, da ética, da economia sdo abordados (FERMENT et al.,
20009).

Considerando os aspectos da saude e seguranga alimentar, bem como o
impacto ambiental, a liberacdo de plantas transgénicas para o cultivo e para o
consumo humano e animal e seus impactos € um tema que implica uma
abordagem inter e multidisciplinar, bem como a inser¢gdo dos consumidores neste
debate posto que s&o os destinatarios finais dos produtos oriundos de tal plantio
(NODARI ; GUERRA, 2003).

Neste contexto, ganha relevancia o Principio da Precaugédo. Proposto
formalmente durante a Conferéncia RIO 92, o Principio € a garantia contra os
riscos potenciais que, de acordo com o estado atual do conhecimento, ndo podem
ser ainda identificados (GOLDIM, 2001). Este Principio afirma que a auséncia da
certeza cientifica formal, a existéncia de um risco de um dano sério ou irreversivel
requer a implementacado de medidas que possam prever este dano (FERMENT et
al., 2009).

Adotado pelo Brasil, o principio sustenta a construgdo do marco
regulatorio nacional. Ao sancionar a nova lei de biosseguranga, abriram-se as
portas para o desenvolvimento de atividades de pesquisa e liberacbes comerciais
de OGMs. Organizagdes publicas, privadas, nacionais e internacionais, bem como
orgaos financiadores ou patrocinadores de atividades ou projetos devem
submeter-se as prerrogativas disciplinadas pela Lei n° 11.105 (HIRATA, 2002).

Entretanto, a predominancia do positivismo e de uma visdo reducionista
da ciéncia que atribui a uma causa um so efeito (um gene, uma proteina, uma
funcado), abstraindo a complexidade das interagdes que se processam na matéria
viva, que sejam em escala molecular ou ecossistémica, resultou na liberagdo de
Plantas Geneticamente Modificadas (PGMs) acompanhadas de medidas de
gestdo de risco bem distantes da realidade do campo (FERMENT et al., 2009).
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A indefinigdo de critérios claros de biosseguranga, a carga da CTNBiIo,
expde ao risco, definitivamente, a manutencdo de cadeias agricolas n&o
transgénicas. Os cientistas membros da comissdo disponibilizaram os eventos
geneticamente modificados liberados para a comercializagdo no Brasil atualmente
para as culturas do algodéo, soja e milho, detalhados no QUADRO 2.

Para o desenvolvimento de atividades com OGMs as organizagdes
publicas, privadas, nacionais e internacionais, bem como 6rgaos financiadores ou
patrocinadores de atividades ou projetos devem submeter-se a Lei n° 8.974,
certificando-se da idoneidade técnico-cientifica com a apresentagao do Certificado
de Qualidade em Biosseguranca (CQB) (HIRATA, 2002).

O restante dos documentos legais se refere a Biosseguranga no Brasil.
Portanto, estabelecem normas para o uso de técnicas de engenharia genética e
de liberacdo dos OGMs no meio ambiente.

No QUADRO 1 encontram-se, resumidamente, as principais normas
relacionadas aos OGMs e as Sementes vigentes atualmente no Brasil. Estas se
encontram divididas por ordem de data de regulamentagéo.

QUADRO 1 - PRINCIPAIS NORMAS RELATIVAS AOS OGMS E AS SEMENTES NO BRASIL.

Norma Sintese
. . . Estabelece a criagdo da CTNBIo e as normas e disposigdes
(o)
52'1%92'974’ de 05 de janeiro relativas a atividades e projetos relacionados a OGMs e

derivados.

Decreto n° 1.752, de 05 de

novembro de 1995.

Regulamenta a Lei n°® 8.974 e da outras providéncias.

Instrucdo Normativa CTNBio
n° 18, de 15.12.98

Dispde sobre a liberagdo planejada no meio ambiente e
comercial da soja Roundup Ready™.

Lei n° 10.711, de 5 de agosto
de 2003.

Dispde sobre o Sistema Nacional de Sementes e Mudas
(SNSM) e da outras providéncias.

Decreto n° 4.680, de 24 de
abril de 2003

Regulamenta o direito a informagédo quanto aos alimentos
contenham ou que sejam produzidos a partir de OGMs.

Decreto n° 5.153,de 23 de
julho de 2004

Aprova o Regulamento da Lei n2 10.711, de 5/8/2003, que
dispde sobre o SNSM, e da outras providéncias.

Lei n°® 11.105, de 24 de Margo
de 2005

Normas de seguranga e mecanismos de fiscalizagdo sobre
o0 manejo geral dos OGM e de seus derivados.

Decreto 5.705, de
fevereiro de 2006

16 de

Promulga o Protocolo de Cartagena sobre Biosseguranca
da Convencao sobre Diversidade Bioldgica.

Resolugdo Normativa n° 2, de
27 de Novembro de 2006

Classificacdo de riscos de OGM e os niveis de
biosseguranca.

Lei n°® 11.460, de 21 de margo
de 2007

Dispbée sobre o plantio de organismos geneticamente
modificados em unidades de conservagao.

Portaria n°. 520, de 10 de
Julho de 2007

Institui Comissdo de Avaliagdo de Seguranga de produtos
sujeitos a vigilancia sanitaria que contenham ou consistam
de OGM e seus derivados, e da outras providéncias.

Fonte: Adaptado das Legislagbes Acima Referidas.




QUADRO 2 - EVENTOS GM LIBERADOS PARA A COMERCIALIZAGAO NO BRASIL.
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Eventos em Soja

Nome comercial Evento Caracteristica Empresa
Soja Roundup | GTS 40-3-2 Tolerancia ao herbicida glifosato Monsanto
Ready™
Soja Liberty Link | A2704-12 Tolerancia ao herbicida glufosinato de Bayer
amonio;
Soja Liberty Link | A5547-127 Tolerancia ao herbicida glufosinato de Bayer
amonio;
Soja CV127 BPS- Tolerancia aos herbicidas do grupo Basf
CVv127-9 quimico das imidazolinonas
Eventos em Milho
Milho Herculex TC1507 Resisténcia a insetos da ordem Du Pont
Lepidoptera
Milho TC1507 x TC1507 Resisténcia a insetos da ordem Du Pont
NK 603 Lepidoptera
Milho Milho MON89034 Resisténcia a insetos da ordem Monsanto
MON 89034 Lepidoptera
Milho MIR 162 MIR162 Resisténcia a insetos da ordem Syngenta
Lepidoptera
Milho MON 810 MON810 Resisténcia a insetos da ordem Monsanto
x NK603 Lepidoptera
Milho GA21 GA21 Tolerancia ao herbicida glifosato Syngenta
Milho Roundup NK603 Tolerancia ao herbicida glifosato Monsanto
Ready 2
Milho Bt11 BT 11 Resisténcia a insetos da ordem Syngenta
Lepidoptera
Milho Guardian MON 810 Resisténcia a insetos da ordem Monsanto
Lepidoptera
Milho Liberty T25 Tolerancia ao herbicida glufosinato Bayer
Link
Milho MON810 x| MONS810 Resistente a Insetos da ordem Monsanto
NK603 Lepidoptera
Milho Bt 11 x Bt11 Resistente a insetos da ordem Syngenta
GA21 Lepidoptera
Eventos em Algodao
Algodao MON1445 Tolerancia ao herbicida glifosato Monsanto
Roundup
Algodao MON MON531 Resisténcia a insetos da ordem Monsanto
531 x MON MON1445 Lepidoptera e tolerancia ao herbicida
Algodao MON15985 Resisténcia a Insetos da ordem Monsanto
Bollgard Il Lepidoptera
Algodéao 281-24-236 Resistente a insetos e tolerante ao Dow
Widestrike herbicida glufosinato de aménio AgroSciences
Algodéo LLCotton25 Tolerancia ao herbicida glufosinato Bayer
LibertyLink
Algodéao 531 Resisténcia a insetos da ordem Monsanto
Bollgard Lepidoptera

Fonte: Adaptado de Comiss&o Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio), (2010).
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2.5 ROTULAGEM DE ALIMENTOS TRANSGENICOS

No Brasil, o Cdédigo de Defesa do Consumidor, Lei n° 8.078 de 11 de
setembro de 1990, protege a vida e a saude, e prové seguranga contra 0s riscos
provocados por praticas no fornecimento de produtos considerados nocivos. Em
seu art. 6° assegura a liberdade de escolha, a educagéo e a divulgagao sobre o
consumo adequado dos produtos, bem como a informagao sobre os riscos que
estes produtos apresentem, através da rotulagem dos alimentos. Além disso, ela
possibilita a rastreabilidade, pois, em casos de efeitos na saude humana, os
produtos rotulados seriam facilmente identificados e recolhidos.

Ao reconhecer a vulnerabilidade do consumidor e buscar harmonizar a
protecdo ao consumidor com a necessidade de desenvolvimento econémico e
tecnoldégico, o codigo consumerista se funda nos principios da precaucdo e
prevencgao.

A principal norma correlacionada com os OGMs na alimentagéo
compreende o Decreto n° 4.680, de 24 de abril de 2003. A norma regulamenta o
direito a informacgé&o, assegurado pela Lei no 8.078, de 11 de setembro de 1990,
quanto aos alimentos e ingredientes alimentares destinados ao consumo humano
ou animal que contenham ou que sejam produzidos a partir de organismos
geneticamente modificados. Exige que na comercializagdo de alimentos e
ingredientes alimentares destinados ao consumo humano ou animal que
contenham ou que sejam produzidos a partir de OGM, com presencga acima do
limite de um por cento do produto, o consumidor seja informado da natureza
transgénica desse produto (BRASIL, Decreto n® 4680, de 24/042003).

2.5.1 Padrao Nacional das sementes

A Lei Federal n° 10.711/03 determina que a producao e comercializagao
de sementes devem obedecer as normas e aos padrbes de identidade e
qualidade estabelecidas na Instru¢cdo Normativa n° 25/05 do MAPA. Esta IN
estabelece limite quantitativo de tolerancia de 2 a 10 sementes de Outras
Cultivares, variavel segundo a categoria da semente, apurado sobre amostra de
trabalho de 500 gramas.



35

Conforme esta norma, a certificacdo de sementes ou mudas é
determinada pelo processo de produgdo de sementes ou mudas, executado
mediante controle de qualidade em todas as etapas do seu ciclo, incluindo o
conhecimento da origem genética e o controle de geragdes. Somente poderdo ser
multiplicadas e comercializadas no territério nacional sementes em conformidade
aos parametros apontados para cada espécie vegetal, conforme cada categoria
(QUADRO 3).

QUADRO 3 - CATEGORIAS DAS SEMENTES COMERCIALIZADAS NO PAIS.

E o material de reprodugado vegetal de qualquer género, espécie ou cultivar,
Semente proveniente de reproducdo sexuada ou assexuada, que tenha finalidade
especifica de semeadura

E o material de reprodugéo obtido a partir de processo de melhoramento de
plantas, sob a responsabilidade e controle direto do seu obtentor ou
introdutor, onde sdo mantidas as suas caracteristicas de identidade e
pureza genéticas.

Semente genética

E o material obtido da reprodugdo de semente genética, realizada de forma

Semente basica . ; . e )
a garantir sua identidade genética e sua pureza varietal.

O de primeira geragcao € o material de reproducdo vegetal resultante da
reproducdo de semente basica ou de semente genética. A semente
certificada de segunda geracdo é o material de reprodugdo vegetal
resultante da reproducdo de semente genética, de semente basica ou de
semente certificada de primeira geracéo.

Semente
certificada

FONTE: Adaptado da Lei n°® 11.105 de 24 de marcgo de 2005.

Compete ao MAPA promover, coordenar, normatizar, supervisionar,
auditar e fiscalizar as agbes decorrentes desta Lei e de seu regulamento. Aos
Estados e Distrito Federal compete a elaboracdo de normas e procedimentos
complementares relativos a produgcédo de sementes e mudas, bem como exercer a
fiscalizagdo do comércio estadual (BRASIL, Lei Federal n® 10.711, de 5/08/2003).

O Art. 18 afirma que o MAPA deve promover a organizagédo do sistema de
producdo de sementes e mudas em todo o territdrio nacional, incluindo o
processo de certificagdo. No Art. 19 desta norma permanece evidente que a
producdo de sementes e mudas sera de responsabilidade do produtor de
sementes e mudas inscrito no Renasem, competindo-lhe zelar pelo controle de
identidade e qualidade (BRASIL, Lei Federal n® 10.711, de 5/08/2003).

O Art. 20 afirma que os padrdes de identidade e qualidade das sementes
e mudas, estabelecidos pelo Mapa e publicados no Diario Oficial da Unido (DOU)
séo validos em todo o territorio nacional. Assim, estdo sujeitas a fiscalizagéo, pelo
MAPA, as pessoas fisicas e juridicas que produzam, beneficiem, analisem,
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embalem, reembalem, amostrem, certifiquem, armazenem, transportem,
importem, exportem, utilizem ou comercializem sementes ou mudas (BRASIL, Lei
Federal n° 10.711, de 5/08/2003).

De modo que, de acordo com Art. 39 desta Lei toda semente ou muda,
embalada ou a granel, armazenada ou em transito, identificada ou nao, esta
sujeita a fiscalizagdo (BRASIL, Lei Federal n° 10.711, de 5/08/2003).

O Decreto n°® 5.153,de 23 de julho de 2004, que regulamenta a Lei n°
10.711, de 05 de agosto de 2003, dispde sobre o Sistema Nacional de Sementes
e Mudas (SNSM). Este decreto define sementes puras como sendo uma
percentagem de sementes ou unidades de dispersao pertencente a espécie, bem
como os procedimentos técnicos para avaliar a qualidade e a identidade de
amostras em analise (BRASIL, Decreto n° 5.153, de 23/07/2004).

Veja-se que o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) é o o6rgao que estabelece o padrado para condicionar a produgéo e a
comercializagao destas sementes e mudas como sendo um conjunto de atributos
de qualidade e identidade. De forma que, de acordo com este decreto, o conjunto
de identificagdo dos progenitores e especificacdo do processo utilizado para a
obtencdo do cultivares é identificada pela origem genética (BRASIL, Lei Federal
n°® 10.711, de 5/08/2003)..

De acordo com o Art.35, as sementes deverdo ser produzidas nas
seguintes categorias: semente genética; semente basica; semente certificada de
primeira geracéo - C1; semente certificada de segunda geragao - C2; semente
S1; e semente S2. O Art. 44 dispde que é de responsabilidade exclusiva do
produtor da semente, desde que a respectiva embalagem nao tenha sido violada,
a garantia dos seguintes fatores: ldentificacdo da semente; sementes puras;
germinagao, quando a garantia for superior ao padrdo nacional; sementes de
outras cultivares; sementes de outras espécies; sementes silvestres; sementes
nocivas toleradas; sementes nocivas proibidas; e outros fatores previstos em
normas complementares (BRASIL, Lei Federal n°® 10.711, de 5/08/2003).

O Art. 162 afirma que o controle de qualidade para as espécies previstas
neste Capitulo, em todas as etapas da producdo, é de responsabilidade do
produtor de sementes e de mudas e de seu responsavel técnico, conforme
estabelecido neste Regulamento e em normas complementares (BRASIL, Lei
Federal n° 10.711, de 5/08/2003).
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A despeito das proibicdes, o Art. 177 condiciona que é proibido e
constituem infragdo de natureza grave a produgdo, o beneficiamento, o
armazenamento, a reembalagem, o comércio e o transporte de mistura de
espécies ou de cultivares ndo autorizadas pelo MAPA. Assim, no ato da acao de
fiscalizagdo, sdo adotadas como medidas cautelares: a suspensdo da
comercializagdo; ou a interdicdo do estabelecimento, conforme o Art. 19 do
capitulo XIV (BRASIL, Lei Federal n® 10.711, de 5/08/2003).

2.6 A SOJA

Os graos de soja cultivados pertencem a familia Fabaceae, subfamilia
Papilionoideae, da tribo Phaseoleae e do género Glycine. O género Glycine inclui
varias espécies selvagens e cultivadas. A glycine Max, Glycine max (L.) Merr. é
uma das maiores fontes de dleo, apresenta alto valor protéico para alimentacéo
humana e animal, além de possuir propriedades medicinais e industriais e,
também, na fertilizacdo (DEN NIJS et al., 2004).

A soja € uma planta autégama, caracterizada pela homozigose. Contudo,
apesar de realizar preferencialmente a auto-fecundagao, pode ocorrer uma baixa
taxa de fecundagao cruzada nesta espécie (BOREM, 2004).

A soja é um grdo muito versatil que da origem a produtos e subprodutos
muito usados pela agroindustria, industria quimica e de alimentos. A proteina de
soja € a base de muitos ingredientes alimenticios, além se ser bastante utilizada
pela industria de adesivos e nutrientes, alimentagdo animal, adubos, formulador
de espumas, fabricacdo de fibra, revestimento, papel emulsdo de agua para
tintas. Seu uso como Oleo refinado € bastante conhecido, onde se produz a
lecitina de soja, um agente emulsificante utilizado em produtos alimenticios
(EMBRAPA, 2010).

A soja cultivada na atualidade difere grandemente dos seus ancestrais,
plantas rasteiras que se desenvolviam na costa leste da Asia, principalmente ao
longo do rio Yangtse, na China. A evolugédo da soja iniciou com o aparecimento
de plantas oriundas de cruzamentos naturais entre duas espécies de soja

selvagem, que foram domesticadas e melhoradas por cientistas da antiga China.
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As primeiras citagdes do grdo aparecem no periodo entre 2.883 e 2.838 A.C,,
quando a soja era considerada um grao sagrado (EMBRAPA, 2010).

Apesar de ser conhecida e consumida pela civilizagéo oriental, por milhares
de anos, a soja so foi introduzida na Europa no final do século XV. Contudo as
tentativas de introdugdo comercial do cultivo do grédo na Russia, Inglaterra e
Alemanha fracassaram, provavelmente, devido as condicbes climaticas
desfavoraveis. A soja passou pela Europa, onde se restringiu aos jardins
botanicos. Comegou a ser explorada comercialmente quando chegou aos EUA.
No sul do continente americano, a soja entrou no Brasil e obteve sucesso
(EMBRAPA, 2010), (ALBUQUERQUE; SILVA, 2008).

Atualmente, a soja € um dos pilares centrais do agronegocio no Brasil,
onde ocupa o segundo lugar na produgdo mundial (GRAFICO 1). As previsées de
crescimento sugerem que o Pais ocupara a primeira posicao até 2012
(ALBUQUERQUE; SILVA, 2008).

GRAFICO 2 - COMPARATIVO DA PRODUGAO E AREA PLANTADA DE SEMENTES DE SOJA
NO MUNDO, NA AMERICA DO SUL, NOS EUA E NO BRASIL, DURANTE A SAFRA DE
2008/20009.

= Producdo (milhdes de toneladas)

o Area plantada (milhdes de hedares)

ANN

SojanoMunde SdanaAméricado  Sojanos EUA Sojano Brasil
Sul

FONTE: Adaptado de EMBRAPA (2010).
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2.6.1 O sucesso da soja no Brasil

Atualmente, a soja € semeada em todas as regibes brasileiras. O
GRAFICO 2 apresenta a area cultivada em hectares (ha) de soja no Brasil. A
tecnologia de producdo para a soja em regides tropicais foi desenvolvida
especialmente no Brasil, onde também esta o maior potencial para o aumento da
produgcdo no mundo. Ao se considerar os diversos fatores que compreendem
desde o dominio da propria tecnologia até a disponibilidade de terras. Entre varias
outras razdes, os aspectos técnicos de producdo da cultura da soja foram
relevantes na determinagdo do sucesso da soja no Brasil, assim como alguns
programas federais de incentivo fiscal-financeiro ao desenvolvimento regional.
Entretanto, o retorno econdbmico com a cultura € ainda o maior incentivo. A
crescente oportunidade em escala comercial especialmente no mercado
internacional de dleo e de proteina tem mantido sua demanda firme, ainda que,
mais recentemente, a situacdo cambial tenha diminuido pre¢os no mercado
interno (ALBUQUERQUE; SILVA, 2008).

Entre as principais razbes para o sucesso da cultura da soja no Brasil
destacam-se o clima, com especial énfase na Regiao Centro-Oeste (Cerrado),
principalmente em relagdo a temperatura adequada ao cultivo durante todo o ano
(ALBUQUERQUE; SILVA, 2008).

No sul, a expansao se deu em areas de cultivos menores e mais intensos.
Na regido central, a soja foi inicialmente cultivada em areas de abertura de
Cerrado e de pastagens que se caracterizavam por grandes extensdes de relevo
muito plano. Grandes empresas se estabeleceram na regido central, posto que o
relevo plano facilitou a mecanizagdo e que, por sua vez, permitiu ganhos de
produtividade e garantiram lucros com o aumento da escala (ALBUQUERQUE;
SILVA, 2008).
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GRAFICO 2 - SERIE HISTORICA DA SOJA NO BRASIL.
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Fonte: Informagéo Oficial - Secretaria do Estado da Agricultura e do Abastecimento (SEAB),
Diviséo de Fiscalizagao da Producdo e Comércio de Insumos e Servigos Agricolas (DEFIS).

2.6.2 Sistema Estadual de certificacao e fiscalizagdo de sementes

O Estado do Parana, através do Decreto n° 3.695, de 22 de julho de 1977,
assumiu a certificagdo de sementes no Estado considerando uma série de
necessidades relativas ao abastecimento de sementes de qualidade.
Paralelamente, a SEAB a partir de 1981 por meio de convénio com o Ministério da
Agricultura assumiu as fungbdes de Entidade Certificadora e Fiscalizadora, por
entender serem complementares as atividades e igualmente importantes,
mantendo assim um rigido controle da qualidade das sementes produzidas e
ofertadas aos agricultores, e tendo as informagdes das quantidades produzidas
por espécie e das demandas do Estado.

As atividades de Certificacdo e de Fiscalizacdo da Producdo de Sementes
e Mudas eram exercidas por Engenheiros Agronomos devidamente treinados
para essa atividade que ia desde a instalagdo dos campos de multiplicacdo ou
viveiros de mudas até a sua comercializagdo, fazendo cumprir a antiga Lei
Federal n® 6507/77 e a Lei Estadual n® 9818/91.

Com a implementagao da Lei Federal n® 10.711 de 05 de agosto de 2003
(Lei de Sementes) e Decreto Federal n° 5.153 de 23 de julho de 2006, o Estado
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por forca de Lei deixou de executar as funcdes de certificador e fiscalizador da
producdo de sementes e de mudas que passou para a responsabilidade do
MAPA.

O Estado passa entdo a fiscalizar apenas o comércio de sementes.
Entretanto, de acordo com o § 3° do Art. 126 do Decreto 5.153 de 2004, a
fiscalizagdo sera exercida somente apos a emissao da nota fiscal de venda, fato
que limita a agao fiscal, pois a grande maioria dos lotes de produgao propria de
sementes é destinada das Unidades de Beneficiamento de Sementes (UBS)
diretamente aos usuarios com nota de transferéncia.

A quantidade de amostras fiscais analisadas pelos Laboratorios Oficiais
de Analise de Sementes € demonstrada pelo QUADRO 4. Nota-se que a partir do
ano de 2005 cai quase que pela metade o numero de amostras analisadas, ao
comparar-se com 0 ano anterior, por ser um reflexo claro dos impactos da
legislacdo federal de sementes (Decreto 5.153 de 2004) sobre as agdes fiscais do
Estado. Com este fator, a facilidade das sementes de chegarem ao mercado com

baixa qualidade foi reduzida, devido ao aumento constante de seu controle.

QUADRO 4 - NUMERO DE AMOSTRAS ANALISADAS ORIUNDAS DA FISCALIZAGAO DO
COMERCIO DE SEMENTES DE 2000 ATE AGOSTO DE 2010 PELA EMPRESA PARANAENSE
DE CLASSIFICACAO DE PRODUTOS (CLASPAR).

Ano Andlises Realizadas (numero)
2000 8571
2001 8326
2002 8017
2003 8583
2004 7886
2005 4720
2006 2957
2007 3861
2008 4479
2009 3598
2010 352*

FONTE: Informagéao Oficial - Secretaria do Estado da Agricultura e do Abastecimento (SEAB),
Diviséo de Fiscalizagao da Producdo e Comércio de Insumos e Servigos Agricolas (DEFIS).

2.6.3 Melhoramento genético da soja

Duas tecnologias tornaram fundamentais no melhoramento genético da

soja: A tecnologia de plantas transgénicas e a tecnologia de marcadores
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moleculares. Enquanto que a primeira € realidade diante da aceitagdo da soja
pelos agricultores, a segunda vem permitindo o emprego de selec¢ao assistida por
marcadores, tanto para caracteristicas monogénicas quanto para caracteristicas
governadas por locos de caracteres quantitativos como uma forma de acelerar o
desenvolvimento de novos cultivares de soja (ALBUQUERQUE; SILVA, 2008).

O desenvolvimento de plantas transgénicas de soja com fins comerciais
nos dias de hoje esta concentrada nas maos de poucas empresas multinacionais.
Essa exclusividade em tecnologia decorre ndo sO6 dos custos elevados de
pesquisa para a criagdo de um produto (planta transgénica), mas, sobretudo, dos
custos na aprovagao para a sua comercializagdo, tanto nos paises produtores
como nos consumidores (ALBUQUERQUE; SILVA, 2008).

As pesquisas com o melhoramento genético da soja no Brasil iniciaram a
partir de programas de melhoramento dos Estados Unidos da América,
possibilitando o treinamento de pesquisadores brasileiros, fator que contribuiu de
forma significativa para o sucesso da cultura no Brasil (ALBUQUERQUE; SILVA,
2008).

Outro fator importante foi a disponibilidade de germoplasma para o
melhoramento genético. Apesar de ser oriunda de pais de clima temperado, a
variabilidade genética existente na espécie possibilitou adapta-la as condicdes
dos tropicos, sendo, pois uma espécie com plasticidade suficiente para se adaptar
as diferentes condigbes ambientais de um pais extenso como o Brasil
(ALBUQUERQUE; SILVA, 2008).

Entre as contribuicbes tecnoldgicas do melhoramento genético, primeiro
esta a adaptacdo da soja as baixas latitudes por meio da introdu¢do de genes
para periodo juvenil longo no germoplasma brasileiro e a segunda foram os
diversos trabalhos em melhoramento para a resisténcia genética as doengas mais
expressivas da cultura. Todos esses problemas foram solucionados
geneticamente num trabalho conjunto de melhoristas e fitopatologistas
(ALBUQUERQUE; SILVA, 2008).

Portanto, dentro dos diversos fatores que possibilitaram o avanco no
melhoramento genético da soja esta a disponibilidade de recursos humanos e
germoplasma bem como a formacdo de uma rede de experimentagéo
compartilhada pelos diversos programas de melhoramento genético de soja
publico e privada (ALBUQUERQUE; SILVA, 2008).
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Mais recentemente outros fatores vieram a contribuir para o
melhoramento genético. Um deles foi a Lei de Prote¢cao de Cultivares (LPC), que
incentivou o investimento privado em melhoramento genético de soja. Outro foi a
mecanizagao e a automacédo dos programas de melhoramento genético de soja
com plantadeiras pneumaticos, colheitadeiras de parcelas experimentais
automotrizes, coletores de dados portateis, entre outros (ALBUQUERQUE;
SILVA, 2008).

Finalmente, € necessario destacar que todas as conquistas do
melhoramento genético puderam ser rapidamente disseminadas, gragas ao
estabelecimento de uma industria de producdo de sementes de soja em
condi¢cbes tropicais, nas quais as dificuldades de producdo consistentes de
sementes de boa qualidade fisiologicas s&o maiores (ALBUQUERQUE; SILVA,
2008).

2.5.3.1 Soja Roundup Ready™

A soja tolerante ao herbicida glifosato € o cultivar transgénico mais
cultivado e de maior importancia comercial no mundo. A soja Roudup Ready™,
obtida via transformagdo génica, evento GTS 40-3-2, foi desenvolvida pela
Monsanto para ser tolerante ao herbicida glifosato, visando permitir seu uso no
controle de ervas daninhas (BOREM, 2004).

Essa variedade de soja possui uma forma modificada da enzima EPSPS,
tornando-a tolerante a agao do herbicida, de modo que o crescimento da soja nao
é afetado pelos efeitos do mesmo (FOLONI et al., 2005).

O gene CP4 EPSPS, inserido nesta variedade de soja, é proveniente do
microrganismo Agrobacterium sp., estirpe C4. O gene presente nesta bactéria
natural do solo codifica uma enzima chamada 5-enolvinil-chiquimato-3-fostato
sintaxe (EPSPS), a qual participa da reacdo de sintese de aminoacidos
aromaticos, tais como fenilalanina, tirocina e triptofano. Assim, o DNA exdgeno
inserido no tecido meristematico da planta da cultivar da soja, através do método
de transformacgao de plantas por bombardeamento de particulas. Desta forma, a
proteina é expressa em todos os érgdos da planta (BOREM, 2004).
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2.7 METODOLOGIAS APLICADAS A ANALISE DA SOJA ROUNDUP READY™

Com base nas caracteristicas da modificacdo dos genes envolvidos,
promotores, marcadores, gene objeto, terminador, vetor de transferéncia, forma
de transferéncia ou tipo de alimento e nivel de processamento empregado é
possivel propor uma metodologia adequada para a deteccédo e quantificagdo de
especies modificadas (HIRATA, 2002).

Para um organismo que tenha sofrido alteracdo de seu genoma, a prova
da alteracdo consiste em identificar moléculas alteradas, ou o produto de suas
alteracdes, como o fragmento de DNA recombinante, o RNA correspondente ou a

nova proteina ou enzima sintetizada (HIRATA, 2002).

2.7.1 Ensaio de Imunoadsorg¢ao Enzimatica

As proteinas sintetizadas por determinados OGMs, que ndo sao
encontradas em organismos convencionais, podem ser detectadas pela técnica
de Ensaio de Imunoadsorcdo Enzimatica, em inglés, Enzyme-Lynked
Immunosorbant Assay (ELISA) (BINSFELD, 2004).

A técnica que tem como principio 0 ensaio imunoenzimatico que pesquisa
a ligacao antigeno-anticorpo. Um anticorpo de captura especifico para a proteina-
alvo (transgénica) € fixado nas cavidades da microplaca de poliestireno. Esta
etapa compreende a fase de sensibilizagdo, sendo realizada na presenca do
tampé&o carbonato-bicarbonato (pH 9,6), que facilita a adsorgdo de proteinas no
poliestireno (BINSFELD, 2004).

As amostras do material supostamente transgénico sao adicionadas nos
pogos da placa, assim como o controle positivo e o controle negativo. Depois da
incubacéo adequada, é realizada outra lavagem removendo as proteinas-alvo que
nao foram capturadas. Em seguida, adiciona-se e incuba-se o conjugado
(segundo anticorpo especifico para a proteina-alvo ligado a uma enzima). Outra
lavagem é realizada antes da adicdo do substrato, que ao ser desdobrado pela
enzima, desencadeia uma reagao colorimétrica diretamente proporcional a
quantidade de proteina capturada na primeira etapa do teste. A intensidade da
reacao pode ser mensurada através de um espectrofotbmetro e comparada com

uma curva padrdo, obtendo-se resultados quantitativos (BINSFELD, 2004).
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Para desenvolver um teste ELISA visando a detecgdo de uma proteina
transgénica, esta deve ser identificada e estar disponivel em quantidades
suficientes para a produgcao de anticorpos, desenvolvimento do teste e para uso
como padréo (BINSFELD, 2004).

Em condigbes ideais a sensibilidade e especificidade dos resultados
atingem até 99,5%, com limites de detecgao de aproximadamente 0,1%. Apesar
de o método ser mais rapido e menos custoso que as técnicas moleculares, seu
resultado traz menos confiabilidade (HIRATA, 2002).

2.7.2 Ensaio da Tira de Fluxo Lateral

O ensaio da Tira de Fluxo Lateral (TFL) é realizado em uma fita de
nitrocelulose, que pode testar uma unica amostra por vez. Este método é
unicamente qualitativo, e estabelece a presenca ou auséncia da proteina-alvo
(BINSFELD, 2004)

O imunoensaio utiliza dois anticorpos especificos para a proteina-alvo.
Um anticorpo de captura e um anticorpo de deteccédo conjugado a particulas de
ouro ou latex, capaz de gerar uma reagdo colorimétrica que permite a
visualizagcdo da presengca de uma determinada proteina em uma amostra
analisada (BINSFELD, 2004)

O anticorpo de deteccdo € aplicado em uma das extremidades da fita. A
seguir, a proteina-alvo escoa para a outra extremidade através de poros
presentes na membrana da tira que contém duas zonas de captura. Uma é
especifica para a proteina-alvo e a outra é especifica para o anticorpo de
detecgao. A presenca de duas bandas coloridas indica que o teste € positivo para
a proteina-alvo (BINSFELD, 2004).

O teste da TFL é utilizado principalmente para respostas qualitativas
rapidas de uso em campo. O nivel de confianga varia de 95 a 98% e deteccgao de
até 1% de material geneticamente modificado em cerca de poucos minutos.
Contudo, a limitagao do uso deste método se da pelo numero reduzido de provas
disponiveis, abrangendo apenas os OGMs que expressam a proteina em questéo
(HIRATA, 2002).
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2.7.3 Reacao de Polimerizagdo em Cadeia (PCR)

A Reacdo de Polimerizacdo em Cadeia (PCR) é o sistema de escolha
para a deteccdo e quantificacdo de OGMs. A técnica apresenta altissima
sensibilidade e resultam em niveis de deteccdo de até 0,001% de material
transformado por amostra realizada. A confiabilidade do método esta em torno de
99,95%, caso todas as medidas de prevencdo de falhas de amostragem sejam
tomadas (HIRATA, 2002).

A PCR é uma técnica relativamente simples, pela qual moléculas de DNA
ou de cDNA sido amplificadas milhares ou milhdes de vezes de uma forma
bastante rapida. Todo procedimento € realizado in vitro, gerando DNA em
quantidade suficiente para analises posteriores. A técnica é extremamente
sensivel, possibilitando sua aplicacdo ndo somente na pesquisa basica, mas
também na pesquisa aplicada, como controle de qualidade industrial, entre outros
(ZAHA, 2003).

A técnica permite a amplificagdo de segmentos curtos da molécula de
DNA (aproximadamente 100-500 pares de bases). Geralmente, uma reacdo de
amplificacdo contém o DNA com a sequéncia-alvo a ser amplificada, uma DNA-
polimerase termoestavel, dois iniciadores oligonucleotideos, deoxinucleotideos
trifosfatos (dNTPs), tampao de reagédo e concentracdo adequada de MgCl,. Os
componentes da reagdo sao misturados e a amostra € colocada em um
termociclador. Este € um aparelho que possibilita o aquecimento e resfriamento
rapido das amostras, ou seja, realiza a desnaturacdo e renaturacdo do DNA
(ZAHA, 2003).

As condigdes iniciais para a amplificacdo devem ser definidas para cada
par de iniciadores e cuidados especiais devem ser tomados para evitar
contaminagdes com DNAs estranhos. A possibilidade de contaminacao, através
da formacédo de aerossoéis e manipulagdo, deve ser eliminada (ZAHA, 2003). O
principio deste método € a amplificacdo especifica de sequéncias de DNA, devido
a presenca de um par de pequenas moléculas de DNA e gragas a regido a ser
amplificada (MARTIN, 1999).

A PCR se baseia na estrutura molecular do DNA. As duas fitas que
formam o DNA possuem uma estrutura helical e estdo ligadas por ligacdes de
hidrogénio periddicas entre os nucleotideos. A informagédo genética € como um
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alfabeto baseado nas letras A, T, C e G (nucleotideos). As duas fitas de DNA
ligadas podem ser separadas uma da outra, com o aquecimento, formando a
etapa de desnaturacdo. As interagbes dentro da regido onde a nova fita sera
polimerizada sédo desfeitas. Apds a separacdo do DNA em fitas individuais, cada
fita € cortada por uma enzima especifica. Assim, a temperatura é diminuida a
aproximadamente 55°C possibilitando o anelamento dos iniciadores
complementarmente a fita simples de DNA (ZAHA, 2003).

Finalmente, durante a etapa de polimerizagdo ou extensdo da nova
cadeia a DNA polimerase sintetiza a nova fita. Esta etapa ocorre em
aproximadamente 72°C, gracas ao uso de uma DNA polimerase funcional a altas
temperaturas, a mais utilizada € a Taq polimerase (FIGURA 4). Esta enzima foi
extraida de uma bactéria denominada de Thermus aquaticus, que vive em aguas
quentes (MARTIN, 1999).

Repetindo-se varias vezes as etapas de desnaturagdo, anelamento e
polimerizacao (de 20 a 50 ciclos) é possivel amplificar a regido de interesse do
DNA-molde, de modo que o acumulo é exponencial. A cinética da PCR depende
da concentragcédo de DNA e de sua qualidade (MARTIN, 1999), (ZAHA, 2003).

Ap6s a extragdo de DNA e da termociclagem, as amostras sé&o
submetidas a eletroforese, utilizando-se gel de agarose para detectar a presenca
do DNA de interesse na amostra. A corrida eletroforética é realizada em meio a
um tampao. As moléculas de DNA ou do produto de PCR sao adicionadas ao gel
de agarose, previamente fundido, com a adicdo do azul de bromofenol (/oading)
(MICKLOS, FREYER e CROTTY, 2005).

A migragdo do material pelo gel é dependente da voltagem, assim, as
moléculas se movem sob a influéncia de uma corrente elétrica pré-estabelecida.
Logo apos a corrente ser aplicada ao sistema de eletroforese, o tampao da
amostra deve se mover por meio do gel em diregdo ao polo positivo da cuba, uma
vez que o DNA é negativamente carregado (MICKLOS, FREYER e CROTTY,
2005).

A segregagao dos diferentes fragmentos de DNA é baseada em seu
tamanho (FIGURA 5). Assim, quanto menor o fragmento mais ele permanecera
no fundo do gel. Apos a conclusdo da corrida eletroforética, o gel contendo o
produto amplificado é corado em uma solugao de brometo de etidio, que se adere
ao DNA e emite fluorescéncia (MICKLOS, FREYER e CROTTY, 2005).
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FIGURA 4 - ESQUEMA DA REAGAO DE POLIMERIZAGAO EM CADEIA.
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FONTE: Adaptado de GACHET, et al. (1999).

FIGURA 5 - ESQUEMA DE UMA CORRIDA ELETROFORETICA EM GEL DE AGAROSE SOB
APLICACAO DE VOLTAGEM.
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FONTE: O autor (2010).
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3 MATERIAL E METODOS

Com a finalidade de facilitar a compreensdo e visualizagdo das etapas
empregadas neste trabalho, foi elaborado um fluxograma (FLUXOGRAMA 1). Os
respectivos procedimentos provenientes de cada etapa principal se encontram em
ordem alfabética (de “a” a “I").

FLUXOGRAMA 1 - PROCEDIMENTOS GERAIS REALIZADOS NO PRESENTE TRABALHO.

ra) Homogeneizagéo
Amostragem das sementes;
| b)Pesagem.

( N\
Preparo das c}- Contaminagéo;
Amostras d)-Trituragéo.

- 7
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FONTE: O autor (2010).
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3.1 AMOSTRAS

A metodologia de preparo das amostras foi utilizada de acordo com o
Greiner e Konietzny (2008), apoiados nas normas do International Seed Testing
Association (ISTA). A amostragem foi adaptada para as condigbes locais que
abrangem este trabalho.

Com a intengdo de detectar pequenas concentragcdes de soja RR™
misturadas com maiores quantidades de soja convencional, a contaminagao
intencional da soja em amostras de campo e em amostras certificadas foi
elaborada no decorrer deste trabalho.

Devido ao risco de contaminagao cruzada, cada amostra foi preparada
separadamente. Entre o preparo de cada amostra, realizou-se uma rigorosa
limpeza e sanitizagdo, assegurando a nao-contaminagdo das amostras
preparadas. Para confirmar a auséncia de contaminagdo cruzada, foram
analisadas amostras de soja certificadamente convencionais dentre cada amostra

preparada.

3.1.1 Amostras de campo (graos)

Os graos de soja Roundup Ready™ foram adquiridos da empresa BUNGE
Alimentos S/A, sendo que os graos de soja convencionais foram adquiridos da
empresa COCAMAR Cooperativa Agroindustrial.

Para garantir a qualidade dos resultados, sementes de soja-GM
certificadas foram utilizadas como controle positivo de transgenia. Tais sementes
foram adquiridas da Pioneer Hi-Bred International, Inc. Como controle negativo de
transgenia foi utilizado amostras certificadas pela COCAMAR Cooperativa
Agroindustrial.

O preparo das amostras contaminadas foi elaborado utilizando-se 100 g
de soja ndao-GM, de modo que cada amostra foi caracterizada de acordo com a
quantidade de sementes transgénicas Roundup Ready™ adicionadas nesta
quantidade padrao de graos.

Adicionou-se de um a quatorze grdos de soja GM, totalizando quatorze

amostras contaminadas com sementes RR™ (FIGURA 6). No preparo dos
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controles de transgenia, foram utilizados 100 g de graos de soja-GM para a
amostra de controle negativo e 100 g de sementes de soja-GM para a de controle
positivo. Apds a conclusdo desta etapa, todas as amostras foram armazenadas
em geladeira a 4 °C.

FIGURA 6 - CONTAMINAGAO INTENCIONAL PARA AS AMOSTRAS DE CAMPO.

SojaRR™

1gréao

2 gréaos
3 graos
4 graos

5Sgraos Em 100 g de Graos de Soja Convencional
6 graos

7 gréos
8 graos
9 graos
10 gréos
11 gréos
12 gréos
13 gréos
14 gréos

FONTE: O autor (2010).

3.1.2 Sementes puras (certificadas)

As sementes puras foram gentilmente fornecidas pela Secretaria da
Agricultura do Estado do Parana (SEAB). Foram utilizadas sementes soja
Roundup Readyw e Convencionais pertencentes a classe certificada de primeira
geracéo (C1).

As sementes puras seguiram um padrdo diferente de contaminagéo
intencional das amostras de campo. Estas foram preparadas de acordo com os
limites inferiores e superiores dos padrdes para a producado e comercializagdo de

sementes de soja no Brasil, determinados pela Lei n° 11.105 de 24 de margo de
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2005. A FIGURA 7 demonstra as amostras preparadas para analise subsequente,

que foram feitas em triplicata para maior confiabilidade dos resultados obtidos.

FIGURA 7 - CONTAMINAGAO INTENCIONAL DAS AMOSTRAS CERTIFICADAS.
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FONTE: O autor (2010).

3.2 PREPARO DAS AMOSTRAS

O procedimento de amostragem das sementes foi realizado no laboratério
da Empresa Paranaense de Classificacdo de Produtos (CLASPAR), de acordo
com os padrdes estabelecidos pelo Seed Testing International (ISTA), descritos a
seqguir.

Uma saca de 10 kg de sementes de soja convencional certificada foi
despejada em um container apropriado (FIGURA 8), e homogeneizadas
manualmente. Em seguida, pequenas por¢des foram retiradas em diferentes
pontos do container até a obtencao de 500 g (FIGURAS 9 e 10).

Posteriormente, em outro container uma saca de 10 kg de soja Roundup
Ready™ certificada foi despejada e homogeneizada.

As contaminacbes foram realizadas em triplicata para cada amostra. Na
contaminagdo, uma semente convencional foi substituida por uma semente de

soja RR™ certificada, e assim sucessivamente para cada amostra FIGURA 11).



FIGURA 8 - CONTAINER COM 10 KG DE SOJA CONVENCIONAL.

FONTE: O autor (2010).

FIGURA 9 - SEMENTES CONVENCIONAIS RETIRADAS EM PEQUENAS PORGOES DE
DIFERENTES PONTOS E PROFUNDIDADES DO CONTAINER.

FONTE: O autor (2010).

FIGURA 10 - 500 g DE SEMENTES CONVENCIONAIS RETIRADAS DO CONTAINER.

FONTE: O autor (2010).
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FIGURA 11 - CONTAMINAGAO INTENCIONAL DE UMA DAS AMOSTRAS.

FONTE: O autor (2010).

Cada amostra foi triturada até a obtengdo de um farelo homogéneo. O
equipamento utilizado para a trituracao foi o liquidificador da Black e Decker a 127
v, 50/60 Hz, 450 W.

Para garantir que o material triturado nao fosse contaminado com material
modificado geneticamente, sementes controle, ou seja, sementes convencionais
certificadas foram trituradas dentre cada amostra contaminada. Foram igualmente
processadas 500 g da variedade de sementes certificadamente RR™ para
assegurar um controle positivo de transigéncia.

Assim, foi utilizado um compressor de ar nas hélices e laminas do
liquidificador para a retirada do excesso de pd. Em seguida, o equipamento foi
inteiramente lavado com agua corrente e detergente.

As pecas internas foram lavadas separadamente para garantir a limpeza
das mesmas (FIGURA 12). Posteriormente, a sanitizagdo foi feita com hipoclorito
de sodio concentrado, o enxague com agua destilada e, em seguida, foi
empregado alcool a 70%. Este procedimento foi elaborado com trés ciclos de

repeticado. O material permaneceu secando até a futura utilizagao.



55

FIGURA 12 - ETAPA DE LIMPEZA DE UM DOS EQUIPAMENTOS UTILIZADOS NA ETAPA DE
TRITURAGAO DAS AMOSTRAS.

FONTE: O autor (2010).

As amostras obtidas através deste processo foram embaladas em sacos
plasticos e encaixotadas em pacotes especificos e identificados, e mantidas a 4
°C.

Foi seguido o método proposto por Greiner e Konietzny (2008) para o
preparo das amostras, de modo que o DNA das células vegetais pudesse ser
devidamente purificado. Nesta etapa, cada amostra contaminada e, também, os
controles positivo e negativo de transgenia, foram separadamente triturados até a

obtencdo de um farelo homogéneo (FIGURA 13).

FIGURA 13 - FARELO DE SOJA OBTIDO APOS O PREPARO DA AMOSTRA.

FONTE: O autor (2010).
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3.3 EXTRAGCAO DO DNA

O método utilizado para extrair o DNA, contido nas amostras de soja
trituradas, foi o0 método de Brometo de Hexadecil Trimetil Amdnio, cuja sigla em
inglés, CTAB (Cetyl Trimethylammonium Bromide), é utilizada rotineiramente.

O quarteamento de cada amostra foi elaborado de modo equivalente a
amostragem. O protocolo de Greiner e Konietzny (2008) foi seguido, com algumas
adaptacgdes, descrito a seguir.

Foram pesados 2 g do farelo de soja em 10 mL de tampao de extragéo
num tubo de 50 mL. O material foi homogeneizado e incubado em banho-maria
por 1 hora a 60 °C, sendo durante esta incubagdo o material foi homogeneizado
por inversdo a cada 5 minutos, em seguida o material foi resfriado até atingir a
temperatura ambiente e centrifugado por 15 minutos a 4.000 x g.

O sobrenadante de cada mostra, foi transferido para um novo tubo de 2
mL. Foram adicionados 200 uL de cloroférmio e os tubos foram misturados por 30
segundos por inversdo, posteriormente os tubos foram centrifugados por 10
minutos a 10.000 x g. O sobrenadante foi descartado e o precipitado obtido foi
dissolvido em 350 uL de cloreto de sédio a 1,2 M.

Adicionou-se 350 uL do cloroférmio homogeneizados por 30 segundos e
centrifugados por 10 minutos a 10.000 x g. O sobrenadante foi transferido a um
novo tubo de 1,5 mL, sendo adicionados a ele 0,6 volumes de isopropanol. O
material foi misturado por inversao e centrifugado por 10 minutos a 10.000 x g. O
sobrenadante foi removido completamente e, assim, adicionou-se 500 pL de
etanol a 77%. Apds a homogeneizagédo dos tubos uma etapa de centrifugacéao foi
elaborada, por 10 minutos a 10.000 x g.

Assim, o sobrenadante foi removido completamente e o precipitado
(pellet) resultante permaneceu em estufa a 37 °C até a completa evaporagao do
etanol. O pellet foi diluido em 100 pL de agua ultra pura esterilizada, e mantido a -
20 °C. O DNA extraido, denominado de solugao-mae, foi devidamente estocado
em freezer a -20 °C para garantir a sua integridade no decorrer das analises.

A literatura atual sugere que o DNA pode ser mais bem purificado ao se
utilizar Kit de extragdo, como se observa no trabalho de Greiner e Konietzny
(2008). Assim, o DNA das amostras certificadas foi, também, extraido pelo Kit
DNA Extractor (Clean) Eurofins GeneScan, e subsequentemente analisado. Este
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foi designado para a extragcdo de DNA de matérias-primas, graos e alimentos
processados, descrito a seguir:

Todas as etapas foram elaboradas em temperatura ambiente, 100 g de
material foi homogeneizado mecanicamente, sendo que 2 g deste foram
adicionados em um tubo de 50 mL com a adicdo de 10 mL do tampao de lise
(100mM TRIS-Cl e 100mM EDTA pH8,0) e 10 pL de proteinase K (20mg/mL).

Apos esta etapa, as amostras foram incubadas por 2 horas a 60 °C em
banho-maria, sob constante agitagdo manual. Em seguida os tubos foram
centrifugados por 10 minutos a 4.000 x g.

800 uL do sobrenadante foram inseridos em um novo tubo de 1,5 mL. 600
ML de cloroférmio foram adicionados e agitados. As amostras foram centrifugadas
por 15 minutos a 10.000 x g. 600 puL do sobrenadante aquoso foi adicionado em
um novo tubo de 1,5 mL e assim, a solug&o de glicogénio (2 uL a 20 pg/pL) foi
inserida.

Foram adicionados 480 uL de isopropanol a 80% nos tubos que, em
seguida, foram incubados por 30 minutos para a precipitacdo do DNA. Assim,
foram centrifugados por 15 minutos a 10.000 x g e o sobrenadante foi descartado.

Posterior a este processo, foram pipetados 500 uL de etanol a 75% nos
tubos agitados e centrifugados por 5 minutos a 10.000 x g.

O sobrenadante de cada amostra foi descartado. Outra centrifugagéo foi
realizada (1 minuto a 10.000 x g) e todo o sobrenadante foi removido
cuidadosamente. O pellet de DNA foi dissolvido em 100 pL de agua ultra pura
esterilizada.

A presenca de DNA das amostras extraidas pelos dois métodos de
extragao foi analisada pela eletroforese em gel de agarose a 0,8%. O material foi
marcado com brometo de etidio na concentracdo 0,5 pg/mL. Em seguida, a

fotodocumentacao devidamente foi realizada.
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3.4 REAGAO DE POLIMERIZAGAO EM CADEIA

3.4.1 Diluicdes do DNA

Uma série de diluicdes foi elaborada para cada amostra de DNA, a partir
da solugdo-mée de DNA visando avaliar a diluicido mais adequada e respectiva
concentracdo do DNA. As diluicdes feitas foram 1:5; 1:10; 1:20; 1:50; 1:100
utilizando-se agua ultra pura esterilizada. A escolha da diluicdo foi formada de
acordo com a intensidade de cada banda ao analisa-las no gel de agarose, por

eletroforese.

3.4.2 Amplificagdo do gene lecitina

Para verificar a qualidade do DNA extraido, a sequéncia génica
correspondente ao DNA lecitina foi amplificada. O Mix de PCR desta reacao
continha um volume total de 25 pL, sendo que 5 L correspondia a cada diluicdo
de DNA.

A analise eletroforética foi realizada da seguinte maneira: 2 pL de
bromofenol (loading) foram adicionados a 8 pL do produto de PCR amplificado e,
desta forma, foi separado eletroforeticamente em um gel de agarose a 1.6%
(Invitrogen Ultrapure™ Agarose) em tampao de 1x Tris-borato-EDTA (TBE). Apos
o término da corrida, o gel permaneceu 15 minutos em uma solugéo de brometo
de etidio a 0,5 pg/mL e foi ligeiramente deixado em agua ultrapura. Em seguida, a
fotodocumentacéo foi realizada.

3.4.3 Amplificagdo do gene Roundup Ready™

ApoOs a analise eletroforética do material amplificado, as amostras cujas
bandas correspondentes ao gene lecitina foram detectadas, foram amplificadas
novamente (a partir das diluicbes previamente realizadas) utilizando-se os
iniciadores correspondentes ao gene RR™. As diferengas dos iniciadores e seus
respectivos comprimentos de banda sao apresentados no QUADRO 5.
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QUADRO 5 - INICIADORES, SEQUENCIAS E RESPECTIVOS COMPRIMENTOS DE BANDA.

Iniciador | Sequéncia do Iniciador Comprimento
Soja GMO3 5-GCC CTC TAC TCC ACC CCC ATC C-3' 118 pb
Convencional GMO4 5-GCC CAT CTG CAAGCCTTTTTG TG-3'
Soja p35s-f2 5-TGA TGT GAT ATC TCC ACT GAC G-3' 172 pb
Roundup Ready™ | petu-r1 5-TGT ATC CCT TGA GCC ATG TTG T-3'

FONTE: GREINER e KONIETZY (2008).

3.4.4 Condicbes das amplificagdes

A PCR correu em um volume total de 25 pL. As solugcdes foram mantidas

no gelo para sua conservagédo. Um controle negativo de PCR (com agua ao invés

de solucdo de DNA) foi utilizado, para checar se ocorreu contaminacdo dos

reagentes com a sequéncia-alvo. Um controle positivo de PCR (com uma

sequéncia-alvo de DNA para checar caso os reagente da PCR estejam em boas

condi¢des) também foi utilizado.

Utilizaram-se a enzima Invitrogen Platinum™ Taq DNA Polymerase e o

termociclador iCycler” da Bio-Rad. No QUADRO 6 encontram-se os reagentes

utilizados nas reagdes de PCR.

QUADRO 6 - COMPONENTES DO MIX DE PCR E CONCENTRAGOES

CORRESPONDENTES.

Componentes Concentragao (uL)
ddH,0 13.4
10 x Tampao PCR 2.5
Cloreto de Magnésio (1,5 mM) 1.0
Iniciador A" (5 uM) 1.0
Iniciador B (5 uM) 1.0
Solugdo de dNTP (5.0 mM de cada) 1.0
Polimerase termoestavel (5 U/L) 0.1
DNA 5.0

FONTE: O autor (2010).

1,2 No mix de PCR para amplificagdo do gene da lecitina, os iniciadores A e B correspondem ao
GMO3 e GMO4, respectivamente. No mix de PCR para amplificar o gene RR™ os iniciadores A e
B correspondem , respectivamente, ao p35s-f2 e petu-r1.
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No QUADRO 7 encontram-se as programagdes de cada amplificagdo para
os genes lecitina (iniciadores GMO3 e GMO4) e Roundup Ready™ (iniciadores
p35s-f2 e petu-r1).

QUADRO 7 - PROGRAMAGAO DOS PROCESSOS DE PCR.

Etapas GMO3 e GMO4 p35s-f2 e petu-r1
Desnaturacgéo 95°C, 10 minutos 95°C, 10 minutos
Ciclos 35 35
Desnaturagao 95°C, 30 segundos 95°C, 30 segundos
Anelamento 60°C, 30 segundos 62 °C, 30 segundos
Alongamento 72°C, 1 minuto 72 °C, 25 segundos
Alongamento Final 72°C, 3 minutos 72 °C, 03 minutos

FONTE: O autor (2010).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 QUALIDADE DO DNA EXTRAIDO

4.1.1. Método de brometo de hexadecil trimetil aménio (CTAB)

O DNA obtido das amostras de soja quer seja das amostras de campo
quanto as certificadas apresentou boa qualidade e quantidade (FIGURA 14), fato
que permitiu a continuagao do trabalho e as respectivas analises para deteccao

ou ndo da transgenia.

FIGURA 14 - DNA EXTRAIDO PELO METODO CTAB CORRESPONDENTES AS AMOSTRAS
DE CAMPO, E RESPECTIVO CONTROLE DA EXTRAGAO.

a bcde f ghij)l mnopgqr s t

Gl v s o BB T R W~
— —— - - -

Eletroforese em gel de agarose a 0,8%. De a) a s) amostras de DNA purificado; t)
Controle negativo de extragéo.

FONTE: O autor (2010).

Este procedimento foi realizado para todas as amostras preparadas, tanto
as de campo quanto as certificadas. Assim, o QUADRO 8 representa os
resultados obtidos de acordo com as imagens observadas nos géis apos as

corridas eletroforéticas realizadas apds a extracdo do DNA de cada amostra.

4.1.2. Extracdo de DNA com o kit Eurofins Genescan

Para comparar métodos de extragdo de DNA, as amostras de sementes de
soja também foram submetidas a extracdo pelo Kit Eurofins Genescan. Nao se
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verificou bandas de DNA nas amostras extraidas por este método (FIGURA 15)
mesmo com a repeticao do processo de extragao.

A extracdo de DNA pelo método CTAB apresentou-se mais eficiente de
acordo com as imagens representadas nos géis de agarose dos produtos
extraidos por CTAB (FIGURA 16).

QUADRO 8 - RESULTADO DAS EXTRAGOES DE DNA PELO METODO CTAB.

Amostras de Campo Resultado | Amostras Certificadas | Resultado
Coca 1 + SS1 +
Coca 2 + SS2 +
Coca 3 + SS3 +
Coca 4 + SS5 +
Coca 5 + SS6 +
Coca 6 + SS9 +
Coca 7 + SS10 +
Coca 8 + SS15 +
Coca 9 + SS20 +
Coca 10 + SST +
Coca 11 + SSJ +
Coca 12 + 0] +
Coca 13 + Controle de Transgenia +
Coca 14 + Controle de Extracao -
Controle de Transgenia +
Controle de Extragao -

O sinal positivo (+) corresponde ao resultado esperado, ou seja, a qualidade e
quantidade do DNA extraido. O sinal negativo (-), somente esperado para o
controle de extragao, é relativo a auséncia de DNA na amostra.

FONTE: O autor (2010).

FIGURA 15 - AMOSTRAS DE DNA DE SEMENTES DE SOJA EXTRAIDOS PELO KIT
EUROFINS GENESCAN.

a b c d e f g h i j

De a) a j) amostras de DNA purificado pelo Kit de extragéo.

FONTE: O autor (2010).
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FIGURA 16 - AMOSTRAS DE DNA DE SEMENTES DE SOJA EXTRAIDOS PELO METODO
CTAB.

. f
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De a) a j) amostras de DNA purificado por CTAB.

FONTE: O autor (2010).

Estes resultados sdo corroborados por dados obtidos por Moriuchi et al.
(2005) que afirmam que o método CTAB é o protocolo padrdo para a extragdo de
DNA gendmico de tecidos de plantas. Para a extragdo de DNA de produtos
alimentares processados ha necessidade de métodos que removam uma série de
inibidores da reagao de PCR, tais como polissacarideos, polifendis e proteinas. Ja
0S grédos e as sementes nao contém tantos compostos inibidores ou
contaminantes, podendo-se, assim, empregar o método padrédo para a extragéo
de DNA com eficacia (MAFRA et al., 2008). Em alimentos mais processados a
extragdo de DNA resulta em diferentes tamanhos de fragmentos génicos,
indicando diferentes niveis de degradacdo de DNA de acordo com o
processamento do alimento (CARDARELLI et al., 2005).

O método de extracdo de DNA utilizado neste trabalho ja foi aplicado em
analises anteriores para purificagdo de matérias-primas e, também, de alimentos
processados contendo soja (CARDARELLI et al., 2005; MAFRA et al., 2008). A
grande parte dos artigos cientificos publicados avalia mais de um protocolo de
extragdo de DNA e mostram que o CTAB apresenta 6timos resultados (MEYER,
R., 1999), (GREINER; KONIETZY; VILLAVICENCIO, 2004), (CARDARELLI et al.,
2005) (MORIUCHI et al., 2005), (KAKIHARA et al., 2007), (GREINER; KONIETZY,
2008), (MAFRA et al., 2008).

Na realidade, o sucesso dos métodos de amplificacdo do DNA depende
dos protocolos de extragdo de DNA, que devem fornecer elevada quantidade e
qualidade de DNA (MAFRA et al., 2008).
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4.2 DETECCOES POR PCR QUALITATIVA

4.2.1 Amplificagdes do gene lecitina

A amplificagdo por PCR para o gene especifico da soja, lecitina de soja,
foi elaborada para identificar se havia inibicdo da amplificacdo pela enzima Taq
polimerase. Tanto as amostras de campo quanto as amostras certificadas
apresentaram a banda especifica, de 118 pares de base (pb) confirmando a
qualidade da amplificagédo e da extragdo do DNA (FIGURA 17, QUADROS 9 e
10).

FIGURA 17 - PCR DO GENE DA LECITINA A PARTIR DO DNA PURIFICADO CONCENTRADO
(SOLUGAO-MAE) DE DIVERSAS AMOSTRAS.

e_fvghi_jl_n_1_no_pqrst

d

1500pb
600pb

200pb
100pb

118pb

a) Marcador molecular de 100 pb a 1pg/pL; De b) a t) Produtos de PCR das
sementes certificadas.

FONTE: O autor (2010).

Para acompanhar o processo de deteccdo de DNA e amplificacdo de
sequéncias varios controles sdo necessarios. Existem controles positivos, nos
quais se utiliza iniciadores que amplificam um fragmento que é em qualquer caso,
contido na planta sob investigacdo. Estes sdo projetados para controlar a
qualidade da preparacdo do DNA e da adequacao dos parametros quimicos em
geral para a amplificacdo de DNA. Uma falha na detecgédo, ou seja, se nenhum
produto de PCR for gerado, significa que ha fatores inibidores na reagao, que a
quantidade de DNA néo é suficiente ou esta em excesso, ou até mesmo que os
parametros utilizados para que a reagdo ocorra nado estdo adequados (escolha
dos iniciadores, tempo e temperatura para cada etapa da PCR, numero de ciclos
da amplificagédo de DNA) (GACHET et al., 1999).
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QUADRO 9 - RESULTADO DAS AMPLIFICACOES REALIZADAS NAS AMOSTRAS DE
CAMPO CORRESPONDENTES AO GENE LECITINA.

Amostra

Diluigéo a partir da solugao-mae

—_
—_

1:5

1:10

1:20

1:50

1:100

Coca 1

Coca 2

Coca 3

Coca 4

Coca 5

Coca 6

Coca7

Coca 8

Coca 9

Coca 10

Coca 11

Coca 12

Coca 13

Coca 14

Controle de Transgenia

A IR R R IR A

AN IR R R IR A

N I I e e IR IR IR A

N I I e e IR IR IR A

N I e R I R IR A

N I N e IR I A

Controle de Extracéo

O sinal positivo (+) corresponde a amplificacdo do gene esperado. O sinal negativo (-)

representa a auséncia da amplificagédo génica.

FONTE: O autor (2010).

QUADRO 10 - RESULTADO DAS AMPLIFICACOES REALIZADAS NAS AMOSTRAS
CERTIFICADAS CORRESPONDENTES AO GENE LECITINA.

Amostra

Diluigdo

01:05

01:10

01:20

01:50

01:100

SS 1

SS2

SS3

SS5

SS6

SS9

SS 10

SS 15

SS 20

SST

SS @

%]

Controle de Transgenia

|+ |+ |+ |+ |+ |+ +|+[+]|+|+]|[+]-

|+ |+ ||+ F |+ |+ [+ +]|+|+]|+

o I o I A I I I O I N

|+ |+ ||+ F |+ |+ [+ +]|+|+]|+

o I o I A I I I O I N

N N N I I I I I

Controle de Extracao

O sinal positivo (+) corresponde a amplificagcdo do gene esperado O sinal negativo
representa a auséncia da amplificagao.

FONTE: O autor (2010).
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O método para detectar as espécies-especificas, como o gene da lecitina
de soja (le 1) é necessario como controle da reagdao (HOLST-JENSEN et al.,
2003). Este controle pode ser feito ao utilizar um par de iniciadores como GMO3 e
GMO4, tanto para a soja convencional quanto para a soja geneticamente
modificada. A reacao eficaz amplifica um produto de DNA de 118 pares de base
(GACHET et al., 1999).

O controle negativo, cuja solugdo n&o contém DNA, é projetado para
verificar se ha contaminagao por DNA modificado no laboratério. Se uma banda é
gerada significa que os procedimentos de prevengao contaminagdo dos materiais
e/ou solugdes utilizadas para DNA extracao e amplificagao falharam. No caso de
um ensaio bem sucedido, o controle negativo ndo apresentara banda (GACHET
et al., 1999).

A primeira condigdo para a utilizacdo de um teste para a analise da
presenca de DNA transgénico em ingredientes alimentares ou amostras de
alimentos, € a sua especificidade (van DUIJN et al., 1999). Portanto, uma série de
procedimentos foi adotada no presente trabalho para garantir a reprodutibilidade
das reacgdes. Aléem das amplificagbes do gene especifico da lecitina de soja, as
amostras foram preparadas em triplicata, e controles positivos e negativos de
reacao foram utilizados.

Outros autores também utilizaram a amplificagdo do gene da lecitina de
soja com os mesmos iniciadores como controle (GREINER; KONIETZY e
VILLAVICENCIO, 2004), (ROTT et al.,, 2004), (CARDARELLI, et al. 2005), e
(GREINER e KONIETZY, 2008).

4.2.2 Amplificagbes do gene Roundup Ready™

Todas as amostras analisadas, com excecdo dos controles negativos,
apresentaram a banda especifica para o gene RR™, cujo tamanho € de 172 pb,
caracterizando-as, assim, como amostras transgénicas independentemente da
quantidade de DNA transgénico contido na amostra (FIGURA 18). Diferentes
diluicdes foram realizadas para averiguar qual apresentava maior intensidade da
banda caracteristica de transgenia, e observou-se que os resultados diferem entre
as amostras, oscilando entre as mais contaminadas daquelas para menos
contaminadas (QUADRO 11).
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FIGURA 18 - AMPLIFICAGAO DO GENE RR™ OBTIDA A PARTIR DAS RESPECTIVAS
AMOSTRAS DO DNA PURIFICADO CONCENTRADO (SOLUGCAO-MAE).

600pb

172pb

a) Marcador molecular de 100 pb a 1 pg/uL; b) Produto de PCR
RR™ da solugdo-méae; c) Produto de PCR RR™ da diluicao 1/5; d)
Produto de PCR RR™ da diluigdo 1/10; e) Produto de PCR RR™ da
diluicdo 1/20; f) Produto de PCR RR™ da diluigdo 1/50; g) Produto
de PCR RR™ da diluicdo 1/100; h) Controle negativo da reacao.

FONTE: O autor (2010).

QUADRO 11 - RESULTADO DAS AMPLIFICACOES REALIZADAS NAS AMOSTRAS DE CAMPO
CORRESPONDENTES AO GENE RR™.

Amostra

Diluicao

01:05

01:10 01:20

01:50

01:100

Coca 1

Coca 2

Coca 3

Coca 4

Coca 5

Coca 6

Coca7

Coca 8

Coca 9

Coca 10

Coca 11

Coca 12

Coca 13

Coca 14

Controle de Transgenia

N I I I IR IS

N A R R N I I I A

N A R R N I I I A

N A R R N I I I A

N A R R N I I I A

o o o N N N P g

Controle de Extracao

O sinal positivo (+) corresponde a amplificagdo do gene esperado O sinal negativo
representa a auséncia da amplificagéo.

FONTE: O autor (2010).
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O principal aspecto deste trabalho é representado de acordo com os
resultados das amplificagbes do gene especifico para soja transgénica Roundup
Ready™. Assim, as amplificagbes realizadas para identificar se a técnica
molecular PCR era capaz de detectar a presenga da transgenia em diferentes

concentragdes de soja convencional foi eficaz (FIGURA 19).

FIGURA 19 - AMPLIFICACAO DO GENE RR™ OBTIDA A PARTIR DAS RESPECTIVAS
AMOSTRAS DO DNA PURIFICADO CONCENTRADO (SOLUGCAO-MAE) DE UMA AMOSTRA.

600pb

—
—
—
—
- -
e
- -
L aamnad
-

200pb 172pb

100pb

a) Marcador molecular de 100 pb a 1ug/uL; b) Produto de PCR
RR da solugdo-mae; c) Produto de PCR RR da diluicdo 1/5; d)
Produto de PCR RR da diluigdo 1/10; e) Produto de PCR RR da
diluigdo 1/20; f) Produto de PCR RR da diluicdo 1/50; g) Produto
de PCR RR da diluigdo 1/100.

FONTE: O autor (2010).

Diferindo dos resultados obtidos por meio da amplificagdo do gene RR™
para as amostras de campo, as amostras certificadas nao mostraram
amplificagdes diluidas nas mesmas proporgdes (QUADRO 12). Isto indica que o
DNA concentrado foi suficiente para a amplificagdo génica. No entanto, a partir
das amostras contaminadas com 20 sementes de soja RR™, nota-se o
aparecimento das bandas caracteristicas deste gene nas diferentes diluicbes, o
que é justificado pelo fato de haver mais gene transgénico nessa amostra. De
modo semelhante, a amostra de controle positivo de transgenia também
apresentou as bandas nas diluicbes decrescentes, porém, com mais intensidade.

Este fato é esclarecido devido a amostra ser genuinamente transgénica.
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QUADRO 12 - RESULTADO DAS AMPLIFICACOES REALIZADAS NAS AMOSTRAS
CERTIFICADAS CORRESPONDENTES AO GENE RR™.

Amostra Diluigao
01:05 01:10 01:20 01:50 01:100

SS1

SS2

SS3
SS5
SS6
SS9
SS 10
SS 15
SS 20
SST
SS T

14}
Controle de Transgenia

+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+]|+]-

4+

+ + + + +

Controle de Extracéao - - - - - .

O sinal positivo (+) corresponde a amplificacdo do gene esperado O sinal negativo representa a
auséncia da amplificagéo.

FONTE: O autor (2010).

Diferentes pares de iniciadores para a analise da soja RR™ em PCR
foram desenvolvidos e publicados (HOLST-JENSEN et al., 2003). Estes se
enquadram em categoriais que os diferem de acordo com seu nivel de
especificidade (QUADRO 13).

O par de oligonucleotideos iniciadores utilizado neste trabalho, p35s-f2 e
petu-r1, amplificam um fragmento de 172 pares de base, que contém a ligagao
artificial entre o promotor 35S e uma parte de um gene da petunia. O fragmento
génico é tipico da soja Roundup Ready™ (GACHET et al., 1999).

Trabalhos que utilizaram os mesmo iniciadores foram publicados
(GREINER; KONIETZY; VILLAVICENCIO, 2004), e (GREINER; KONIETZY, 2008)
e nossa escolha foi pautada na eficacia dos resultados anteriores. Segundo Dong
et al., (2008) o par de iniciadores é validado por seus resultados e continuo uso.

Outros autores empregaram diferentes iniciadores para amplificar um
fragmento correspondente ao gene da soja Roundup Ready™, contudo de acordo
com o par de iniciador utilizado o fragmento possuiu um tamanho diferenciado
(LIPP et al., 1999), (MEYER, 1999), (van DUIJN et al., 1999), (TENGEL et al.,
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2001), (CARDARELLI et al., 2005), (MORIUCHI et al., 2005), (ABDULLAH et al.,
2006), (KAKIHARA et al.,, 2007), (ZHOU et al., 2007), (MAFRA et al., 2008),
(UJHELYI et al., 2008), (ZHU et al., 2008).

QUADRO 13 - OLIGOLUCLEOTIDEOS INICIADORES DISPONIVEIS PARA AS
AMPLIFICACOES POR PCR (METODO QUALITATIVO).

- i Tamanho . =
Estratégia Iniciador do Fragmento Validacao
P35s-cf3/ P35s-cf3cr4 123 pb Sim
HA-nos-118f/ HA-nos-118r 118 pb Sim
Triagem tNOS 2-5/tNOS 2-3 151 pb -
35s-1/35s-2 195 pb Sim
35sFZMP1/35sFZMP2 158 pb -
nosFZMP1/ nosFZMP2 125 pb -
Gene-especifico sttmf3a/ sttmf2a 145 pb -
GMO07/GMO08 169 pb -
~ - p35s-f2/petu-r1 172 pb Sim
Construgao-especifica SPA/SPB 320 pb -
P-E35S for/ RR rev 125 pb -
RR04/RR05 180 pb -
Evento-especifico 41_39-L/a1_39-R 151 pb -
41_40-L/41_40-R 177 pb -
35S2/RRS 359 pb -

FONTE: Adaptado de DONG, W. et al. (2008).

4.2.3 Diluicbes do DNA

As diluicdes de DNA de cada amostra a partir das solugdes-mae de DNA
preparadas anteriormente as amplificagcdes foram utilizadas para analisar a
diluicdo e condicdo mais adequada para analise dos resultados das
amplificagdes, tanto do gene da lecitina quanto do gene RR™.

Os QUADROS 09 e 10, cujos resultados representam as amplificagcdes
realizadas nas amostras de campo e certificadas, respectivamente,
correspondentes ao gene da lecitina apontam que em todas as diluigbes das
amostras (com excegdo dos controles negativos) ha amplificagdo génica,
comprovando, portanto, a qualidade do DNA extraido pelo método escolhido
previamente.

O QUADRO 11, que representa os resultados obtidos das amplificacdes
realizadas nas amostras de campo (graos) correspondentes ao gene RR™,
demonstra claramente a importancia das diluicbes. De modo que, a solugdo-mae
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(designada por 1), ou seja, a solugdo mais concentrada foi satisfatéria para a
amplificacdo génica. Por conseguinte, de modo que as contaminagdes
intencionais aumentavam as diluigdes também poderiam ser aumentadas,
apresentando fragmentos génicos possiveis de serem identificados através da
amplificagdo do respectivo gene.

A diferencga verificada dos resultados obtidos no QUADRO 12 (resultado
das amplificagdes realizadas nas amostras certificadas (sementes)
correspondentes ao gene RR™) & explicado pelo fato de as amostras serem
puras, ou seja, sementes certificadas possuem menos contaminantes do que
gréos e, assim, apenas a amostra com mais material transgénico resultou em

amplificacdo em todas as dilui¢des realizadas, além do controle de transgenia.

4.2.4 Comparativo da PCR com outros métodos qualitativos

Muitos dos cultivares geneticamente modificados aprovados para
comercializagdo contém genes recentemente introduzidos que s&o expressos nas
plantas transgénicas e, portanto, podem ser detectaveis pelas analises de DNA,
bem como pelos métodos a base de proteinas (LUTHY, 1999).

As técnicas imunoldgicas, como o ELISA, podem, portanto, permitir a
deteccdo de produtos derivados de OGM. No entanto, todos os imunoensaios
dependem da disponibilidade da nova proteina expressa nas plantas GM e da
disponibilidade de anticorpos especificos. Outro obstaculo para a aplicagao dos
imunoensaios sao os niveis de expressao bastante reduzidos nos produtos OGMs
(LUTHY, 1999).

Segundo Holst-Jensen et al. (2003) e Poms, Klein e Anklam (2004) a PCR
€ conhecida por ser um método muito sensivel, especialmente em comparacao
com os metodos elaborados a base de proteinas, como a técnica de ELISA.

Sendo o cdédigo genético universal, a informagdo genética é sempre
carreada pelo DNA seja qual for o organismo (bactéria, fungo, vegetal ou animal).
Assim, o DNA é recombinado e facilmente transferido de um organismo para
outro. Além disso, € uma molécula ubiqua, de modo que todas as células que
formam um organismo contém o mesmo DNA, sendo também resistente ao calor

e as variagcoes de acidez. Todas essas propriedades representam vantagens da



72

técnica de PCR para a deteccdo desta molécula nos géneros alimenticios e
sementes a frente de métodos baseados na detecgao protéica (GACHET, 1999).

Assim, conclui-se que a PCR se mostra a técnica mais precisa aplicavel as
sementes e aos produtos comerciais, sem ser afetada pelo nivel de
processamento do alimento. Além disso, até agora nenhuma outra técnica de
analise atingiu o mesmo nivel de especificidade que o fornecido pela PCR
(QUERCI et al., 2010).

O QUADRO 14 demonstra a comparacgao de algumas caracteristicas dos
testes utilizados atualmente na identificacdo de Soja Roundup Ready ™.

QUADRO 14 - COMPARATIVO DOS TESTES DE IDENTIFICAGAO DE OGMS.

Caracteristicas Principais TFL ELISA PCR
Rapidez +++ - -
Custo +++ + -

Sensibilidade, Precisao,
Confiabilidade e Reprodutibilidade
Validade e Aceitagéo Internacionais - +/- +++

+ ++ +++

FONTE: Adaptado de HIRATA, 2002.

4.2.5 Analise de alimentos processados e de matérias-primas

Moriuchi, et al. (2005) alegam que a maior parte do mercado alimenticio &,
voluntariamente rotulado como ndo-GM pelos seus respectivos fabricantes. Os
autores analisaram soja semi-processada, processada e matéria-prima, utilizando
o método CTAB para extragdo de DNA. No entanto, os resultados desse trabalho
mostraram que os genes da lecitina e da soja geneticamente modificada foram
amplificados em todos os produtos. De tal modo, os autores concluem que nao ha
fiscalizagdo suficiente na inspegcdo dos padrbes de rotulagem de alimentos,
sugerindo, desta forma, a necessidade de checar se os produtos n&o-GM
correspondem a sua rotulagem. O método aqui validado poderia ser util na
inspecéo de alimentos e regulagédo, ndo so na detecgdo de OGM nos alimentos,
mas também na deteccdo de adulteracdes de alimentos (MAFRA et al., 2008).

De acordo com Zhou et al. (2007), o monitoramento de alimentos que
contém OGMs em sua composi¢cdo € de grande importéncia devido ao elevado
alastre dos mesmo no mundo em poucos anos, uma vez que o risco a longo

prazo dos mesmos ainda nao foi validado. Na verdade deve haver preocupacao
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com os direitos dos consumidores como para a sensibilizacdo sobre as
caracteristicas de alimentos e a criacdo de um sistema eficaz de regulamentagéo
para o plantio de culturas GM e fiscalizagdo do mercado de alimentos.

Trabalhos semelhantes de monitoramento foram realizados em outros
paises e/ou regides do mundo (MIRAGLIA et al., 2004), (ABDULLAH et al., 2006),
(VILJOEN, DAJEE e BOTHA, 2006), (KAKIHARA et al., 2007), (UJHELY!I et al.,
2007), (ZHOU et al., 2007), e (MILJUS-DJUKIC et al., 2010). Nota-se que a
grande maioria abrange a monitoracdo de alimentos derivados de matérias-
primas que possam conter genes modificados em sua composigédo. Contudo, para
que se possa analisar este estagio da cadeia alimentar, é relevante destacar a
monitoracdo das sementes, que compde a base desta cadeia como propde o
presente trabalho.

De acordo com Luthy (1999), é importante destacar a autenticidade dos
alimentos, visto que esta palavra & definida, geralmente, por como confiavel, ou
seja, de origem indiscutivel. Portanto, a identificacdo correta das espécies
alimenticias € uma questdo chave para a autenticidade dos alimentos e devem
ser preferencialmente com base em parametros que ndo sofram alteragdes
durante o processamento de muitos alimentos. Os métodos baseados em PCR
sdo exemplos de métodos confiaveis para a aplicacdo neste quesito.

No Brasil, trabalhos de rastreamento foram realizados visando a detecgao
de OGM em soja RR™ presente em alimentos processados (CARDARELLI et al.,
2005); (GREINER; KONIETZY; VILLAVICENCIO, 2004), (GREINER; KONIETZY,
2008), (BRANQUINHO, FERREIRA e CARDARELLI-LEITE, 2010), e (DINON et
al., 2010).

No entanto, nenhum trabalho avaliou a qualificacdo de sementes. Este
trabalho direcionou as analises para sementes de soja e matérias-primas
alimenticias (graos de soja). Esta condugdo deu-se pois se sabe que o Brasil e,
em especial o estado do Parana, mantém a sua competitividade no mercado
nacional e internacional de commodities agricolas, produzindo em sua maioria
sementes ndo geneticamente modificadas. Contudo, o desenvolvimento e,
principalmente, a comercializagdo de plantas GM n&o deixa de crescer, tratando-
se de uma corrida tecnoldgica acirrada entre as empresas lideres no mercado de

sementes de variedades GM.
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Considerando o avango dos cultivos geneticamente modificados no pais,
torna-se relevante o uso de uma técnica de deteccao eficiente, relativamente
rapida e de custo-beneficio acessivel, cujos resultados possam ser reproduzidos
em laboratérios com diferentes condi¢cdes. A Reagao de Polimerizacdo em Cadeia
enquadrou-se exatamente neste quesito, provando ser um método ideal para o
rastreamento de grdos e sementes de soja, transgénicos ou ndo, desde que os
padrdes de controle de qualidade de reagc&o sejam garantidos.

A coexisténcia de 22 eventos transgénicos liberados para comércio no
Brasil nos ultimos anos € preocupante tanto para o agricultor (sementes) quanto
para o consumidor final (grédos e alimentos derivados), posto que ambos visam a
qualidade do produto cujo fim se destina. Além disso, os produtores de
determinadas sementes receiam perder mercado interno e externo caso novas
variedades sejam liberadas, visto que até hoje a CTNBio aprovou todos os
pedidos a ela submetidos.

Tao relevante quanto o estabelecimento de um padrao qualitativo para as
sementes de soja convencional comercializadas no pais, € o desenvolvimento de
um padrdo de metodologia quantitativa para analise de residuos transgénicos
presentes em amostras de semente de soja convencional. Outro aspecto a ser
destacado é analise quantitativa de alimentos transgénicos, uma vez que o0s
limites maximos de OGM s&o a base para a rotulagem obrigatéria. Portanto, um
método de quantificacdo adequado deve estar disponivel ao consumidor e aos
orgaos publicos.

Assim, apos a analise de diferentes publicagdes recentes, o método de
PCR em Tempo Real demonstra-se necessario de ser avaliado. Hipoteticamente,
este deve gerar uma curva de deteccao percentual e comparar estatisticamente
sua relacdo com o valor absoluto e conhecido de contaminagdo por sementes
transgénicas.

A PCR em Tempo Real podera permitir um continuo monitoramento do
produto. A eliminacdo da necessidade de utilizar p6s-PCR rendeu um amplo uso
da PCR em Tempo Real para quantificacdo os OGMs. A informacéo obtida nas
curvas de amplificacdo pode ser usada para quantificar a quantidade inicial de
molde de DNA presente na matéria prima ou no produto.
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5 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, o método de extragdo de DNA de
graos e de sementes de soja que demonstrou melhor resultado foi o processo
utilizando o CTAB.

A técnica de PCR padronizada neste trabalho foi capaz de detectar a
presenca de OGM em apenas um grdo acrescentado em 100g de soja
convencional e a PCR para mistura intencional foi capaz de detectar DNA de
apenas duas sementes de soja transgénica em 500g de soja convencional.
Portanto, a sensibilidade da metodologia demonstra que este método € confiavel
e facilmente reprodutivel, desde que os parametros de controle de reacédo sejam
seguidos conforme os padrdes estabelecidos.

Assim sendo, este trabalho pode ser visto como um fio condutor que leva a
pesquisa eficaz da analise qualitativa de soja convencional por PCR para
possiveis tentativas de analise de outros eventos comerciais liberados no pais
pela mesma metodologia, desde que se adéque a cada matéria-prima a ser
analisada.
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GLOSSARIO

ANALISE DE SEMENTE: Procedimentos técnicos utilizados para avaliar a
qualidade e a identidade da amostra.

CATEGORIA DE SEMENTE: Unidade de classificagao, dentro de uma classe de
semente, que considera a origem genética, a qualidade e o numero de
geracgoes.

CLASSE DE SEMENTE: Grupo de identificagdo da semente de acordo com o
processo de producéo.

CONTAINER: Recipiente.

COMMODITIES AGRICOLAS: Economicamente, sdo matérias-primas agricolas
utilizadas como objetos de troca em larga escala nos intercambios
especializados.

CULTIVAR: Variedade de qualquer género ou espécie vegetal superior que seja
claramente distinguivel de outras cultivares conhecidas, por margem
minima de descritores e por sua denominagao propria.

FISCALIZACAO: Exercicio do poder de policia, visando coibir atos em desacordo
com os dispositivos desta Lei e de sua regulamentacgao.

GERMOPLASMA VEGETAL: Conjunto de gendtipos de uma espécie vegetal.

HIBRIDO: Resultado de um ou mais cruzamentos, sob condicdes controladas,
entre progenitores de constituicdo genética distinta, estavel e de pureza
varietal definida.

IDENTIDADE: Conjunto de informagdes necessarias a identificacdo de sementes
ou mudas, incluindo a identidade genética.

IDENTIDADE GENETICA: Conjunto de caracteres genotipicos e fenotipicos da
cultivar que a diferencia de outras.

LENTE DIOPTRICA: Lente que utiliza somente a refragdo para a formagdo de
imagem.

ORIGEM GENETICA: Conjunto de informacdes que identifica os progenitores e
especifica o processo utilizado para a obtengao de uma cultivar.

PADRAO: Conjunto de atributos de qualidade e identidade.

PELLET: Utilizado em Biologia Molecular para representar o DNA extraido de um

produto. Também pode ser considerado um pequeno solido.
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PRAGA: Qualquer espécie, raca ou bidtipo de vegetais, animais ou agentes
patogénicos, nocivos aos vegetais.

QUALIDADE: Conjunto de atributos inerentes a sementes ou a mudas, que
permite comprovar a origem genética e o estado fisico, fisiologico e
fitossanitario delas.

TRANSILUMINACAO: Processo no qual a luz ultravioleta passa pelo gel de
agarose e se da a visualizagado da area do gel corado com brometo de

etidio, quando com azul de metileno ou bromofenol.
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ANEXO 1 - IX DA INSTRUGAO NORMATIVA N° 25, DE 16 DE DEZEMBRO DE
2005. PADROES PARA PRODUGAO E COMERCIALIZAGAO DE SEMENTES

DE SOJA.
1. Espécie: SOJA
Nome cientifico: Glycine max L.
2. Peso maximo do lote (kg): 25.000
3, Peso minimo das amostras (g):
- Amostra submetida ou média 1.000
- Amostra de trabalho para andlise de pureza 500
- Amostra de trabalho para determinacdo de outras sementes por nimero 1.000
4, PADRAO
PARAMETROS | PADROES

4.1, Campo:
Cateqgorias Bésica it 2t | s1*es2
Rotacdo (Ciclo agricola) - : : :
Isolamento ou Bordadura ® (minimo em metros) 3 3 3 3
Fora de tipo (plantas atipicas) 7 (n® méximo) 1/2.000 [ 1/1.000 | 1/700 1/350
Feijao miudo (Vigna unguiculata) (n¥ de plantas) 2810 Z€ro Zero 2610
Nimero minimo de vistorias ® 2 2 2 2
Area maxima da gleba para vistoria (ha) 50 50 50 100
4.2, Semente:
B Semente pura (% minima) 99,0 99,0 99,0 99,0
R
E
74 Material inerte ® (%)
A

Outras sementes (% maxima) 26ro 0,05 0,08 0,1
Determinacdo de outras sementes por nimero (n® maximo):
- Semente de outra espécie cultivada - 26r0 Zero 1 2
- Semente silvestre 2610 1 1 1
- Semente nociva tolerada ! zero 1 1 2
- Semente nociva proibida ! zero zero zero zero
Verificacdo de outras cultivares por nimero 2 (n
maximo): 2 3 5 10
Germinacdo (% minima) 755 80 80 80
Pragas ** : ~
5. Validade do teste de germinacio * (maxima em
meses) 6 6 6 b
6. Validade da reandlise do teste de germinagdo ™ 3 3 3 3
(maxima em meses)
7.lPr‘azo ’n“léximo para solicitacdo de inscricao de campos 30 30 30 30
(dias apos o plantio)

FONTE: BRASIL. Instrugdo Normativa n° 25, de 16 de dezembro de 2005.
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ANEXO 2 - ESQUEMA ILUSTRATIVO DE UM BOLETIM OFICIAL DE ANALISE
REALIZADO PELA EMPRESA PARANAENSE DE CLASSIFICACAO DE

PRODUTOS (CLASPAR).

|GOVERNO DO ESTADO DO PARANA
3333' }secnsnku DE ESTADO DA AGRICULTURA E DO ABASTECIMENTO BOLETIM OFICIAL
| EMPRESA PARANAENSE DE CLASSIFICACAO DE PRODUTOS
CLASPAR. |LABORATORIO OFICIAL DE ANALISE DE SEMENTES DE ANALISE DE SEMENTES
53 Pacanaense ;ergmalR S. Marin, 1346 - CEP: 87.045-020 - Maringd - Parand o
M*hmw Fone / Fax: (44) 3228-5040 - e-mail: lasomaringa@uol.com.br N° 0689 / 06
_ _|Credenciado no MAPA pela Portaria N°028 de 12/02/79 ey
msnnrucAcxo Dov_a_aouskeure =
[Endereco. ROD. BRASTKM167 =|
IDENTIFICACAO DA AMOSTRA _ e~
— ,Mm_—_mgmm_|m

Cutvar. Data ce Recebimento R
=== — ISers 20052008 mammrw 02102005
Categora  S2 Teste de Germinagdo: 05 dias. ==

RESULTADOS DAS ANALISES

T OENTFICAGAO DA AMOSTRA | =5
NO_LABORATORIO PUREZA GERMINACAO (% ) OUTRAS SEMENTES POR NOMERO | OUTRAS DETERMNACOES
Represen do Outros. | Outras. \s _Sementes Nocivas
| Anacte Lot & Semantes | Material | Outras | Cultivares | Pidoslas m-lm s—-‘m:im;ml,m‘m Mﬂ
| | tidsde | puag | inere | Somectes| (N9 em | Nomas wl Duras | Morss |Cutivadss| 1 ooM
| () (9) LI ) { (W)em 5000 g (N 1000_g
| 1 2 3 ) s (] { T BT ;T T T ) " 15 % 17
| | | | |
| 3482006 61054017 55 1.300 87 03 | 00 18 | 4 | B 0 o [ 0 e ol e [Tl Positvo | o < o
3483065 | 61054016 /554 10.000 87 03 00 12 8 ] ¢ o 0 ) S WL | ) Positvo/ o < -
3484006 | 61054015 )5,5)‘ 10.000 99 01 00 12 8 “| o -0 0 L e ) 0 Positivo-, -o- < <
| 348505 | 61054014 /551 6.700 09 01 00 ? 88 2R] 0 | o 0 0 ‘ 0 } 0 0 Pm'( < < 0
3486006 | 61054007 /5.5 950 99 01 00 16 8 1" 0| o 0 0 DL =0 1 0 Posivo | -0 < <
| 348705 | 61054008 /5,5 1.400 ®09 01 00 28 88 1" 0 0 1 0 0 0 | 0 |Posfw| o < o
| 348806 | 61054010 /55 | 290 | 99 | o1 | 00 | 27 | 8 [ 22 | 0 | o | 0 o | o } 0 | 0 |Psw| o | o [ o
| | | | | | |
‘ ‘ \
\ ‘ i
CH = | e o 12 ! o | S| = -
| Natureza do Matedsl In Grdos quet = ISwerastc RP ~ ITempeata(Cy 25 | TntsmesoEspecet o
| Outras Somones: o | onas:
Lote o - Idensficacio do LotePenera |2 40 et
> oena 03 de Outudro  de 2006
CPEPSPS
Produter
* Agsy 090 S ﬁf/
Proe. 235 | - Resadasdvel Tecnica -~

Ooservaches:

Lote n* - Idensficacdo do Low/Peneia

14 - Metodologia: Ensaio imunocromatoorfico da proteina
CPAEPSPS

FONTE: Empresa Paranaense de Classficagdo dos Produtos (CLASPAR) da Secretaria da Agricultura e

Abastecimento do Parana (SEAB-PR).



