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Resumo

Este estudo teve por objetivo realizar uma revisao sistematica sobre os principais métodos baseados
na deteccdo de DNA para rastreamento de modificagdes genéticas em cultivares de soja e milho. Além
disso, foram identificados e caracterizados geneticamente os eventos transgénicos presentes nestes
cultivares aprovados para comercializagao no Brasil. Para o objetivo principal foi realizada uma pesquisa
nas bases de dados Web of Science e Pubmed, conforme a metodologia PRISMA (Preferred Reporting
Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses). Para tal, incluiram-se artigos sobre o tema através
da pesquisa dos principais métodos de detecgdo de soja e milho transgénico. Foram encontrados
varios artigos, entretanto, buscou-se explorar técnicas de rastreamento de transgénicos baseadas na
detecgédo de DNA por PCR. Dentre as sequéncias alvo comumente encontradas se destacaram regides
codificadoras de genes que conferem resisténcia a insetos, tolerancia a herbicidas ou ambas, bem como
regides promotoras e terminadoras. Para melhor compreensao dos eventos transgénicos aprovados
para comercializagao no Brasil foram buscadas informagdes em sitios regulatoérios, dentre os quais o da
Comisséao Técnica Nacional de Biosseguranga, Centro de Informagao em Biotecnologia e GeneticRight
Foundation. Foi possivel conhecer e caracterizar os eventos transgénicos presentes em cultivares
de milho e soja aprovados para comercializagdo no Brasil, associando-os aos métodos de detecgao
pesquisados conforme metodologia PRISMA. Conclui-se que a PCR tradicional, multiplex ou PCR em
tempo real baseado na presenga de DNA sdo métodos confiaveis para detecgédo de sequéncias génicas
codantes, promotores e terminadores comumente encontrados nos cultivares pesquisados.
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DNA-based methods for detection of soybean and maize cultivars genetically
modified

Abstract

This study aimed to conduct a systematic review of DNA-based methods to detection of genetic
modifications in soybean and maize cultivars. Furthermore, the transgenic events present in these
cultivars approved for commercialization in Brazil have been identified and genetically characterized.
The reach research objectives a database search in Web of Science and Pubmed was performed
according to the PRISMA methodology (Preferred Reporting ltems for Systematic Reviews and Meta-
Analyzes). Subject articles were included by researching the main transgenic detection methods in
soybean and maize. Several articles were evaluated; however, the focus research was to explore
transgenic screening techniques based on DNA detection by PCR. Among the commonly-found target
sequence featured for genes that provide resistance to insects, herbicide tolerance genes or both, as
well as supporting and terminator regions. In order to better understand the transgenic events approved
for Brazilian commercialization, search at regulatory sites for information was made, including the
National Biosafety Technical Commission, Biotechnology Information Center and the Genetic Right
Foundation. It was possible understand and characterize the transgenic events present in maize and
soybean cultivars approved for commercialization in Brazil, associating them with the detection research
methods according PRISMA methodology. It was concluded that traditional PCR, multiplex or real-time
PCR based on DNA presence are reliable methods to detect coding gene sequences, promoters and
terminators commonly found in the studied cultivars.

Keywords: Transgenic. Events. Detection.

Introducéo

Aincorporagéao da biotecnologia no setor
agricola, a partir de 1996 permitiu a obtencao de
variedades com caracteristicas superiores, que
ndo poderiam ser obtidas por meio do melhora-
mento genético convencional. Segundo dados
do Servigo Internacional para Aquisi¢cao de Apli-
cacbes em Agrobiotecnologia (ISAAA), nos ulti-
mos 20 anos, 2 bilhdes de hectares de culturas
biotecnoldgicas tém sido cultivadas, refletindo os
multiplos beneficios alcangados por pequenos e
grandes agricultores em paises industrializados
e em desenvolvimento que utilizam culturas bio-
tecnoldgicas comercialmente, compreendidos
principalmente por soja, milho, algodao e canola
(INTERNATIONAL SERVICE FOR THE ACQUISI-
TION OF AGRI-BIOTECH APLICATIONS- ISAAA,
2017). Como segundo pais no ranking mundial
de plantio transgénico, o Brasil possui uma area
de cultivo autorizado para tal atividade de apro-
ximadamente 37.120.000 hectares, dentre os
quais 24.370.000 hectares de soja, 12.200.000
hectares de milho (INTERNATIONAL SERVICE
FOR THE ACQUISITION OF AGRI-BIOTECH
APLICATIONS - ISAAA, 2017).

O melhoramento de plantas vem sen-
do praticado pelo homem ha milhares de anos,
através de varias técnicas. A obtencao de plantas
geneticamente modificadas utiliza processos que
permitem introduzir genes de qualquer organismo
no genoma vegetal, objetivando aprimoramento de
tracos desejados, como resisténcia a herbicidas
e insetos, niveis nutricionais melhorados, entre
outros, através da engenharia genética (PREMA-
NANDH, 2011; BAWA; ANILAKUMAR, 2013).

Um cultivar transgénico pode ser comer-
cializado em varias versbes, dependendo dos
eventos que podem conter um ou mais numeros
de cépias do transgene no genoma. Tais eventos
sao constituidos basicamente da regido codifica-
dora do gene de interesse ou do gene marcador de
selecado e de sequéncias reguladoras da expres-
s&o génica. Todos esses eventos possuem pelo
menos um promotor e uma regido terminadora
em adi¢cédo ao gene de interesse (OLIVEIRA et
al., 2016). Cultivares transgénicos de milho, soja
e algoddo expressam genes inseticidas contra
insetos lepidépteros (cry ou vip) provenientes da
bactéria do solo Bacillus thuringiensis (Bt) e genes
(epsps, bar, pat, dmo) que conferem tolerancia
aos herbicidas glifosato e glifosato de aménio.
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Os promotores e terminadores mais comumente
utilizados séo o p-35S e t-Nos, respectivamente
(BROEDERS; KEERSMAECKER; ROOSENS,
2012; OLIVEIRA et al., 2016; ILSI RESEARCH
FOUNDATION, 2017).

Conforme a legislacao brasileira, os ali-
mentos ou ingredientes que contenham ou que
sejam produzidos com utilizagdo de organismos
geneticamente modificados (OGM) devem conter
a informacao para o consumidor e, portanto, ha um
crescimento na demanda de desenvolvimento de
metodologias capazes de determinar o percentual
de OGM em alimentos, baseada na deteccgao,
identificacdo e quantificacao da sequéncia de
DNA exdgeno ou proteina transgénica. Métodos
de deteccédo de OGM sdo empregados, desde os
considerados mais faceis, como o teste de tole-
rancia ou resisténcia a herbicidas, denominados
bioensaios, aos mais especificos, tais como o teste
de Elisa e PCR, além dos testes rapidos com uso
de kits especificos que detectam qualitativamente
a presenga ou auséncia de uma proteina na folha
ou gréo e pode ser usado tanto em campo quanto
em ambiente laboratorial (CUNHA et al., 2005).

Varios métodos de identificagcdo de OGM
baseados na detecgao de DNA por PCR sao des-
critos na literatura (exemplo: PCR classico, PCR
em tempo real com sondas quimicas TagMan ou
SYBR Green) (BROEDERS; KEERSMAECKER,;
ROOSENS,2012). Independente da variedade
de métodos, a técnica de reagao em cadeia da
polimerase (PCR) é recomendada pelos érgaos
reguladores internacionais, de pesquisa e comeér-
cio para a deteccao e quantificacdo de OGM em
produtos (MIAW et al., 2014).

O objetivo deste estudo foi realizar uma
revisao sistematica sobre os principais métodos
baseados na detecgédo de DNA para rastreamento
de cultivares transgénicos de soja e milho. Além
disso, objetivou-se identificar e caracterizar os
eventos transgénicos destes cultivares aprovados
para comercializagdo no Brasil.

O estudo foi conduzido de acordo com
a metodologia Preferred Reporting Itens for Sys-
tematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA).
Seguindo a metodologia de revisao sistematica, o
trabalho foi conduzido em etapas que envolveram
o desenvolvimento do protocolo de revisdo com
as questdes da pesquisa, a estratégia de busca,
a identificacdo dos critérios de inclusao e exclu-
sao, a busca nas bases de dados previamente
definidas, avaliagao critica, extragdo dos dados
relevantes e sintese.

A identificagao dos artigos foi realizada
nas bases de dados Medline/PUBMED e Web of
Science, tomando como critério de refinamento
os anos de 2007 a 2017. Os descritores utilizados
foram: “Transgenic crops and detection”. Foram
utilizados os termos em inglés pela especificidade
das bases de dados escolhidas.

Ainclusao dos artigos seguiu os seguintes
critérios: desfecho focando os eventos presentes
nos cultivares transgénicos de soja ou milho, des-
fecho focando métodos moleculares que possibi-
litem a identificacao/diferenciagao de um cultivar
transgénico de um cultivar ndo transgénico, com
énfase nas técnicas de PCR, publicados em pe-
riodicos da lingua inglesa ou portuguesa, com
textos disponiveis na integra. Como critério de
exclusao estabeleceu-se artigos cujos desfechos
nao abordavam os cultivares objetos do estudo
ou que nao contribuiram para o enriquecimento
da tematica proposta.

Apds consulta as bases de dados utili-
zando os descritores determinados, foram ex-
cluidos os artigos em duplicidade entre as bases
e lidos os resumos resultantes para determinar
a elegibilidade dos mesmos ou excluséo dentro
dos critérios definidos. A partir da selecao pelos
resumos, os artigos de interesse foram lidos na
integra para confirmacao da sua elegibilidade.

Os dados dos artigos foram extraidos atra-
vés de um instrumento contendo informagdes de
relevancia para a revisao, tais como autores, ano
de publicagao, objetivos, metodologia, resultados
obtidos e conclusdes dos autores. Foi realizada a
seguir a analise dos estudos de forma descritiva.

Na base de dados Web of Science fo-
ram encontrados 240 artigos. Desses, 219 foram
excluidos apds analise dos titulos e resumos.
Dentre os motivos para essa exclusao estao:
eventos encontrados em cultivos que nao eram
soja e milho; métodos que nao eram baseados
em DNA como ELISA. Dos 21 artigos elegiveis,
12 foram excluidos por ndo contemplar os tépicos
estabelecidos anteriormente, e 2 foram excluidos
porque n&o estavam disponiveis na integra, logo
7 artigos estavam de acordo com os critérios
estabelecidos para inclusdo. Na base de dados
PUBMED foram encontrados 103 artigos. Apos
analise dos titulos e resumos, 24 foram selecio-
nados para analise do texto completo. Desses, 2
nao estavam disponiveis na integra e apenas 6
estavam de acordo com os critérios estabelecidos
parainclusdo. Essa revisdo segue o fluxo apresen-
tado na Figura 1. Os demais artigos utilizados na
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revisdo ndo contemplados no fluxo de informagdes
foram extraidos da lista de referéncias dos artigos

encontrados nas bases de dados utilizadas.

Figura 1 — Fluxo de informagdes em diferentes fases da revisdo da literatura, utilizando os descritores

transgenic crops and detection

N. de relatos identificados na
base de dados Web of Science
(n=240)

N. de relatos identificados na
base de dados Pubmed
(n=103)

v

N. de relatos ap6s eliminar os duplicados

(n=277)

N. de relatos rastreados N. de relatos excluidos
(n=277) (n=232)

v
N. de artigos em texto N. de artigos em texto
completo avaliados para completo excluidos,
elegibilidade com justificativa

(n=45) (n=32)

v

N. de estudos incluidos
em sintese qualitativa

(n=13)

v

'Incluidos . 'egibilidad. ' Triagem . 'entiﬁcagﬁ.

N. de estudos incluidos
em sintese quantitativa
(meta analise)
(n=13)

Fonte: Elaborada pelos autores, 2017.

Métodos de detecgdo de soja e milho trans-
génicos baseados em DNA

A revisao utilizando as palavras chave
transgenic crops and detection encontrou 45 es-
tudos nas bases PUBMED e Web of Science,
dos quais 4 nao estavam disponiveis em texto
completo e dos demais, apenas 13 estavam re-
lacionados com o tema (QUADRO 1).

A escolha do método analitico constitui-se
muitas vezes em um desafio, diante das muitas
opgoes disponiveis. A andlise de OGM (Organis-
mos Geneticamente Modificados) baseia-se tanto
na deteccao de novas proteinas como resultantes

de modificagdes genéticas quanto na sequéncia
de DNA. ARede Europeia de laboratérios de OGM
(ENGL) disponibiliza documentos orientadores
para uso de métodos analiticos de teste de OGM,
baseados em DNA. A harmonizagdo do método &
desejavel por facilitar a transparéncia e compa-
ragao dos resultados entre laboratérios, embora
possa haver motivos para a escolha de métodos
nao harmonizados, entre eles custo, especifici-
dade, conveniéncia, disponibilidade de materiais
de referéncia ou novas informagées (MARMIROLI
et al., 2008; EUROPEAN NETWORK OF GMO
LABORATORIES, 2015).
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De acordo com Holst-Jensen (2009) e
Zhang et al. (2015), espera-se utilizar metodo-
logias baseadas em DNA, uma vez que as pro-
teinas sao instaveis sendo quase impossiveis
para serem detectadas de forma confiavel em
produtos processados. Por isso, a importancia
de desenvolver ou identificar qual melhor técnica
utilizada para realizar as detecgdes de eventos,
garantindo assim uma forma confiavel de identi-
ficacdo e rastreabilidade dos OGM.

O uso mais comum de identificagdo de
OGM é baseado na amplificagdo de um frag-
mento ou na unido Unica entre o transgénico e o
genoma hospedeiro usando a tecnologia PCR,
sendo que este método depende de ciclos cons-
tantes de aquecimento repetidos e resfriamento
das cadeias de DNA e replicagcao do DNA de
interesse. A técnica basica de detecgao usando
PCR consiste também no uso de uma enzima
termoestavel conhecida como Taq polimerase,
permitindo assim a amplificagado exponencial do
DNA e em seguida a migracado dos fragmentos
de DNA em gel de agarose, estimando desta
forma o tamanho dos fragmentos de DNA obtidos
através de marcadores de massa molecular. Os
métodos de PCR nas suas variagbes (PCR qua-
litativo, quantitativo de ponto final e quantitativo
em tempo real) tém sido frequentemente aceitos
pelos 6rgaos reguladores, especialmente devido a
sua alta sensibilidade e especificidade. A selecéo
dos elementos triados deve priorizar o minimo
de resultados falsos negativos (MARMIROLI et
al., 2008; HOLST-JENSEN, 2009; ZHANG et al.,
2015). Acredita-se que os métodos competitivos
semiquantitativos e quantitativos foram propostos
com sucesso. A aplicagao da PCR em tempo
real aumentou significativamente a preciséo e
a confiabilidade da detecgao e quantificagao de
OGM em alimentos (BROD; ARISI, 2008).

Atecnologia conhecida como PCR quan-
titativa em tempo real (QPCR), permite determinar
o conteudo de um OGM em uma determinada
amostra. A quantidade do produto sintetizado
durante o gPCR é medida através de um sinal
fluorescente a partir da sonda Tagman ou usando
dsDNA com corantes fluorescentes, como por
exemplo, SYBR Green. Ao registrar a quantida-
de de emissao de fluorescéncia em cada ciclo,
€ possivel monitorar a reagao durante sua fase
exponencial e posteriormente correlacionar o sinal
fluorescente com a quantidade inicial do produ-
to de interesse (BROD; ARISI, 2008; OVESNA;
DEMNEROVA; POUCHOVA, 2009; DONG et al.,
2008; MARMIROLI et al., 2008; GROHMANN,

2010). Quando se utiliza o SYBR Green, o corante
fluorescente se liga ao sulco menor do dsDNA que
ligara cada dsDNA, incluindo produtos de PCR
nao especificos e dimeros de iniciadores, sendo a
principal limitagdo deste sistema. Para contornar
esse problema, uma analise da curva de fusdo
pode ser realizada no final da PCR, medindo a
dissociagcdo do DNA em funcao da temperatura.
Cada dsDNA tem uma temperatura especifica
de fusdo como propriedade de seu nucleotideo
e a partir desta temperatura de fusao, é possivel
distinguir os fragmentos inespecificos de PCR.
Esta analise nos permite detectar ndo apenas os
produtos especificos, mas também ter uma ideia
da presenca de alvos estreitamente relacionados
aos eventos analisados (BARBAU-PIEDNOIR et
al., 2010). Pode-se ressaltar que o SYBR Green
possui uma consideravel economia de custos,
pois ndo ha necessidade de uso de uma son-
da marcada com fluorescéncia, como é o caso
da TagMan, onde a fluorescéncia é aumentada
proporcionalmente para a quantidade de DNA
presente na reagdo. Observa-se também que a
Tagman utiliza-se de apenas trés oligonucleotidos
permitindo assim, uma detecgao mais especifica
durante as analises dos eventos e tem sido o
método de escolha, especialmente para o cum-
primento de leis de rotulagem. De acordo com
as leis para liberagao, em culturas transgénicas
carregando os mesmos tragos produzidos por
desenvolvedores diferentes, os métodos de PCR
guantitativos sao necessarios para diferenciar os
eventos especificos (BAEUMLER et al., 2006).

De acordo com Alary et al. (2002), as téc-
nicas existentes mais importantes para detecgao
sdo o0 PCR em tempo real que pode ser simples
e duplex. O duplex é importante uma vez que o
trabalho na execucédo é menor, e garante boa
eficiéncia tanto em matéria endégena quanto do
transgénico. J4 o PCR em tempo real é altamente
sensivel ao transgénico.

AqRT-PCR Tagman é também uma tec-
nologia que permite a multiplexagdo usando di-
ferentes corantes fluorescentes para diferentes
alvos serem detectados e quantificados simulta-
neamente em uma amostra, garantindo que um
Unico teste n&o seja prejudicado, apresentando
assim uma sensibilidade e a eficiéncia maior da
gRT-PCR em comparacéao ao simplex PCR. Além
da gRT-PCR, foram propostas novas tecnologias
alternativas e avangadas, incluindo o uso de sis-
temas ou plataformas de alto rendimento para a
detecgao de multiplos alvos, por exemplo, microar-
rays, MIPC, PCR combinados com eletroforese
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em gel capilar (impressao digital). No entanto,
sdo mais caros, dificeis de padronizar e validar
e exigem trabalhos e equipamentos extensivos e
especializados (HAMELS et al., 2009).

A qualidade do DNA extraido de produtos
alimentares é fundamental para obter resultados
consistentes, confiaveis e precisos. A eficiéncia
da extragao varia com o protocolo utilizado. O
método de amplificagcdo de DNA depende de pro-
tocolos eficientes que fornegam DNA de grande
quantidade e qualidade, fundamental para obter
resultados consistentes, confiaveis e precisos. Os
custos dos kits comerciais para extracado do DNA
sao basicamente os mesmos, deixando a escolha
em fungao do custo (MAFRA et al., 2008).

Estratégias na detec¢do de um OGM e Eventos
transgénicos de soja e milho aprovados para
comercializagao no Brasil

Em um OGM, a construgao génica carac-
teristica € composta principalmente pelo promotor,
que regula a leitura do gene, o gene que determina
a caracteristica desejada e o elemento terminador,
envolvido na terminagao da transcrigdo e na po-
liadenilacdo (FIGURA 2). Essa construgdo de um
promotor-gene-terminador é chamada cassete de
genes. Além desses elementos essenciais, outras
sequéncias exdgenas podem estar presentes e
sdo geralmente responsaveis pela regulagéo e
estabilizagdo do gene inserido (BATZ, 2003; CON-
CEICAO; MOREIRA; BINSFELD, 2006). Segundo
Broeders; Keersmaecker e Roosens (2012), o
primeiro promotor utilizado em OGM foi obtido
através de mosaico de couve-flor e o terminador
da Agrobacterium tumefaciens. Sabe-se que com
aumento de pesquisas, 0 nimero de promotores
e terminadores se encontra em niumero maior.

Qualquer estratégia utilizada na detecgéo
de um OGM deve considerar os elementos do
inserto, tanto na detecgao direta do DNA, onde
ha necessidade dos iniciadores utilizados, quanto
na indireta, em que sao detectadas as proteinas
ou produtos derivados dos OGM. Muitos métodos

baseados na detecgao de acidos nucleicos e pro-
teinas, bem como estratégias para validagao dos
métodos tém sido desenvolvidos para detectar
eventos transgénicos (PINTO et al.,2011; KOPPEL
et al., 2014; ZHANG et al., 2015; KOPPEL et al.,
2015; GARCIA et al., 2016). O desenvolvimento
de métodos especificos, entretanto, requer o co-
nhecimento prévio da sequéncia anterior do OGM
€, para eventos nao autorizados, geralmente essa
informagéo nao esta disponivel e, nesses casos,
uma combinagao de elementos presentes em
OGM autorizados pode proporcionar a detecgéo
em amostras (SCHOLTENS et al., 2013).

O rastreio de rotina para OGM esta li-
mitado principalmente a detecgao do promotor
P35S e do terminador Tnos, os quais sdo mais
comumente encontrados em organismos gene-
ticamente modificados. Entretanto, alguns OGM
nao possuem esses elementos e, portanto, a
resolugdo de um método é melhor assegurada
quando sao usadas sondas especificas para iden-
tificacao dos amplicons. A detecgao e identificagéo
de elementos especificos, tais como promotores,
sequéncias codantes e terminadores pode ser util
na identificacdo de OGMs, proporcionando uma
identificagdo mais confidvel (HAMELS et al., 2009;
DINON et al., 2011). Uma vez que muitos dos
elementos utilizados em construgdes transgénicas
provém de organismos doadores como virus e
bactérias e, no entanto, alguns dos genes podem
ocorrer naturalmente também no reino vegetal,
faz-se necessario, para a detecgdao de um OGM,
o desenho e marcadores que permitam distinguir
entre o gene exdgeno e aquele devido a sua pre-
sencga natural na planta. Esses marcadores sao
combinados com o marcador do reino da planta,
tais como lectina (LEC) e Le1 para soja e uma
alcool desidrogenase (ADH) e o gene HMG para
milho (BROEDERS; KEERSMAECKER; ROO-
SENS,2012; SCHOLTENS et al., 2013). AFigura
2 apresenta esquematicamente os cassetes nos
eventos de soja e milho GM aprovados no Brasil,
0s quais sdo mencionados nos artigos seleciona-
dos nessa revisao sistematica.
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Figura 2 — Esquema geral de uma construgao transgénica e principais alvos utilizados para a detecgao
de cultivares transgénicos de milho e soja conforme artigos selecionados pela metodologia

PRISMA.

5°UTR
Promotor

AU I O

Regiao codante

. 3’UTR
Terminador

Métodos de Espécie \Y (€& Evento
Deteccao éri e
generica especifico
“ e i
2 ( / \
Genes endogen@ Promotores [Regiﬁo Codante\ Terminadores Eventos
ADH, HMG Pe35S, P-ractl crylAb, pat, gm 3’nos, 3’358, Bt11l, MON810, T25, GTS
hra, gmfad2, 358-polyA 40-3-2, A2704-12, A5547-
cp4epsps, cry3Bbl 127, NK603, MON88017
P-UbiZml, crylE pat 3’358 TC1507
Pe358
LEC, Lel P-FMV, Pe35§ crylA.105, 3’nos MON89034
cry24b2
P-PCSV, do CrsI-2, dmo, Do gene BPS-CV127-9, MON87708
gene cp4epsps
- J\ J\_ J\ AN J

Legenda: MG=Modificagdo Genética. Os genes enddgenos, promotores, regides codantes, terminadores e eventos estdo deta-

Ihados no Quadro 1.

Fonte: Adaptada de BROEDERS; KEERSMAECKER; ROOSENS, 2012.

Para que um método baseado em PCR
seja amplamente aplicavel, os primers selecio-
nados devem ser especificos para elementos
genéticos presentes em uma grande quantidade
de culturas geneticamente modificadas; os ele-
mentos em que se baseia o ensaio ndo devem
ocorrer naturalmente na planta em questao; evitar
elementos que aparecam frequentemente como
contaminantes, primers com sequéncias comple-
mentares ou com estrutura secundaria; os elemen-
tos escolhidos devem permitir a identificagcdo de
tantas variantes do respectivo elemento quanto
possivel (BATZ, 2017).

A combinacéao de base de dados com in-
formacgoes oficiais e atualizadas, métodos de alto
desempenho associados a modelos matematicos
possibilita 0 monitoramento eficiente do crescente
numero de eventos GM (HAMELS et al., 2009).

As culturas geneticamente modificadas
sao consideradas as mais rapidas culturas adota-
das ao longo da histéria da agricultura moderna e,
embora se tenha demonstrando ao longo do tempo
que essas culturas sédo seguras do ponto de vista

da saude humana e ambiental, preocupagdes em
relagdo a biosseguranga em todo o mundo tém
sido suscitadas, levando a muitas controvérsias
(ZHANG et al., 2015). Em muitos paises, foram
adotadas legislagdes relativas a comercializagéo
de OGM e, embora difiram de pais para pais,
algumas questdes sdo comuns (BROEDERS;
KEERSMAECKER; ROOSENS,2012).

Os organismos geneticamente modifi-
cados sao regulamentados nacional e interna-
cionalmente pelo Protocolo de Cartagena sobre
Biossegurancga, um tratado internacional que rege
0 manuseio, o transporte e a utilizagdo seguros
de OGM de um pais para outro, que possam ter
efeitos sobre a diversidade bioldgica e para a
saude humana. O tratado foi adotado em 2000
como um acordo complementar a Convengao
sobre Diversidade Bioldgica e entrou em vigor
em 2003 (CONVENTION ON BIOLOGICAL DI-
VERSITY - BCH, 2000).

A adocgao do Protocolo pelos Paises par-
tes da Convengao constitui-se em importante
passo que leva em consideragao a protecao do
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meio ambiente e da saude humana e a promogao
do comércio internacional ao criar uma instancia
internacional para discutir e nortear a introdugao
dos organismos GM em seus territorios e as-
segurar a tomada de decisdes conscientes na
importagdo desses organismos, através do fluxo
de informagdes necessarias (BRASIL, 2000).

A Organizacao para Cooperacao Eco-
ndmica e Desenvolvimento (OECD) compilou
descrigdes dos sistemas nacionais de seguranca
alimentar dos seus 35 paises membros da América
do Norte e do Sul, Europa, Asia e Pacifico, bem
como a Comisséao Europeia, utilizando elementos
de informacéo cientifica na avaliagao de risco de
OGM, comuns aos paises participantes. Estes
documentos contém elementos que auxiliam a
avaliacao regulatéria de um determinado produto
alimentar /alimento produzidos com organismos
geneticamente modificados. As publica¢des co-
brem as principais culturas onde sao aplicadas
técnicas da biotecnologia moderna (ORGANIZA-
TION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND
DEVELOPMENT, 2015).

Apo6s exame de evidéncias cientificas
sobre a natureza e probabilidade de riscos po-
tenciais, sdo concedidas autorizagdes para a li-
beracao de plantas transgénicas (BATS, 2003).
Nos regulamentos implementados da Unido Eu-
ropeia (EU) ha disposi¢gdes harmonizadas para a
avaliagao de riscos e autorizacdo de OGM, bem

como para a rastreabilidade, rotulagem e vigilancia
da sua utilizagdo na cadeia alimentar humana e
de animais. Até janeiro de 2011, um total de 31
eventos transgénicos foram autorizados na EU,
incluindo 17 eventos de milho e 3 de soja. Um
limite de 0,9% é fixado para alimentos que con-
tenham organismos geneticamente modificados,
sendo obrigatodria a declaragao acima deste limite
(DINON et al., 2011; GARCIA et al., 2016).

As autorizagdes para a liberagao de plan-
tas transgénicas sao concedidas apds exame de
evidéncias cientificas sobre a natureza e proba-
bilidade de perigos potenciais (BATS, 1997). No
Brasil, a Comissao Técnica Nacional de Biossegu-
ranca (CTNBIo) é responsavel por autorizar as ati-
vidades de manipulagao, transporte, importacao,
comercializagao e liberagao no meio ambiente de
organismos geneticamente modificados ou deri-
vados, sob o aspecto de saude humana, vegetal,
animal e ambiental, sendo regulamentada pela
Lei 11.105/05.

Até o momento, foram aprovadas 71 cul-
turas GM no Brasil. Destes, 39 eventos de milho
e 13 de soja. O ano de 2015 teve o maior nume-
ro de aprovagdes, seguido do ano de 2017, em
que foram aprovados 4 eventos de milho e 3 de
soja (CONSELHO DE INFORMACOES SOBRE
BIOTECNOLOGIA, 2016). O Quadro 2 resume
os eventos de milho e soja aprovados no Brasil,
que aparecem na revisao do presente trabalho.
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Métodos baseados na detecgao de DNA para rastreamento de modificagbes genéticas em cultivares transgénicos de milho e soja

Consideragoes Finais

Os eventos transgénicos, de uma maneira
geral, sédo constituidos de trés elementos: um pro-
motor, que regula a transcrigdo do gene; o gene
de interesse, que determina a caracteristica dese-
javel; e o elemento terminador, responsavel pelo
término da transcrigao. Dentre as caracteristicas
desejaveis conferidas pelos eventos (elementos
inseridos) esta principalmente a resisténcia a inse-
tos, a tolerancia a herbicidas ou ambos. Qualquer
estratégia de deteccéo leva em consideracao
os elementos do inserto, seja diretamente para
o desenho de iniciadores usados na detecgao
do DNA recombinante ou indiretamente para a
detecgao das proteinas ou produtos derivados
dos OGMs.

Nosso trabalho deu énfase aqueles mé-
todos de deteccdo de OGMs baseado em DNA.
A PCR e suas variagdes sdo recomendadas por
6rgéos nacionais e internacionais de regulamenta-
¢ao. As regides alvo a serem detectadas por PCR
apresentaram diferentes taxas de sensibilidade e
especificidade. Metodologias quantitativas para
a detecgdo de eventos transgénicos baseadas
em ensaios TagMan de gRT-PCR apresentaram
melhor sensibilidade e especificidade quando
comparadas ao PCR tradicional. Entretanto em
relagdo ao custo por analise essas metodologias

apresentaram valores superiores a PCR qualitativa
(simples, duplex e multiplex). De uma manei-
ra geral, ambos os métodos PCR qualitativa e
quantitativa mostraram-se boas ferramentas para
rastreabilidade de eventos transgénicos de soja
e milho.

Considerando-se a reviséo da literatura
sobre o tema, observou-se a importancia do co-
nhecimento da estrutura genética dos eventos
presentes nos cultivares de soja e milho aprovados
para comercializagao no Brasil. Assim, torna-se
possivel o aprimoramento e validagdo de métodos
especificos baseados em DNA para o rastrea-
mento de eventos transgénicos em sementes
e ou derivados de soja e milho geneticamente
modificados. Informagdes a respeito da liberagao
do plantio de transgénicos no Brasil foram objeti-
vos de estudo desta revisdo. O conhecimento do
nivel de autorizagdo seja para plantio, consumo
animal e ou humano é de importancia, uma vez
que produtos de origem transgénica devem conter
em seu rétulo a conformidade com a legislagéao
vigente para essas atividades.
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