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Astéenicas de PCR qualituivo ¢ quantitativo sio muito utilizadas para detecgio e quantificagio de organismos

o cicamente modificados (OGMS), tanto in natura como em alimentos processados. No entanto, para garantir
tat confiabilidade dos resultados ¢ necessiria a amplificagao de uma seqiencia espccie-especifica juntamenic

wm o alvo transgenico, permitindo assim a verificagiio da qualidade do DNA nas andlises de PCR qualitativo ¢

iposabxh%udu 4 quantificagio relativa da seqiiencia tmnsgér}icn nas andlises de PCR quantitativo, Para ser utilizado
omo referencia endogena, o gene deve ser espécie-especifico, apresentar baixa variagio alélica ¢ baixo nimero de
tpias no genomi, Portanto, o presente trabalho teve como objetivo a validagiio dos genes da >-gliadina ¢ da glure-
“uma para serem utilizados coma referencias endogenas em andlises de detecgio e quantificagio de trigo transgenico
por PCR. Apos adeterminagiio das condicoes ideais de PCR convencional e em tempo real para cada par de pri-

mers, pode-se verificar aamplificagao de um fragmento esperado de 181 pb para a >gliadina ¢ de 67 pb para a glu-

tnim Par testar aespecificidade dos genes, DNA de diferentes espécies de cereais (arroz, aveia, cevada e milho)

ede dicatiledonens (algodio, barata, bererraba, cenoura, soja e tomate) foram amplificadas com primers especificos

pard os genes, Apenas o DNA do trigo gerou produto de amplificagiao para ambos os ensaios. A baixa variacio
délica tor dererminada pela wmplificigio desses genes em oito diferentes variedades de trigo. Os produtos do PCR
para cacla ensaio apresentaram tunanhos idénticos e intensidades semelhantes, indicando que nio ha diferengas
rlevantes na regido amplificada entre as variedades analisadas. As sensibilidades de amplificacio dos genes da »
gading ¢ da glutenina forwm determinadas pela identificagio da menor quantidade de DNA de trigo necessiria
para que aregido alvo fosse ampliticada. Foram testadas as quantidades de 400 a2 0,002 pg de DNA. A regido alvo de
cda gene tot amplificada até a adigdo de pelo menos 2 ng de DNA de trigo no PCR qualitativo e 0,2 ng no PCR
quaativo, o que corresponde a aproximadamente 100 e 10 copias do genoma, respectivamente. Esses resultados
demonstram que tanto o gene da gliadina, como o da glutenina, apresentam um grande potencial de uso como

referéncia endogena para andlises de detecgio e quantificagido de trigo transgénico. (FAPEMIG)
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Um dos principais produtos derivados da biotecnologia sao os organismos gencticamente modificados
(OGM). O cultivo ¢ o comércio de OGMs tém crescido em larga escala no mundo e inclusive no Brasil. Essa
ampliagio mundial das culturas gencticamente modificadas (GM) gerou um aumento na presengy de residuos
transgénicos em alimentos, que passaram a ser consumidos sem o conhecimento prévio do consumidor. Desta
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forma, questoes referentes ao direito de informagao da origem transgénica dos produtos tornaram-se relevan-
tes. No Brasil, a rotulagem € obrigatoria para produtos embalados, a granel ou in natura, que contenham ou
que sejam produzidos de OGMs, a partir do limite de 1,0% do produto final, conforme determina o Decreto
N© 4.680 de 25 de abril de 2003. Este tipo de exigéncia requer o uso de metodologias vidveis para a deteegio
¢ quantificagdo de transgénicos em grios ¢ produtos processados. Este trabalho tem como obijetivo relatar o
panorama da presenga de residuos de OGM de 4.434 amostras de produtos alimenticios analisados entre os
anos de 2000 e 2006 em uma empresa credenciada no Ministério da Agricultura, Peciiiria e Abustecimento, As
amuostras foram analisadas pela técnica de PCR usando primers especificos que amplificam o DNA endageno
¢ o geneticamente madificado. A quantificagao foi realizada pela técnica do PCR em tempo real. Are 2003, i
amiihises concentraram-se em amostras de grios, ragoes e em diferentes tipos de preparagoes protéicas de soja.
Lim 2004, ano posterior 4 publicagio do decreto de rotulagem, a demanda pela anilise de produtos processados
dleangou muds que 50% do total de produtos analisados no ano. Esta tendéncia permaneceu pelos anos de 2005
¢ 2006. Com relagio ao percentual de resultados positivos, em 2000, apenas 5% do total das amostras analisadas
foram positivas para a presenga de residuos de OGMs. Em 2001, esse percentual subiu para 11,5%, em 2002
para 28,5% e 2003 para 32,3%. Em 2004, houve uma redugio deste percentual para 25,7%, que se repetiu em
2005, para 24,37%, e por fim, uma queda brusca deste valor em 2006, em que apenas 7,35% das amostras eram
OGM positivas. Produtos contendo residuos transgénicos estio presentes em amostras de alimentos consu-
midos no Brasil, pelo menos desde o ano de 2000. A presenca de residuos transgénicos foi detectada nas trés
diferentes categorias de produtos analisados: graos, in natura e processados.
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The increasing presence of products derived tfrom genetically modified (GM) plants in human and animal
diets has led to the development of detection methods o distinguish biotechnology-derived foods from the
conventional ones. The conventional and real-time PCR have been used, respectively, to detect and quantfy
GM residues in highly processed foods. DNA extraction is a critical step during the analysis process. Some fac-
tors such as DNA degradation, matrix effects, and presence of PCR inhibitors imply that a detection or quan-
tification limit, established for a given method, is restricted to a matrix used during validation and cannot be
projected to any other matrix outside the scope of the method. In Brazil, sausage samples were the main chs
of processed products in which Roundup Ready” (RR) soybean residues were detected. Thus, the validusion of
methodologies for detection and quantification of these residues is urgent. Sausage samples were submitied
to two different methods of DNA extraction: modified Wizard and the CTAB method. The vield and qualiy
of DNA were compared for both methods. DNA samples were analyzed by conventional and real-time PCR
for detection and quantification of Roundup Ready” soybean in the samples. At least 200 ng of total sausage
DINA was necessary for @ reliable quantification. Reactions containing DNA amounts below this value led o
lirge variations on the expected GM percentage value. In conventional PCR the detection limit varied from
1.0 to 500 ng, depending on the GM sovbean content in the sample. The precision, performance and linearity
of what relatively high, indicating that the method used for analysis was satisfactory.
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