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DETECCAO DE ORGANISMOS GENETICAMENTE MODIFICADOS EM ALIMENTOS:
TRIAGEM POR QPCR SYBR® GREEN.

Lawson-Ferreira R!, Sarmento SK!, Trotta RBF!, Cardarelli-Leite P1,
Branquinho MR?

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude/ Fiocruz
INTRODUCAO

Devido ao crescente desenvolvimento de novos eventos, a deteccdo de organismos
geneticamente modificados (OGM) nos alimentos enfrenta desafios cada vez maiores. No
Brasil estdo autorizados pela Comissédo Técnica Nacional de Biosseguranca 48 eventos: 29 de
milho, 6 de soja, 12 de algodao, 1 feijao.!

A tradicional estratégia de analise consiste na deteccdo de dois elementos genéticos
comumente utilizados nas constru¢des (P-35S e T-NOS) seguida da quantificacdo evento-
especifica.? No entanto, esta estratégia encontra cada vez mais limitacées pela diversidade
das construg8es e complexidade dos eventos que vém sendo comercializados.

Novas abordagens tém sido apresentadas, incluindo estratégias para a selecdo do elemento
genético, uso de métodos de alta eficiéncia para detec¢cdo de mdltiplos alvos e modelos
matematicos e algoritmos que convertam os resultados analiticos em indicacdo de potenciais
OGM numa amostra. Laboratérios da Unido Europeia tém comecado a estabelecer a chamada
"matriz de OGM" que se constitui, basicamente, de uma tabela na qual as linhas representam
0s eventos autorizados e ndo autorizados e as colunas definem os elementos genéticos e cada
OGM pode ser descrito pela especifica combinagdo das sequéncias alvo.® Essa matriz permite
uma avaliacao preliminar dos potenciais eventos por comparacéo dos resultados dos testes de
triagem nas amostras analisadas.

Este trabalho se propde a implementar a deteccdo de cinco elementos genéticos utilizados nas
construgBes dos OGM para ser usado como método de triagem dos eventos ja autorizados e
alguns nao autorizados no Brasil. O resultado desta triagem servira para direcionar as analises
subsequentes no atendimento da legislacdo vigente.

MATERIAL E METODOS

Materiais de Referéncia Certificados (MRC)

Foram utilizados MRC produzidos pelo “Institute for Reference Materials and Measurements”.
Amostras

Foram utilizadas duas amostras de alimentos contendo soja e milho.

Extracdo de DNA

Foi utilizado o método CTAB* e a pureza verificada por espectrofotometria.

Reacdo de gPCR com sistema SYBR® Green

Os alvos, nomes e sequéncias dos iniciadores utilizados estdo descritos na tabela 1.
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Tabela 1: Iniciadores utilizados nesse estudo.

Alvo Iniciador Sequéncia Tamanho  Referéncia
. sltml 5’ aaccggtagcgttgccag 3’
Lectina sltm2 5’ agcccatctgcaagccttt 3’ 81 5
ADH ADH_alt Fwd B’tctcttectectttagagcetaccacta 3 83 5
ADH_alt Rev 5’aatcgatccaaagcgagatga 3’
P.35S 35S N3 Fwd 5’aaagcaagtggattgatgtgata 3’ 75 5
35S_N3 Rev 5’gggtcttgcgaaggatagtg 3’
T-NOS tNOS_NN_Fwd  5’gattagagtcccgcaattatacatttaa 3’ 69 >
tNOS D Rev 5’ttatcctagkttgcgcgctatattt 3’
i GT73-TmF 5’gggatgacgttaattggctctg 3’
Ctp2-cpaepsps GT73-TmR 5’'ggctgcttgcaccgtgaag 3° 88 6
Pat-Pat Fwd 5’ccgeggtttgtgatategtt 3’
PAT Pat-Pat Rev S’tcttgaacctctctagatcatcaa 3’ 109 !
BAR Pat-Bar Fwd 5'cgtcaaccactacatcgagacaa 3’ 69 7
Pat-Bar Rev 5’gtccactcctgeggttect 3’

Os iniciadores foram testados com solucdes de DNA a 10 ng/pL, extraidas dos MRC de milho
Bt1l 0% e 1% e Bt176 1%, soja RR 0%, e 1% e uma amostra portadora do gene CTP-2
(1387/12).

A reacio foi realizada em 25uL contendo SYBR® Green PCR Master Mix 1X e 1uM de cada
iniciador e a termociclagem e a curva de dissociagdo foram realizadas de acordo com o
fabricante do equipamento Rotor Gene Q (Qiagen).

Construcéo da matriz de OGM

Com base nos eventos brasileiros foi construida uma matriz da seguinte forma:

i) Nas linhas, os eventos autorizados e o milho Bt176 (ndo autorizado);

)] Nas colunas, dois elementos genéticos constitutivos e cinco elementos de triagem;
iii) Aos elementos genéticos foram atribuidos ndmeros primos em ordem sequencial;

iv) Cada evento foi caracterizado pelo produto dos nimeros primos correspondente aos

elementos contidos na construgéo genética.
Analise preliminar de amostras

As reacbes foram consideradas positivas para os diferentes alvos quando os valores de Ct
ficaram abaixo de 35 e o valor de Tm correspondeu ao obtido na amplificacdo do MRC.

A possivel presenca dos eventos foi determinada quando os quocientes da divisdo do valor do
produto dos elementos genéticos positivos nha amostra pelo valor dos produtos especificos de
cada evento, foram representados por nimeros inteiros.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Resultados preliminares da especificidade dos iniciadores
Os Ct obtidos foram bem inferiores a 35, conforme demonstrado na tabela 2 e figura 1.
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Tabela 2: Valores dos Ct da amplificacéo dos alvos nos MRC e amostra 1387/12.

Alvo MRC Ct
ADH Bt11l 0% 24,47
Lectina RR 0% 22,28
P-35S RR 1% 30,79
T-NOS RR 1% 31,11
CTP-2 1387/12 26,89
PAT Bt1l 1% 31,28
BAR Btl76 1% 29,56
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Figura 1: Curvas de amplificac&o dos alvos presentes nos MRC e amostra 1387/12.
As Tm obtidas estdo descritas na tabela 3 e figura 2.

Tabela 3: Valor da Tm dos amplicons obtidos dos MRC e amostra 1387/12.

Alvo MRC Tm (°C)
ADH Bt11 0% 80,5
Lectina RR 0% 84,5
P-35S RR 1% 80,5
T-NOS RR 1% 76

CTP-2 1387/12 83,8
PAT Btll 1% 81,3
BAR Bt176 1% 84,2
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Os resultados dos Ct bem inferiores a 35 séo bastante promissores, uma vez que foram
obtidos dos MRC contendo 1% do evento pesquisado. Dessa maneira, sugere-se que a
metodologia sera capaz de discriminar os eventos conforme a legislagéo®, ou seja, contelido de
OGM acima de 1%.

Construcao da matriz de eventos brasileiros de soja e milho

Foi construida uma matriz com os eventos de soja e milho aprovados no Brasil e o milho Bt176,
discriminando a presenca ou auséncia dos elementos genéticos constitutivos e de triagem.

Foram atribuidos os seguintes ndimeros primos para a presenca dos elementos genéticos:
Lectina =3, ADH =5, P-35S = 7, T-NOS = 11, CTP-2 = 13, PAT = 17 e Bar = 19 e 0 nimero 1
foi atribuido a auséncia do elemento. Na Ultima coluna estdo representados os valores dos
produtos obtidos em cada evento (Tabela 4).

Tabela 4: Eventos de soja e milho, elementos genéticos e valores dos produtos dos nimeros primos.
Lectina ADH P-355 T-NOS CTP2 PAT Bar

Vegetal Evento 3 5 7 11 13 17 19 Produto

GTS-40-3-2 3 1 7 11 1 1 1
A2704-12 3 1 7 1 1 17 1

Soja  A5547-127 3 1 7 1 1 17 1
MON 87701 x MON 89788 3 1 1 1 13 1 1
DAS-68416-4 3 1 1 1 1 17 1
MON 810 1 5 7 1 1 1 1
T25 1 5 7 1 1 17 1 595
Bt 11 1 5 7 11 1 17 1
Bt 176 1 5 7 1 1 1 19
NK 603 1 5 7 11 13 1 1 5005
GA21 1 5 1 11 1 1 1
TC1507 1 5 7 1 1 17 1 595
NK603 x MON810 1 5 7 11 13 1 1 5005
Bt1l x GA21 1 5 7 11 1 17 1
MIR162 1 5 1 11 1 1 1
TC1507 x NK603 1 5 7 11 13 17 1
MON 89034 1 5 7 11 1 1 1
Btll x MIR162 x GA21 1 5 7 11 1 17 1
MON89034 x NK603 1 5 7 11 13 1 1 5005

Milho _MON88017 1 5 7 11 13 1 1 5005
MON89034 x TC1507 x NK603 1 5 7 11 13 17 1
MON810 x TC1507 x NK603 1 5 7 11 13 17 1
TC1507 x MON810 1 5 7 1 1 17 1 595
MON89034 x MON88017 1 5 7 11 13 1 1 5005
TC1507 x DAS59122-7 1 5 7 1 1 17 1 595
Bt11l x MIR162 x MIR604 x GA21 1 5 7 11 1 17 1
MIR 604 1 5 1 11 1 1 1
NK603 x T25 1 5 7 11 13 17 1
TC1507 x MON810 x MIR162 x NK603 1 5 7 11 13 17 1
TC1507 x MIR162 x NK603 1 5 1 11 13 17 1
TC1507 x MIR162 1 5 1 11 1 17 1
MIR162 x NK603 1 5 1 11 13 1 1
MON810 x MIR162 1 5 7 11 1 1 1
TC1507 x MON810 x MIR162 1 5 7 11 1 17 1
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Nota: a soja BPS-CV127-9 e o milho DAS-40278-9, ja aprovados, ndo fazem parte da matriz por ndo possuirem os
elementos genéticos de triagem propostos no estudo.

Aplicacdo da matriz em amostras de alimentos

Duas amostras de alimentos foram submetidas a metodologia de triagem.
Tabela 5: Produto dos niumeros primos dos elementos genéticos encontrados nas amostras.

Amostra Lectina ADH P-35S  T-NOS CTP2 PAT Bar Produto

A 3 1 7 1 1 17 1 357
B 1 5 7 11 13 1 1 5005

Em relacdo a amostra A, a divisdo do valor 357 pelo produto de cada um dos eventos da matriz
de OGM gerou numeros inteiros com 0s eventos de soja A2704-12, A5547-127 e DAS-68416-4
indicando a possivel presenca desses eventos nessa amostra.

Na amostra B, a divisdo do valor do produto 5005 pelo valor de cada um dos eventos da matriz
gerou numeros inteiros com os eventos de milho MONB810, NK603, GA21, MIR162,
MON89034, MON88017, MIR604 e os hibridos NK603 x MONS810, MON89034 x NK603,
MON89034 x MON88017, MIR162 x NK603 e MONB810 x MIR162.

Ressalta-se que a presenca de hibridos e a mistura de eventos individuais ndo podem ser
diferenciadas pelos métodos tradicionais evento-especificos, quando presentes numa amostra
de alimento. A abordagem proposta, neste trabalho, também n&o foi capaz de discrimina-los.

CONCLUSAO

No Brasil e em outros paises, 0 avango da pesquisa e desenvolvimento de novos alimentos
geneticamente modificados demanda, dos 6rgdos reguladores, um conhecimento cada vez
maior de metodologias de deteccéo e quantificacdo para verificar ndo somente o cumprimento
dos requisitos de rotulagem, como também para o monitoramento a fim de detectar
antecipadamente possiveis efeitos adversos.

A utilizacdo desta abordagem esta diretamente relacionada a reducgéo do custo e do tempo da
andlise, pois o ensaio de gPCR com SYBR® Green é muito mais barato e através das
informacgBes derivadas da matriz € possivel determinar quais 0s ensaios quantitativos deverao
ser realizados para completar a andlise.

Os resultados obtidos até o momento indicam que a implementacdo dessa triagem e utilizacé@o
da matriz de OGM é viavel e bastante promissora, sendo capaz de discriminar os eventos
dentro do marco legal brasileiro.
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