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RESUMO

O milho (Zea mays) é umas das principais plantas de lavoura do Brasil com
27% da area total plantada em gréos. A produtividade atual alcangcou uma taxa
de 2,67% com a utilizacdo de variedades melhoradas geneticamente, sendo
convencionais ou transgénicos. O uso de milho GM no Brasil foi dado apenas
em 2007 e é regulamentado pelo decreto 4680 de 25 de Abril de 2003 onde
estabelece a rotulagem de produtos para consumo humano e animal com mais
de 1% de OGM. O presente trabalho teve como objetivo implementar e validar
técnicas de biologia molecular (PCR em tempo real) para a deteccdo de
transgénicos em produtos comerciais. Cada evento transgénico e caracterizado
por uma construcdo genética proprio onde a efetiva expressdo do gene € dada
por um promotor, gene principal e uma regido terminadora. A deteccdo de
OGMs de milho foi feita através da técnica de reacdo em cadeia da polimerase
em tempo real (QPCR) onde trés regibes genéticas comuns a diversos eventos
transgénicos foram utilizadas, sendo o promotor p-35S, gene principal Cry
1A.105 e regido terminadora t-NOS. Sessenta e uma amostras foram
analisadas, incluindo sementes de milho, farinhas, grdos de milho para
elaboracdo de racdes, milho em conserva e milho verde para consumo in
natura. Em 19 amostras, nenhum dos alvos analisados foi detectado, sendo
consideradas convencionais. As demais 42 amostras apresentaram eventos
transgénicos. Os resultados demonstraram a efetiva deteccdo dos alvos
analisados através da técnica de PCR, podendo ser aplicadas para deteccdo
de eventos transgénicos de Milho GM.
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INTRODUCAO

O milho (Zea mays) é uma das mais importantes plantas de lavoura no
Brasil com 27% da &rea de grdos cultivados. A produtividade das atuais
lavouras de milho tem aumentado gradualmente (taxa anual de 2,67%) (MAPA,
s.d.) com a utilizacdo de variedades melhoradas geneticamente, sejam estas
convencionais ou transgénicas (organismos geneticamente modificados,
OGMs). A utilizagdo de OGMs é relativamente recente, iniciando com a
liberacdo da primeira cultivar que apresentava um gene isolado de uma
bactéria que produzia toxina para controle de insetos em 2007. No entanto, a
regulamentacdo para comercializagdo de alimentos com gréos transgénicos ja
havia sido previamente implementada com a publicacdo do decreto 4.680 (de
25 de abril de 2003) que estabeleceu que produtos com mais de 1% de OGM

deveriam ser rotulados, sejam estes para consumo humano ou animal.

As atuais cultivares transgénicas comerciais sdo provenientes de dez
principais eventos transgénicos (Tabela 1), caracterizados por uma construcao
genética definida e prépria. As diferentes construcdes transgénicas tém um ou
dois blocos de genes que codificam para tolerancia a herbicidas e/ou
resisténcia a insetos. Além do gene que determina a caracteristica desejada, a
efetiva expressdo s6 € obtida com elementos adicionais, principalmente as

regides promotor e terminadora (ANKLAM et al., 2002).

O presente projeto objetivou implementar e validar técnicas de biologia
molecular (PCR em tempo real) para a deteccéo de transgénicos em produtos
comerciais. As técnicas implementadas tiveram como alvo a regido promotora
P-35S, terminadora T-NOS e o gene principal CrylA.105 (associado com

resisténcia a insetos).

Tabela 1: Eventos transgénicos comercializados no Brasil

Nome comercial Evento Caracteristica

Yield Gard MONS810 Resistentes a insetos

Libert Link T25 Tolerante a Herbicida

TL BT 11 Resistentes a insetos e Tolerante a Herbicida
Roundup Ready 2  NK603 Tolerante a Herbicida

TG GA21 Tolerante a Herbicida

Herculex TC1507 Resistentes a insetos e Tolerante a Herbicida
Viptera-Mirl162 Mirl62 Resistentes a insetos

Pro MON89034 Resistentes a insetos

Yield Gard VT MON&88017 Resistentes a insetos e Tolerante a Herbicida
MIR 604 MIR604 Resistentes a insetos

http://www.ctnbio.gov.br/upd_blob/0002/2040.pdf



METODOLOGIA

Amostras

Dezoito sementes com cultivar conhecido foram gentilmente fornecidas
por cooperativas, empresas produtoras de sementes e agropecuarias locais
(Tabela 2).

Além disso, foram obtidas 50 amostras comerciais, incluindo graos de
milho a granel utilizados na formulagédo de racbes (n=13), espigas de milho
verde in natura (n=27), farinhas de milho (n=6) e latas de milho em conserva
(n=4) (Tabela 3). Estas amostram eram de diferentes marcas e locais de

producdo do estado do Rio Grande do Sul.

Tabela 2: Descrigdo das sementes de milho com cultivar conhecido

Tipo Cultivar HMG  p-358  Cry 1A105  tNos
AGB02S  Pos MNeg Neg Neg
) BMM 911 Pos MNeg Neg MNeg
Convencional FORMULA Pos e Neg Neg
CELERON Pos MNeg Neg Neg
STATUS Pos MNeg Neg Neg
AG 5011 Pos Pos Neg Neg
BM 9IS PRO  Pos Pos Pos Pos
BM 3066 PRO2  Pos Pos Pos Pos
SHS 7990 PRO2?  Pos Pos Pos Pos
SHS 7915 PRO Pos Pos Pos Pos
SHS 7920 PRO  Pos Pos Pos Pos
Transgénico BM 3063 PRO2 Pos Pos Pos Pos
FOBEMULA TL Pos Pos Neg Pos
CELERON TL. Pos Pos Neg Pos
STATUS VIP3 Pos Pos Neg Pos
STATUS ¥IP Pos MNeg Neg Pos
DEB 240 PROO  Pos Pos Pos Pos
2B647PW Pos Pos Pos Pos

Tabela 3: Descricdo das amostras de milho e produtos industrializados

n HMG p-358 Cry 1A105 tNos
. . 1 Pos Neg Neg Neg Canvencianal
Farinha de Milho 3 Pos Pos Pos Paos Transgénico
2 Pos Pos Neg Pos Transgénico
2 Pos Pos Pos Pos Transgénico
Graos de Milho 1 Pos  Pos Neg Neg Transgénico
7 Pos Neg Neg Neg Converncional
1 Pos Neg Neg Pos Transgénico
] 3 Pos Neg Neg Neg Converncional
Milho em Conserva 1 Pos Pos Neg Neg Transgénico
1% Pos Pos Pos Pos Transgénico
3 Pos Neg Neg Neg Convencional
Milho Verde 1 Pos Pos Neg Neg Transgénico
1 Pos Neg Neg Pos Transgénico
3 Pos Pos Neg Pos Transgénico




Extracdo de DNA

O DNA das amostras de milho foram extraidos através do protocolo de
adsorcdo em silica (Boom, 1990) utilizando reagentes comerciais NewGene
(Simbios Biotecnologia. Cachoeirinha, RS, Brasil).

Amplificagéo por PCR

Primers e sondas foram obtidos para a realizacdo do estudo (Tabela 3),
onde trés regifes genéticas comuns a eventos de milho GM foram analisadas,
promotor 35S derivado do virus da couve-flor (CaMV), terminador t-NOS
derivado do gene da nopalina sintase do plasmideo de Agrobacterium
tumefaciens, gene principal Cry 1A.105 do B. thuringiensis e o gene endbgeno
do milho HMG. Apés, foi realizada a etapa de amplificagdo do DNA para os
genes alvo por PCR em tempo real utilizando o equipamento StepOne Plus
(Life Technologies) e com as seguintes condi¢cdes de amplificacdo: um ciclo
inicial a 95°C por 3 minutos e 45 ciclos de 95°C durante 15 segundos, e 60°C
durante 60 segundos para o duplex cry 1A.105 — hmg e para 0s mastermix p-

35S e t-NOS, utilizamos 40 ciclos com as mesmas condigoes..

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

concentrada é a amostra.

Tabela 4: Primers (F, forward; R, reverse) e sondas (P, probe) utilizados no trabalho

Primers Sequencia 57 37 Tamanho Amplicon
PAsS5-F GCC TCT GCC GAC AGT GGT

PAs5-R AAGACG TGG TTG GAA CGT CTTC $2 bp
PAs55-P CAAAGA TGGACC CCCACCCACG

T-NOS5 -F CAT GTA ATG CAT GAC GTT ATT TAT G
T-NOS-R TIGTIT TCT ATC GCG TAT TAA ATG T $4 bp
T-NOS-P ATG GGT TTT TAT GAT TAG AGT CCC GCA A

CrylAlDS —-F  TCAGAGGTCCAGGGTTTACAGG
CrylAldS -R  GTAGTAGAGGCATAGC GGGATTICTTG 113 bp
CrylAlDS —-P  AGACATTCTTCGTCGCACAAGTGGAGGACC

ZM1-F (hmg) TTGGACTAGAAATCTCGTGCTGA
ZM]1- R (hmg) GCTACATAGGGAGCCTTGTCCT 79 bp
ZMI1- P (hmg) CAATCCACACAAACGCACGCGTA




RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados demonstraram a efetiva deteccédo dos alvos HMG, p-35S,
CrylA.105 e t-NOS em diferentes amostras de sementes transgénicas (Tabela
2). Em andlises comparativas, o PCR em tempo real para o alvo p-35S
demonstrou melhor desempenho analitico em comparagdo ao alvo t-NOS.
Conforme esperado, CrylA.105 foi efetivamente detectado nas cultivares que
apresentavam este gene (BM 915 PRO, BM 3066 PRO2, SHS 7990 PRO2,
SHS 7915 PRO, BM 3063 PRO2, DKB 240 PRO e 2B647 PW). As regides
promotora p-35S e terminadora t-NOS também foram detectadas apenas nas
cultivares que possuiam estas insercdes, conforme consulta ao RNC — Registro
Nacional de Cultivares (MAPA). Todas cultivares apresentaram resultado

positivo para o gene enddgeno do milho HMG.

Apls, as demais 50 amostras foram analisadas e apresentaram
resultado positivo para o gene HMG. Em 14 amostras, nenhum dos alvos de
milho OGM foi detectado, sendo consideradas convencionais. As outras 36
amostras apresentaram eventos transgénicos, sendo 26 para os trés alvos,
cinco para P35S e t-NOS, duas para t-NOS e trés para P35S. A aplicacéo
destas técnicas possibilitou detectar a ocorréncia de transgénicos em 17
amostras de milho verde, cinco farinhas, seis grédos de milho e um milho em

conserva. (Tabela 3)

Utilizando os primers e sondas descritos na tabela acima, todos os
eventos liberados para comercializacdo no Brasil foram previamente

identificados.

CONCLUSAO

As andlises realizadas podem ser aplicadas para deteccdo de eventos
transgénicos em Milho OGM. Novos estudos serdo realizados para uma analise
qualitativa e quantitativa de transgénicos em sementes de milho e produtos

alimenticios.
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