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RESUMO

MIRANDA, Robson Rodrigo; BOREIKO, Sheila. Otimiza¢cédo de diagnostico
molecular para soja geneticamente modificada. 2011. 38f. Trabalho de
Concluséo de Curso (Curso Superior de Tecnologia em Alimentos) - Universidade
Tecnologica Federal do Parana, Ponta Grossa, 2011.

Segundo a legislacdo brasileira, todo produto com mais de 1% de matéria-prima
geneticamente modificada deve informar sua condicdo de produto transgénico no
rétulo (Decreto-Lei n° 4.680 de 2003). Atualmente a soja transgénica € a semente de
soja mais comercializada no mundo, e seus grdos podem ser utilizados como
matéria-prima para uma série de alimentos destinados ao consumo humano, que
vao desde o 6leo vegetal obtido na moagem inicial das sementes, até a posterior
utilizacdo destes mesmos graos como fontes protéicas em alimentos processados. O
objetivo deste estudo foi adaptar uma tecnologia de deteccdo molecular de soja
geneticamente modificada, para utilizacdo em trabalhos de verificagdo da presenca
de seus residuos em produtos alimenticios empregando técnicas moleculares
baseadas em PCR. A extracdo de DNA das amostras do tecido foliar e de farinha de
soja transgénica foi realizada seguindo protocolo publicado por Mazza e Bittencourt
(2000), com ligeiras modificacdes, sendo realizada a avaliagdo de duas réplicas
independentes de cada um dos materiais analisados. As reacfes de PCR foram
conduzidas seguindo as recomendac¢des de Tsai et al., (2010), que recomenda a
adicdo de alguns ciclos de PCR no modo “touch-down” para reduzir o efeito da
especificidade da temperatura de anelamento entre equipamentos e reagentes de
diferentes fabricantes. Foram utilizadas nas reacdes de PCR primers capazes de
identificar a presenca do promotor 35S que corresponde a um fragmento de 195 pb
especifico do transgene existente na em soja e milho. A verificacdo de soja GM em
farinha de soja foi realizada a partir da comparacdo com um padréao de identificacédo
positivo, estabelecido a partir do tecido foliar de soja transgénica. O fragmento do
gene obtido pela técnica de PCR foi de 195 pb tanto para as amostras de DNA
isolado a partir do tecido foliar de soja quanto para as amostras de DNA isoladas a
partir de farinha de soja, indicando que as duas réplicas dos dois tipos de amostras
avaliadas sdo de origem transgénica. Estes resultados indicam que apesar dos
diferentes tratamentos e condicbes adversas pelos quais os graos de soja séo
submetidos até transformacdo do grdo em farinha de soja, é possivel realizar a
verificacdo de soja transgénica na cadeia produtiva.

Palavras-chave: DNA. PCR. Soja transgénica.



ABSTRACT

MIRANDA, Robson Rodrigo; BOREIKO, Sheila. Optimization of molecular
diagnosis for genetically modified soy. 2011. 38f. Trabalho de Concluséo de
Curso (Curso Superior de Tecnologia em Alimentos) - Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana, Ponta Grossa, 2011.

According to the Brazilian law, any product containing more than 1% of genetically
modified raw materials must inform its condition as genetically modified product on
the label (Decree-Law No. 4680 of 2003). Currently genetically modified soy is the
most traded soybeans in the world, and its grains can be used as feedstock for a
number of foods destined for human consumption, ranging from vegetable oil
obtained from the initial milling of seeds, to the subsequent use of these same grains
as protein source in processed foods. The aim of this study was to adapt a
technology of molecular detection of genetically modified soybeans, for use in the
work of verifying the presence of their residues in food products using molecular
techniques based on PCR. The extraction of DNA samples from leaf tissue and
transgenic soy flour was carried out following the protocol published by Mazza and
Bittencourt (2000), with slight modifications, being conducted the evaluation of two
independent replicas of each of the analyzed materials. PCR reactions were
performed as recommended by Tsai et al. (2010), which recommends the addition of
a few cycles of PCR in the "touch-down" mode in order to reduce the specificity effect
of the annealing temperature among equipment and reagents from different
manufacturers. Primers have been used in PCR reactions, which are capable to
identify the presence of the 35S promoter, that corresponds to a fragment of 195 bp,
specific from the transgene that exists in soybeans and corn. The verification of GM
soybean in soy flour was made from the comparison with a positive identification
pattern, established from leaf tissue of transgenic soybeans. The gene fragment
obtained by PCR technique was 195 bp for both DNA samples isolated from the
soybean leaf tissue as for the DNA samples isolated from soy flour, indicating that
the two replicas of the two types of analyzed samples are of transgenic origin. These
results indicate that despite the different treatments and adverse conditions by which
soybeans are subjected until the transformation of the grain into soy flour, it is
possible to perform the verification of transgenic soy in the food chain.

Keywords: DNA. PCR. Tansgenic soybean.
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1 INTRODUCAO

A grande quantidade de OGMs atualmente disponivel no mercado agricola
mundial, aliada ao aumento da &rea plantada, faz com que alimentos contendo
residuos destes venham a ser consumidos pela populagdo humana em larga escala,
em muitos paises (MARCELINO, 2006). Segundo dados do ISAAA (2011), o Brasil &
o0 pais onde o plantio de transgénicos mais avanca e a producdo brasileira de
sementes modificadas ja ocupa mais de 25 milhdes de hectares.

A suspeita de que o consumo de OGMs ndo seja seguro para 0 cCONsSUMO
humano, levaram os mesmos ao centro das atencdes publicas, pois muitas vezes, o
alimento transgénico chega a mesa dos brasileiros sem o conhecimento do
consumidor (CONCEICAO et al., 2006).

A soja transgénica talvez seja o principal exemplo de OGMs de interesse
agrondmico comercializado mundialmente. A partir do cultivo e comercializacao
desta variedade no Brasil, foram necessarias mudancas na Legislacdo Nacional,
principalmente no tocante a rotulagem e rastreabilidade de OGMs (CUNHA et al.,
2005). Apbs a comprovacao do cultivo ilegal da soja GM a demanda por analises de
presenca de residuos transgénicos em matéria-prima e em alimentos tem
aumentado significativamente no Brasil. Nesse cenario tornou-se imprescindivel a
procura por metodologias simples e econdmicas para deteccédo, identificacdo e
quantificacdo de plantas GM (CUNHA et al., 2005 e MARCELINO, 2006).

Dentre outras possibilidades, a técnica de andlise de acidos nucléicos (DNA e
RNA), através do método da PCR mostra-se bastante eficiente e viavel devido suas
caracteristicas intrinsecas de precisdo e rapidez. Essas técnicas de diagndstico
genético molecular ttm como exemplo de aplicacdo, o uso nos laboratérios das
agroindustrias de produtos vegetais com a finalidade de verificacdo da presenca de
transgenia (SANTOS et al., 2005).
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo geral adaptar uma tecnologia de
deteccdo molecular de soja geneticamente modificada, para utilizacdo em trabalhos
de verificacdo da presenca de seus residuos em produtos alimenticios empregando

técnicas moleculares baseadas em PCR.

1.1.2 Objetivos Especificos

a) Otimizar um protocolo de isolamento de DNA para soja transgénica em tecido
foliar com qualidade e quantidade suficiente para uso em PCR;

b) Padronizar uma metodologia capaz de identificar a presenca de soja
transgénica,

C) Validar o protocolo de diagnostico de OGMs em um alimento que utilize soja

transgénica em sua formulacéo.

1.2 JUSTIFICATIVA

A expansdo da producdo de soja em terras paranaenses fez com que o
Estado tenha destaque internacional, tanto na producdo como na exportacdo do
produto. Nesse contexto, Ponta Grossa se projetou no cenario paranaense, pois
além de entreposto comercial passou a assumir a condicdo de forte pdlo
agroindustrial de beneficiamento do produto (JUNIOR, 2002). O parque moageiro de
graos da regido faz uso da modificacdo da matéria-prima para producdo de
alimentos, e estes muitas vezes empregam derivados de soja. Esta caracteristica
designa a cidade como um mercado atraente para profissionais especializados nos
mais diversos niveis da cadeia produtiva do setor alimenticio, inclusive utilizando
técnicas modernas de analises moleculares para diagnéstico de OGMs.

Atualmente as técnicas moleculares baseadas em PCR podem ser utilizadas
como uma ferramenta confiavel para identificar OGMs, pois sdo simples,

econbmicas, com resultados rapidos, extremamente confiaveis e com elevada
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capacidade de reprodutibilidade em diferentes condi¢cdes laboratoriais (BONETTI et
al., 2006).

O presente trabalho representa uma relevante contribuicdo para a adaptacao
e padronizacdo de um protocolo de diagndstico molecular da soja transgénica,
fornecendo subsidios para posteriores rastreabilidade de OGMs na cadeia
agroalimentar, a partir de derivados de soja na regidao dos Campos Gerais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 EXPANSAO GEOGRAFICA DO CULTIVO DA SOJA

A soja (Glycine max L.) é uma leguminosa herbacea anual considerada um
alimento funcional, pois fornece nutrientes ao organismo e traz beneficios para
salde, € rica em proteinas, possui isoflavonas e acidos graxos insaturados, também
€ uma excelente fonte de minerais como ferro, potassio, fésforo, calcio e vitaminas
do complexo B (EMBRAPA, 2008), seu processamento tem inlmeras aplicacdes na
indastria alimenticia, dando origem a diversas matérias-primas como farinhas de
soja, (GOES-FAVONI et al., 2004) que podem ser aplicadas na fabricacéo de paes,
doces e na composicdo de algumas massas, sendo também empregada na
composicao de cereais prontos para consumo.

A facil aclimatacdo a diversos fatores, incluindo foto periodo colocam a soja
entre as principais oleaginosas do mundo, sendo a mais cultivada e comercializada
(ROCHA, 2009).

Atualmente, o0s principais paises produtores e exportadores sao
respectivamente: Estados Unidos, Brasil e Argentina. O Brasil, segundo maior
produtor da oleaginosa, com 22,1% da producdo, responde por 22,4% das
exportacdes mundiais, ocupando também a segunda colocacdo nas vendas de
derivados ao exterior. Os principais mercados de destino sdo Ird, China, india e
Holanda (VILELA e MOREIRA, 2007).

Segundo a EMBRAPA (2004), o primeiro registro de cultivo de soja no Brasil
data de 1914 no municipio de Santa Rosa. Somente a partir dos anos 40 ela
adquiriu alguma importancia econémica, merecendo 0 primeiro registro estatistico
nacional em 1941, no Anuario Agricola do RS.

Até 1950, a soja era utilizada por pequenos criadores, como fonte de
proteinas na alimentacdo de suinos e como adubo. A histéria da producédo de soja
em escala comercial esta relacionada a introducdo da chamada “Revolug¢ao Verde”,
traduzida em ampla mecanizacéo e utilizacdo de agroquimicos, com forte apoio do
governo, sob a forma de créditos subsidiados (BRUM, 2005).

Na década de 1950, o trigo recebeu incentivos por parte do governo federal e

surgiu a necessidade de se encontrar uma leguminosa para ser produzida em
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regime de rotacdo de cultura, durante o verdo. No comeco dos anos 1960, a soja
comeca a exercer essa funcao. O bindmio trigo-soja mostrava-se altamente viavel, a
medida que permitia o compartilhamento do solo, de insumos e maguinas em uma
regido com caracteristicas favoraveis, nada comuns no restante do mundo. Com
iIsso, a producédo brasileira, que representava 0,5% do total mundial em 1954,
passou a 16% deste total, ja em 1976 (SCHLESINGER, 2006).

Além de apoiar o avanco da soja com créditos subsidiados, através da pratica
de taxas de juros abaixo da inflacdo, o Brasil se faz presente também aportando
recursos para infra-estrutura e pesquisa. Em 1973, é criada a Embrapa, e em 1975,
a Embrapa Soja e a Embrapa Cerrados, que contribuiriam em seguida para o
desenvolvimento de sementes adaptadas ao clima tropical, viabilizando a extensao
da producdo as regides Centro-Oeste, Norte e Nordeste (SCHLESINGER e NUNES,
2008).

Naquele periodo também era parte da politica do governo federal o estimulo a
implantagcdo de indastrias de esmagamento e producdo de 6leo de soja
(SCHLESINGER, 2006). Estas empresas, em sua maioria, seriam absorvidas pelas
grandes transnacionais do setor que viriam a se instalar no Brasil alguns anos mais
tarde. A partir dai, a decisdo sobre a exportacdo da soja em grdos ou com algum
grau de processamento passa a ser tomada por estas grandes empresas, ao largo
das fronteiras e interesses do pais (SCHLESINGER et al., 2006).

Na década de 1980, com a volta dos precos da soja aos niveis anteriores aos
da crise dos anos 1970, a expansao da soja prossegue, mas em ritmo menor: reduz-
se de 7,3% para 3,7% ao ano, em média. Este ritmo iria acelerar-se novamente nos
anos 1990 onde a soja ocupou o lugar de principal produto agricola, impulsionado
pelas politicas de liberalizacdo comercial e financeira postas em pratica a partir de
entdo. Estas politicas concedem especial atencdo ao agronegdcio voltado para a
exportacao e, em particular, a soja (SCHLESINGER, 2008).

A producao voltada para a exportacdo, entretanto, cresceu em fungcéo de um
profundo processo de transformacgéo. Como resultado da abertura as importagdes e
ao investimento estrangeiro, as empresas multinacionais de alimentos passam a
exercer o dominio da producao agricola, onde a soja passa a ser produzida sob um
modelo de alta sofisticagdo tecnologica e utilizacdo intensiva de capital
(SCHLESINGER, 2008).
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Outro aspecto importante da reestruturacdo produtiva decorrente das politicas
de liberalizagdo é o forte processo de fusdes e aquisicdes de empresas nacionais,
particularmente na producéo e comercializacdo de gréos e leite. No que diz respeito
a soja, este processo de concentracdo e desnacionalizacdo fez com que as quatro
maiores empresas do segmento venham respondendo por parcela crescente do
processamento e das exportacdes de graos, farelo e 6leo de soja (SCHLESINGER e
NORONHA, 2006). A partir dai, com a participacdo da producdo de soja na
economia brasileira, esta cultura se expandiu significativamente para o restante do
pais, liderando uma nova implantacdo econdmica e tecnolOgica. Atualmente é
cultivada em praticamente todo o territério nacional, sendo o principal produto
agricola do pais (SCHLESINGER, 2006), conforme representado na tabela 1.



Tabela 1- Area, produtividade e producéo de soja nas safras 2009/2010 e 2010/2011

AREA (Em mil ha)

PRODUTIVIDADE

PRODUCAO (Em mil t)

5 (Em Kg/ha)

REGIAO/UF Safra Safra Var. Safra Safra Var. Safra Safra Var.
09/10 10/11 % 09/10 10/11 % 09/10 10/11 %

() (b) (b/a)  (c) (d)  (dic) (e) () (t/e)

NORTE 574,9 6395 11,2 2943 3.060 4,0 1.691,7 1.956,8 15,7
RR 1,4 24 71,4 2800 2.800 - 3,9 6,7 71,8
RO 122,3 132,3 8,2 3142 3.215 2,3 384,3 425,3 10,7
PA 86,9 104,8 20,6 2.675 3.000 12,1 232,5 314,4 35,2
TO 364,3 400,0 9,8 2940 3.026 2,9 1.071,0 1.210,4 13,0
NORDESTE 1.861,7 1.945,7 4,5 2.852 3.213 12,7 5.309,5 6.251,5 17,7
MA 502,1 518,2 3,2 2650 3.087 165 1.330,6 1.599,7 20,2
PI 343,1 3836 11,8 2531 2983 179 868,4 1.1443 31,8
BA 1.016,5 1.043,9 2,7 3.060 3.360 9,8 3.110,5 3.507,5 12,8
CENTRO-OESTE 10.539,2 10.817,5 26 2997 3.138 4,7 31.586,7 33.940,2 7,5
MT 6.224,5 6.398,8 28 3.015 3.190 5,8 18.766,9 20.412,2 8,8
MS 1.712,2 1.760,1 28 3100 2937 (53 5.307,8 5.169,4 (2,6)
GO 2.549,5 2.605,6 2,2 2880 3.140 9,0 7.342,6 8.1816 11,4
DF 53,0 53,0 - 3196 3.340 45 169,4 177,0 45
SUDESTE 1.591,2 1.636,9 29 2801 2824 0,8 4.457,6 4.622,1 3,7
MG 1.019,0 1.024,1 0,5 2.818 2.845 1,0 2.871,5 2.913,6 15
SP 572,2 612,8 71 2772 2.788 0,6 1.586,1 1.708,5 7,7
SUL 8.900,9 9.133,5 26 2881 3124 8,4 25.642,7 285346 11,3
PR 4.485,1 4,590,5 24 3139 3.360 7,0 14.078,7 15.424,1 9,6
SC 439,6 458,2 42 3.060 3.250 6,2 1.345,2 1.489,2 10,7
RS 3.976,2 4,084,8 27 2570 2845 10,7 10.218,8 11.621,3 13,7
NORTE/NORDESTE 2.436,6 2.585,2 6,1 2873 3.175 10,5 7.001,2 8.208,3 17,2
CENTRO-SUL 21.031,6 21.587,9 26 2933 3.108 6,0 61.687,0 67.096,9 8,8
BRASIL 465% 24.173,1 3,0 2927 3.115 6,4 68.688,2 75.305,2 9,6

FONTE: CONAB - Levantamento: Agosto/2011

18
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Nota-se na tabela 1 que o Parana é o segundo maior produtor brasileiro de
soja atras apenas do Mato Grosso. A producdo da ultima safra 2010/2011 superou
0s 75 milhdes de toneladas. Este volume é quase 10% superior (aproximadamente
6,7 milhdes de toneladas) em relacdo a producdo obtida na safra 2009/2010,
mantendo o ritmo de crescimento das Ultimas safras. Essa producdo expressiva €
decorréncia do manejo adequado da terra (SOUZA et al. 2008), aliado ao uso de
sementes com elevado grau de melhoramento genético (RAMALHO et al., 2008).

2.2 BIOTECNOLOGIA, CONCEITOS E IMPLICACOES

A Biotecnologia Tradicional ou Classica é constituida por um conjunto de
técnicas amplamente difundidas, que utilizam seres vivos encontrados na natureza
e/ou aqueles melhorados pelo homem para exercer determinada funcédo produtiva.
Dentre tais técnicas destacam-se: o isolamento, a selecdo e 0s cruzamentos
genéticos naturais entre espécies sexualmente compativeis (CARVALHO, 1993 e
SILVEIRA et al., 2002).

A biotecnologia moderna surgiu no inicio dos anos 1970 como resultado de
descobertas cientificas no campo da engenharia genética (FIGUEIREDO et al.,
2006). Segundo Carvalho (1993), a engenharia genética, inicia seu trabalho a partir
de seres vivos com genoma hatural e procura manipula-los de forma a criar um
OGM. Variedades de plantas transgénicas comerciais sdo exemplos de sucesso da
aplicacdo dessa metodologia, pois se destacam por oferecer maior produtividade
agricola e com caracteristicas agrondmicas especiais, tais como facilidade e
flexibilidade no uso e aplicacdo de herbicidas e controle mais eficiente de plantas
daninhas (TESSARO, 2010).

A técnica para a transformacéo genética de plantas consiste na insercao de
genes exdgenos ou na modificacdo da expressédo dos genes enddgenos da planta
em questdo (NODARI e GUERRA, 2001). A transgenia em plantas pode ser
realizada por dois métodos: um deles utiliza a Agrobacterium tumefaciens, bactéria
do solo que se associam com algumas espécies de plantas, transferindo a elas
alguns de seus genes de forma espontanea. O segundo método € o
bombardeamento com microprojéteis, que sdo particulas de ouro ou tungsténio

revestidas com fragmentos de DNA, contendo o gene de interesse. Apds 0 processo
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de transformacdo, as células serdo devidamente cultivadas em meios nutritivos,
onde daréo origem a plantas geneticamente modificadas (VIEIRA et al., 2003).

Nas sojas transgénicas o processo de transformacédo € feito através do
acréscimo, retirando ou modificando um ou mais genes (LINS, 2004 e VIEIRA,
2004). O acréscimo de genes obedece a uma construcdo molecular organizada em
trés elementos: o promotor, que controla a expressao do transgene no organismo; a
regido codificadora que codifica a proteina de interesse; e uma regido terminadora
que determina o final do processo de transcricdo do gene (MARCELINO et al.,
2003).

Conforme dados registrados na Folha do Agronegécio (2011), a area plantada
com soja transgénica no Brasil na safra 2010/11 sera 13,4% maior do que na safra
anterior, ocupando 20,8 milhGes de hectares com 82,7% da area total prevista.
Paralelamente, segundo MAPA (2003), produtores rurais de 11 estados brasileiros,
declararam ter plantado soja transgénica na safra atual. Quais sejam: Rio Grande do
Sul, Parana, Mato Grosso do Sul, Maranhdo, Mato Grosso, Minas Gerais, Sao
Paulo, Piaui, Santa Catarina, Bahia e Goias. O Rio Grande do Sul representa, no
entanto, 98% do total de agricultores do Pais que assinaram o termo de
compromisso, responsabilidade e ajustamento de conduta, exigido como
contrapartida pela Medida Proviséria (MP) 131 para que os produtores possam
comercializar a safra transgénica.

Com o avanco da biotecnologia e a introducdo no mercado de um novo tipo
de alimento, os geneticamente modificados ou transgénicos, tém gerado muita
polémica (MESSIAS e LEITE, 2008). No Brasil, a discussao a respeito dos riscos
dos alimentos geneticamente modificados (OGMs), nas Ultimas décadas, tem
provocado manifestacfes de diversos segmentos sociais, como vem ocorrendo em
todo o mundo (VIEIRA et al. 2003). De um lado, a industria da biotecnologia
deposita extrema confiangca na seguranca da engenharia genética e sua importancia
para o desenvolvimento econdmico e, de outro lado, h4d uma desconfianca
generalizada da sociedade, motivada em parte pela auséncia de informacdo (ANEZ,
2005). Essas discussdes sobre a seguranca desses alimentos seus riscos e
beneficios, ocupam espaco importante desde o meio cientifico, industrial, até junto a
populacao, que ndo tem, entretanto, a verdadeira dimenséo de o quanto os produtos

transgénicos ja fazem parte de seu cotidiano (LAZZARINI, 2007).
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Devido a utilizacdo de soja transgénica em grande parte dos alimentos
processados e a necessidade de esclarecimento junto aos consumidores a
legislacdo brasileira através do Decreto-Lei n® 4.680 de 2003 (BRASIL, 2003) diz
que todo produto com mais de 1% de matéria-prima GM em sua composicado deve
informar a condi¢do de produto transgénico no rétulo através do simbolo. A Portaria
n°® 2658 de 2003 (BRASIL, 2003) define que o simbolo apresentado na figura 1 deve
constar nas embalagens dos produtos que contenham compostos transgénicos em

sua formulacgéo.

Figura 1- Simbolo de transgénicos
Fonte: IDEC (2003)

O aumento na demanda por analises da presenca de residuos transgénicos
em matérias-primas e em alimentos processados exige o isolamento de DNA
amplificavel (DINON et al., 2006). Este isolamento é um passo fundamental para o
desenvolvimento de qualquer método de andlise direta da molécula de &cido
desoxirribonucléico, seja para sequenciamento, ou amplificacdo via PCR. Para a
extracao e purificacdo de acidos nucléicos, é preciso separa-los com eficiéncia dos
outros componentes celulares. Em relagcdo aos acidos nucléicos, também é
essencial conservar a integridade das moléculas, que devem continuar inalteradas
durante o processo de extracdo, pois as informacdes contidas tanto no DNA quanto
no RNA dependem da sua sequéncia (LISBOA, 2011).

A PCR é uma técnica que permite obter cOpias de sequéncias de acidos
nucléicos especificos, por meio de uma reacdo enzimatica (GANDRA et al. 2008).
Este método consiste em copiar as duas fitas da sequéncia de DNA desejada,
aumentando a quantidade de DNA alvo. O processo envolve ciclos de variacdo na
temperatura, de forma que, por aguecimento, as fitas de DNA s&o separadas, em
seguida, a temperatura é abaixada para que os primers anelem-se ao DNA por
complementariedade de bases. Novamente, a temperatura € elevada para que a

enzima Taq DNA polimerase, em presenca de outros fatores e dos dNTPs
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(deoxinucleotideos trifosfatados), copie a fita molde que é o DNA que se deseja
amplificar (BONETTI et al., 2006).



23

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ISOLAMENTO DO DNA DAS AMOSTRAS DO TECIDO FOLIAR E FARINHA DE
SOJA TRANSGENICA

Para verificar a presenca de soja transgénica na amostra de farinha,
inicialmente foi estabelecido um padréo de identificagdo positivo (controle). Este
controle positivo foi desenvolvido a partir do tecido foliar coletado em lavouras
cultivadas com sementes de soja transgénica. Apds a coleta das folhas, estas foram
acondicionadas em gelo para serem transportadas até o Laboratério de
Bioengenharia da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana - Campus Ponta
Grossa.

A extracdo do DNA das amostras do tecido foliar de soja transgénica foi
realizada em duplicata, as quais seguiram o protocolo publicado por Mazza e
Bittencourt (2000), com ligeiras modificacdes e finalizando os seguintes passos:

1. Macerar 0,5 g da amostra em almofariz com adicdo 1000 ul de tampao de
extracdo (CTAB);

2. Transferéncia do triturado adquirido para um microtubo de 1,5 mL;

3. Solubilizagdo e homogeneizacdo da suspensdo em banho-maria a 65°C
durante 30 minutos, com agitacao, por inversao a cada 15 minutos;

4. Retirada dos tubos do banho, deixando-os esfriar a temperatura ambiente;

5. Adicao de 600 pl de CIA (24:1). Agitacao dos tubos no vortex de mesa por 5
minutos;

6. Centrifugacdo durante 5 minutos a 14000 rpm a temperatura ambiente;

7. Transferéncia do (sobrenadante) para um novo microtubo 1,5 mL;

8. A fase aquosa no novo tubo seguiu da adigdo 1/10 do volume (~60 ul de uma

solucéo de CTAB 10%);

9. Agitacdo em vortex de mesa durante 5 minutos;
10.Adicao de 600 pl de CIA e agitacdo dos tubos no vortex de mesa por 5
minutos;

11.Repeti¢éo das etapas 6 e 7,
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12.A fase aquosa no novo tubo segue da adicdo de 5 pl de proteinase-K e
mantendo sob temperatura de 30°C durante 45 minutos;
13.Repeticdo das etapas 10 e 6 e 7 e adicdo de 2/3 do volume da solucéo
aquosa (~400 pl) de isopropanol gelado (-20°C). Misturar por inversao 0s
tubos para a precipitacdo de acidos nucléicos. Incubar-los a 40°C por 30
minutos;
14.Centrifugacéo dos tubos a 13000 rpm por 5 minutos;
15.Eliminacao do isopropanol;
16.Adicao de 1000 pl de etanol 70% gelado no pellet, e centrifugar por 4 minutos;
17.Adigao de 1000 pul de etanol 96% gelado no pellet, e centrifugar por 4 minutos;
18.0 pellet deve ser seco a temperatura ambiente;
19.Ressuspenséao do pellet em 100 ul de agua miliq.
Posteriormente, utilizando o protocolo anteriormente descrito e de acordo com
a caracteristica do alimento a ser extraido foi feito o isolamento do DNA da amostra
de farinha de soja transgénica que pode ser utilizada como matéria-prima para
diversos alimentos processados destinados ao consumo humano e animal. A
amostra foi adquirida em uma cooperativa agricola da regido de Ponta Grossa - PR,

sendo que foi realizada a avaliacao de duas réplicas.

3.2 AVALIACAO DOS DNAs ISOLADOS

A analise dos DNAs extraidos foi feitas em gel de agarose 0,8 % em tampao
TBE a uma tenséo elétrica de 70 V por 30 minutos, e em seguida corado com
brometo de etideo, para visualizacdo sobre luz ultravioleta e analise do DNA.

Os DNAs isolados das amostras foram mantidos em microtubo de 1,5 mL no
freezer (-20°C) para posterior utilizacdo. De acordo com Belotserkovski (1996), apud
Melo (2010), é recomendado que o DNA isolado seja armazenado abaixo de 0°C,
para minimizar a atividade de degradacdo pelas DNAses, em tubo plastico,

hidrofébico e com tampa de vedacéo eficaz.
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3.3 REACAO EM CADEIA PELA POLIMERASE (PCR)

A partir do DNA isolado, uma aliquota de 5ng/mL foi utilizada em uma reacao
de amplificagdo em termociclador. Os testes para amplificagcdo foram realizados
seguindo as recomendacgOes descritas para deteccdo do promotor 35S conforme
trabalhos de Tsai et al. (2010), que recomenda a adi¢ao de alguns ciclos de PCR no
modo touch-down. Neste modo de PCR a temperatura de anelamento sofre sutis
alteracdes ao longo de alguns ciclos, com o objetivo de reduzir as restringéncias
com relacao a especificidade da temperatura de anelamento, que € critica para o
pareamento das sequéncias iniciadoras com o DNA molde. As etapas da PCR
realizadas neste trabalho encontram-se descritas a seguir: desnaturacao inicial a
96°C por 3 minutos, seguida de 10 ciclos no modo “touch-down” com desnaturagao a
94°C por 1 minuto, seguida de anelamento inicial de 67°C por 1 minuto com
decréscimo de 0,5°C por ciclo até atingir 62°C ap6s 10 ciclos, mais extensdo a 72°C
por 1 minuto, seguidos por mais 25 ciclos na temperatura de anelamento de 62°C
por 1 minuto. Finalizando estes 35 ciclos, foi adicionado um ciclo de extenséo de 10
minutos na temperatura de 72°C, com o objetivo de finalizar possiveis amplificacdes
inacabadas.

Os primers utilizados para deteccdo de soja transgénica amplificam um

fragmento com tamanho de 195pb, conforme tabela 2.

Tabela 2- Primers utilizados nas andlises das amostras do tecido foliar e farinha de soja

Tamanho do fragmento a

Promotor Posicéo Sequéncia (5°’— 3’) ser amplificado

Senso GCTCCTACAAATGCCATCA
35S 195 pb
Antisenso GATAGTGGGATTGTGCGTCA

As amostras de DNAs isoladas foram amplificadas em duplicatas em um
volume final da reacéo de 25 pl, sendo 22 ul da reagao preparada e 3 pl de DNA na
concentracéo de 5ng/ pl.

A tabela 3 mostra os reagentes utilizados na reacdo de amplificacdo, bem

como as concentracbes e volumes empregados na deteccdo do promotor 35S
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presente em soja transgénica, realizada no Laboratério de Bioengenharia da UTFPR

- Campus Ponta Grossa.

Tabela 3 - Reagentes para PCR

Concentragéo Inicial

Para 1 amostra (ul)

Buffer 10X PCR 25
MgCl, 50 mM 0,75
dNTP’s 10 mM 0,8
P- 35S f 5 pmoles/ul 1,25
P- 35S r 2 5 pmoles/ul 1,25
Taq 5U/ul 0,3
DNA 3,0
Agua 15,15
Volume final 25,0

3.4 ANALISE DO DNA AMPLIFICADO

Concluida a fase de amplificacdo da regido alvo, as amostras foram aplicadas

em gel de agarose 1,5 % submetendo o DNA a uma tensao elétrica (eletroforese) de

80 V por 1 hora e 30 minutos. O gel foi corado com brometo de etidio para posterior

visualizacdo sob luz ultravioleta do fragmento amplificado e andlise da presenca do

promotor 35S nas amostras do tecido foliar e farinha de soja transgénica.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O protocolo para extracdo de DNA utilizado neste estudo se mostrou eficaz
para o isolamento de DNA a partir das amostras do tecido foliar e farinha de soja
transgénica. O resultado reflete a eficiéncia da técnica para isolar acidos nucléicos
de tecidos. Conforme Walker e Rapley (1999), esta € uma fase essencial na pratica
da biologia molecular e seu sucesso € associado a quantidade e pureza do
isolamento gendmico. Segundo Romano e Brasileiro (1999), independente do tipo
de estudo molecular, as preparacdes de DNA devem produzir amostras puras o
suficiente para ndo interferir na atividade enzimatica requerida nas etapas
posteriores de amplificacdo de DNA ou causar interferéncias nos padrbes de
migracdo em gel de eletroforese. As amostras obtidas representaram a qualidade e
guantidade desejadas.

A integridade do &cido nucléico tem grande influéncia no resultado das
técnicas que serdo nele aplicadas, como o procedimento da PCR (Walker e Rapley,
1999) utilizado neste estudo. No presente trabalho o isolamento de DNA com a
qualidade necessaria so6 foi possivel apds o tratamento enzimético com proteinase-
K. Essa enzima promove a digestdo removendo o excesso de proteinas das
amostras. Por outro lado ndo se optou pela utilizacdo de RNAse ja que segundo
Oliveira (2007), a etapa de utilizacdo de RNAse é opcional e contribui apenas para
aumentar a pureza da amostra do DNA molde e n&o interfere na reacdo de PCR. Na
figura 2 pode ser visualizado o DNA isolado das amostras do tecido foliar de soja e

farinha de soja transgénica.

Figura 2 - DNAs isolados de amostras de soja e farinha transgénicas — colunas 1 e 2: DNA do
tecido foliar; coluna 3: marcador de peso molecular 100 pb; colunas 4 e 5: DNA de farinha de
sojatransgénica; letra A: DNA isolado
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Durante a fase de amplificagéo, a técnica da PCR teve como propdsito checar
a presencga do promotor 35S no DNA isolado. A presenca deste promotor indica o
evento de transgenia na soja e milho (MARCELINO et al. 2003). A PCR é uma
analise sensivel e precisa para a deteccdo de plantas transgénicas, podendo
detectar OGMs presentes em uma propor¢cdo de apenas 0,01% da amostra em
graos e produtos derivados (DUIJIN et al., 1999 e MARCELINO et al., 2003).

Segundo Terzi et al. (2003) apud Cunha et al. (2005), a PCR pode detectar
pequenas quantidades do DNA alvo sendo considerada uma ferramenta fidedigna
para identificacdo de produtos derivados de OGM. Entretanto, o uso de uma
adequada combinacdo de primers e um controle da performance do experimento é
imprescindivel. Cunha et al. (2005) ao trabalhar com diferentes lotes de cultivares de
sojas geneticamente modificadas, concluiram que embora existam outras
sequéncias capazes verificar a presenca de soja transgénica, a sequéncia para o
promotor 35S é a mais expressa nas sementes geneticamente modificadas,
permitindo a diferenciacdo das amostras transgénicas com elevada seguranca.

De acordo com Céamara et al. (2008), varios estudos referentes aos
transgénicos mostraram a preocupacdo com a falta de cumprimento da legislacao
para a rotulagem dos produtos formulados a partir dos OGMs. Tais estudos
enfatizaram a rotulagem dos transgénicos como um direito previsto no Cédigo de
Defesa do Consumidor, bem como uma oportunidade de utilizar ferramenta
biotecnolégica para a avaliacdo de OGMs. Apesar disso, devido a crescente
utilizacdo de OGMs pela industria, muitas vezes os consumidores séo levados a
consumir transgénicos inconscientemente ou mesmo sem a opg¢éo de escolha. Na
industria alimenticia, o limite maximo de 1% é considerado a base para rotulagem no
Brasil (BRASIL, 2003). Por esse motivo o estabelecimento de um padréo de soja GM
amplificada torna-se fundamental para a identificacdo e possivel rastreabilidade de
alimentos que possuam OGMs de soja na formulacao.

Segundo Marcelino et al. (2003), a demanda por analises da presenca de
residuos transgénicos em matérias-primas e em alimentos tem aumentado
significativamente no Brasil. Tendo em vista o atual cenario, este estudo realizado
na UTFPR - Campus Ponta Grossa otimizou esta metodologia baseada em PCR
para detectar a presenca de transgenia em alimentos, dessa maneira, 0 presente

trabalho representa uma relevante contribuicdo para a formacao de profissionais
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com conhecimento em biologia molecular para atuar em diversos niveis da cadeia
produtiva de alimentos.

Ferreira et al. (2009), ao efetuarem rastreabilidade em amostras de
preparados a base farinhas de trigo, para verificar possiveis adi¢cdes de farinha de
soja transgénicas, verificou que das amostras analisadas 75% (12/16) continham
transgénicos acima do limite (1%), portanto, deveriam estar informando no rétulo a
condi¢céo de alimentos transgénicos.

Para estabelecer um protocolo de identificacdo de soja transgénica, foi
necessario realizar ajustes na técnica PCR, principalmente no tocante as
concentracbes e volumes dos reagentes utilizados. De acordo com Tsai et al.
(2010), a concentracdo de dNTP recomendada é 100 pM, entretanto, esta
concentracdo testada nas condi¢cdes do Laboratério de Bioengenharia da UTFPR
nao apresentou resultado efetivo, a partir disto foram testadas outros volumes deste
reagente aumentando a concentragdo em 100, 150 e 160%, sendo a Ultima a mais
indicada para a amplificacdo em nossas condi¢cdes. O dNTP é fundamental por ser
um componente basico para a amplificacdo, pois fornece as bases nitrogenadas
adenina, guanina, citosina e timina, as quais constituem o DNA (BONETTI et al.,
2006).

O DNA molde foi preponderante, pois seu gradual incremento foi efetivo para
as amplificacdes, neste sentido os testes iniciaram com um volume mais baixo (1,0
pl) até atingir a quantidade de 15 ng de DNA em 3 pl, a qual foi selecionada como a
mais especifica para o trabalho. O volume dos primers ndo foi alterada, pois
segundo Carvalho (2001), a quantidade de DNA em relacdo ao primer é um dos
fatores fundamentais para o sucesso da reacdo de PCR, uma vez que podera néo
ocorrer amplificacdo se esta relacao for excessivamente baixa ou alta.

A amplificacdo de soja transgénica, com o primer 35S, esta representada na
figura 3 — A. Nota-se que foi possivel amplificar o DNA em quantidade adequada
para andlise em gel de agarose, permitindo a visualizacdo de bandas nitidas, pouco
abaixo da regidao dos 200 pb do marcador de peso molecular. O resultado obtido a
partir do DNA do tecido foliar de soja foi similar ao descrito em literatura, indicando
gue as condicdes experimentais foram bem ajustadas.

Nas amostras avaliadas a partir de DNA isolado de farinha de soja
transgénica (figura 3 - B), também foi verificada a presenca de um fragmento de

DNA amplificado, com tamanho idéntico ao observado nas amostras controle, porém



30

com uma banda nao tao nitida quanto as verificadas nas amostras do controle. Esta
perda da nitidez em relacdo ao padrdo é decorrente da menor quantidade de DNA

amplificado obtida nas condi¢cdes experimentais utilizadas.

Figura 3- Gel de agarose com o resultado da amplificacdo do promotor 35S
a partir do tecido foliar (A) e farinha de soja transgénica (B)

Estes resultados indicam que apesar dos diferentes tratamentos e condicdes
adversas pelos quais os grdos de soja sdo submetidos até transformacdo do grao
em farinha de soja, é possivel realizar a rastreabilidade de soja transgénica em
subprodutos industrializados. O fragmento do gene obtido pela técnica de PCR foi
de 195 pb tanto para as amostras de DNA isolado a partir do tecido foliar quanto
para as amostras de DNA isoladas a partir de farinha de soja transgénica, indicando
que todas as réplicas dos dois tipos de amostras avaliadas sdo de origem
transgénica.

A identificacdo de soja transgénica em farinha de soja rotineiramente utilizada
como matéria-prima para alimentos destinados ao consumo humano e animal, apds
o beneficiamento primério dos gréos de soja é alarmante, visto que muitos alimentos
processados que utilizam soja transgénica em sua composicdo ainda nao
atualizaram o rétulo de seus produtos de acordo com a legislac&o vigente. E preciso
gue novos estudos sejam realizados com alimentos que possuam graus de
beneficiamento mais apurados, para que seja realizada a rastreabilidade de soja
transgénica nestes alimentos processados. Desta maneira as autoridades e 0rgaos
de defesa do consumidor poderdo ter argumentos sélidos para se mobilizar e exigir
gue as industrias alimenticias informem aos consumidores que os alimentos que
estdo comprando contém produtos de origem transgénica em sua composicao.

O consumidor de alimentos, dia-a-dia vem se tornando mais exigente, a

possibilidade da escolha de alimentos corretamente rotulados faz parte deste selecto
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mercado, portanto a oportunidade de disponibilizar a industria tal ferramenta é ponto
crucial para apresentacgdo da rotulagem adequada.
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5 CONCLUSAO

O protocolo de isolamento do DNA com as devidas modificagcdes para o
Laboratério de Bioengenharia mostrou-se satisfatério, pois a qualidade e a
guantidade de DNA obtidas foram suficientes para analise de PCR. As condi¢des de
PCR indicadas por Tsai et al. (2010) também com algumas modificagbes, permitiram
identificar a presencga de soja transgénica, nas amostras do tecido foliar de soja e
farinha transgénica.

Esta metodologia podera ser empregada para realizar a rastreabilidade de
soja transgénica em alimentos processados e lotes de sementes destinados para a
exportacdo. O protocolo de tecido foliar de soja avaliado neste trabalho podera ser
utilizado como controle positivo para a identificacdo da presenca de sementes de
soja geneticamente modificadas em alimentos com diferentes graus de
processamento, desde que o DNA isolado destes alimentos processados possua
qualidade suficiente para ser amplificado em reacéao de PCR.

Finalizando, este trabalho oportunizou ndo s6 a otimizacdo de uma
metodologia molecular para a avaliacdo de transgenia em alimentos, bem como
abriu a oportunidade de formacédo de profissionais qualificados para estas técnicas.
O Laboratorio de Bioengenharia hoje conta com infra-estrutura para as avaliacdes e

ambiente para formacao de demais académicos interessados nesta tematica.



33

REFERENCIAS

ANEZ, T. L. W. Organismos geneticamente modificados: uma abordagem a luz
do direito nacional e internacional. 2005.

BONETTI, A. M.; VIEIRA, C. U.; SIQUIEROLI, A. C. S. 2006. Amplificacdo de DNA.
Disponivel em <http://www.geneticanaescola.com.br/anolvol2/07.pdf>. Acesso em
03 set. 2011.

BRUM, A. L. A Economia de Soja: Histéria e Futuro - Uma Viséo desde o Rio
Grande do Sul. 2005. Disponivel em <http://www.agromil.com.br/econosoja.html>.
Acesso em: 10 out. 2011.

BRASIL. Ministério da Ciéncia e Tecnologia. Decreto n° 4.680, de 24 de abril de
2003. Diario Oficial da Unido da Republica Federativa do Brasil, Brasilia, DF, 24
abril 2003. Disponivel em <http://www.anvisa.gov.br/legis/decretos/4680 03.htm>.
Acesso em 05 ago. 2011.

BRASIL. Ministério da Justica. Portaria n® 2658, de 22 de dezembro de 2003. Diario
Oficial da Republica Federativa do Brasil, Brasilia, DF, 26 dezembro 2003.
Disponivel em
<http://extranet.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=consultarLe
gislacaoFederal>. Acesso em 05 ago. 2011.

BRASIL. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Manual de
orientacdo aos consumidores. Vocé sabe o que estd comendo? 2008. Disponivel
em < http://www.anvisa.gov.br/alimentos/rotulos/manual_consumidor.pdf>. Acesso
em 11 out. 2011.

CAMARA, M. C. C.; MARINHO, C. L. C.; GUILAM, M. C.; BRAGA, A. M. C.B. A
producdo académica sobre a rotulagem de alimentos no Brasil. Revista
Panamericana de Salud Publica. v. 23, n. 1, Washington Jan. 2008.

CARRARO, I. M. Soja geneticamente modificada tolerante a herbicidas. In:
CONGRESSO BRASILEIRO DE SOJA, 2006, Londrina. Anais... Londrina: Potafos,
2006. p.140-143.

CARVALHO, A. O. R.; VIEIRA, L. G. E. Determinacéo das condi¢Ges Otimas para
analises de PCR-RAPD em Atta sexdens rubropilosa Forel (Hymenoptera:
Formicidae). Revista Neotropical Entomology, v. 30, n. 4, p. 593-600, 2001.

CARVALHO, A. P. Ciéncia e Tecnologia no Brasil: uma nova politica para um
mundo global. Rio de Janeiro, 1993. Disponivel em <
http://www.schwartzman.org.br/simon/scipol/pdf/biotec.pdf>. Acesso em: 18 set.
2011.


http://www.anvisa.gov.br/legis/decretos/4680_03.htm
http://extranet.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=consultarLegislacaoFederal
http://extranet.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=consultarLegislacaoFederal

34

CONAB. Companhia Nacional de Abastecimento. Acompanhamento da safra
brasileira. Jun. 2011. Disponivel em <
http://www.conab.gov.br/OlalaCMS/uploads/arquivos/11 08 09 11 44 03 boletim_
agosto-2011..pdf>. Acesso em 05 set. 2011.

CONCEICAO, F. R.; MOREIRA, A. N.; BINSFELD, P. C. Detecc¢éo e quantificacdo
de organismos geneticamente modificados em alimentos e ingredientes alimentares.
Ciéncia Rural, v. 36, n.1, p. 315-324, 2006.

CUNHA, C. S. M.; TILLMANN, M. A. A.; VILLELA, F. A.; DODE, L. B.; BALERINI, F.
Comparacéo de métodos na deteccdo de sementes de soja geneticamente
modificada resistente ao glifosato. Revista Brasileira de Sementes, v. 27, n. 1, p.
167-175, 2005.

DINON, A. Z.; TAGLIARI, C.; ARISI, A. C. M. Avaliacao do protocolo de isolamento
do DNA em alimentos derivados de milho para analise de OGM. In: 582 Reunido
Anual da SBPC, Florianépolis. Anais... julho/2006.

DUIIN, G.; BIERT, R.; BLEEKER-MARCELIS, H.; PEPPELMAN, H.; HESSING, M.
Detection methods for genetically modified crops. Food Control, Zeist, v.10, p.359-
361, 1999.

EMBRAPA - Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria. Soja na alimentacao.
Embrapa Soja. Disponivel em <http://www.cnpso.embrapa.br/soja_alimentacao/>.
Acesso em 10 out. 2011.

EMBRAPA - Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria. Tecnologias de
Producéo de Soja Regido Central do Brasil 2004 - A soja no Brasil. Embrapa
Soja, Sistema de Producao, n° 1. Disponivel em
<www.cnpso.embrapa.br/producaosoja/SojanoBrasil.htm>. Acesso em: 10 out. 2011.

FERREIRA, M. E.; GRATTAPAGLIA, D. Introducé&o ao uso de marcadores
moleculares em analise genética. 32. ed. Brasilia, DF: EMBRAPA, CERNAGEM,
1998.

FERREIRA. R. T. B.; BRANQUINHO, M. R.; CARDARELLI-LEITE, P. Soja
geneticamente modificada em alimentos contendo farinha e preparados a base de
farinha de trigo. Deteccao e adequacao a legislacdo de rotulagem. Brazilian
Journal of Food Technology, v. 12, n. 3, p. 241-248, jul./set. 2009.

FIGUEIREDO, L. H. M.; PENTEADO, M. I. O.; MEDEIROS, P. T. Patentes em
biotecnologia. Biotecnologia Ciéncia e Desenvolvimento ano IX - n° 36, jan./jun.
2006.



35

FOLHA DO AGRONEGOCIO. Brasil tem novo recorde na ado¢&o de lavouras
transgénicas. Ago. 2011. Disponivel em
http://www.folhadoagronegocio.com.br/index.php?option=com_content&view=article
&id=1276:brasil-tem-novo-recorde-na-adocao-de-lavouras-transgenicasa-area-
cultivada-no-brasil-com-sementes-transgenicas-ja-cresce-a-um-ritmo-superior-ao-
crescimento-da-area-total-plantada-por-lavouras-de-soja-milho-e-algodao-as-tres-
culturas-que-possuem varieda&catid=71:transgenicos&Iltemid=103>. Acesso em: 31
ago. 2011.

GANDRA, E. A. et al. Técnicas moleculares aplicadas a microbiologia de alimentos.
Acta Scientiarum Technology, v. 30, n. 1, p. 109-118, 2008.

GOES-FAVONI, S. P.; BELEIA, A. D. P.; CARRAO-PANIZZI, M. C.; MANDARINO, J.
M. G. Isoflavonas em produtos comerciais de soja. Ciénc. Tecnol. Aliment.,
Campinas, 24(4): p. 582-586, out.- dez. 2004.

IDEC. Instituto Brasileiro de Defesa do Consumidor. Idec esclarece suas duvidas
sobre rotulagem de transgénicos . Disponivel em <
http://www.adocontb.org.br/index.php?codwebsite=&codpagina=00008286 > .
Acesso em: 11 ago. 2011.

ISAAA - international Service for the Acquisition of Agri-biotech Applications -
Plantacdes biotecnoldgicas superam 1 bilhdo de hectares: 2011. Disponivel em
<http://www.isaaa.org/resources/publications/briefs/42/pressrelease/pdf/Brief%2042
%20-%20Press%20Release%20-%20Portuguese%20(Brazil).pdf>. Acesso em: 09
set. 2011.

JUNIOR, S. C. PLADEI - Plano de Desenvolvimento Industrial de Ponta Grossa.
Jun. 2002. Disponivel em <http://www.uepg.br/dicion/verbetes/n-z/pladei.htm>.
Acesso em 03 set. 2011.

KRUSE, N. D.; TREEZI, M. M.; VIDAL, R. A. Herbicidas inibidores da EPSPS:
revisdo de literatura. Revista Brasileira de Herbicidas. Brasilia, v. 1, n. 2, p. 139-
146, 2000.

LAZZARINI, M. Alimentos transgénicos: a posi¢édo do IDEC. Out. 2007.
Disponivel em < http://terradedireitos.org.br/biblioteca/alimentos-transgenicos-a-
posicao-do-idec>. Acesso em: 06 set. 2011.

LINS, L. C. T. Panorama da rotulagem de alimentos derivados da biotecnologia
no Brasil. Brasilia: Universidade de Brasilia, 2004.

LISBOA, R. S. Biologia Molecular para iniciantes. Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro. 2011.

MAPA. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Produtores assinam
termo de compromisso e MAPA prepara fiscalizagdo da soja transgénica. Nov.

2003. Disponivel em
<http://www.agricultura.gov.br/comunicacao/noticias/2003/11/produtores-assinam-



36

termo-de-compromisso-e-mapa-prepara-fiscalizacao-da-soja-transgenica>. Acesso
em 18 set. 2011.

MARCELINO, F. C. Avaliacéo de residuos de transgénicos em alimentos no
Brasil e desenvolvimento de metodologias de analise. 2006. 173 f. Tese
(Doutorado) — Programa de Pés Graduacdo em Genética e Melhoramento,
Universidade Federal de Vigosa. Vigosa, 2006.

MARCELINO, F. C.; MARTINS, M. F.; PIMENTA, M. A. S.; MOREIRA, M. A;;
BARROS, E. G. Deteccéo de residuos de transgénicos em graos e produtos
derivados. Revista de Biotecnologia Ciéncia e Desenvolvimento, n. 31, p. 14-17,
jul./dez. 2003.

MARTIN, T. S. Plantas transgénicas. Jun. 2008. Disponivel em
<http://www.uned.es/experto-biotecnologia
alimentos/TrabajosSelecc/TrinidadSanchez.pdf>. Acesso em: 31 ago. 2011.

MAZZA, M. C. M.; BITTENCOURT, J. V. M. Extracdo de DNA de tecido vegetal de
araucéria angustifolia (araucariaceae). Bol. Pesq. Fl., Colombo, n. 41, p.12-17,
jul./dez. 2000.

MELO, F. H. Comércio internacional, seguranca alimentar e agricultura familiar.
Rio de Janeiro, 2001. Disponivel em
<http://www.actionaid.org.br/Portals/0/Docs/comercio%?20internacional_agricultura%
20familiar.pdf>. Acesso em: 18 set. 2011.

MELO, M. R.; MARTINS, A. R.; BARBOSA, I. V.; ROMANO, P.; SHCOLNIK, W.
Coleta, transporte e armazenamento de amostras para diagnostico molecular. Bras
Pato Med Lab, v. 46, n. 5, p. 375-381, out. 2010.

MESSIAS, M. P.; LEITE, W. B. Alimentos geneticamente modificados, seus
riscos e a seguranca alimentar - protecédo através do direito ambiental ou do
direito do consumidor? 2008. Disponivel em <
http://www.pge.ac.gov.br/site/arquivos/bibliotecavirtual/teses/IBAPtesesPDF/Aliment
osgeneticamentemodificados.pdf>. Acesso em: 18 set. 2011.

NODARI, R.; GUERRA, M. P. Plantas transgénicas e seus produtos: impactos,
riscos e seguranca alimentar. Revista de Nutricdo. Campinas, v.16, n.1, Jan./Mar.
2003.

NODARI, R. O.; GUERRA, M. P. Avaliacao de riscos ambientais de plantas
transgénicas. Caderno de Ciéncia e Tecnologia, Brasilia, v.18, n.1, p. 81-116,
jan./abr. 2001.

OLIVEIRA, M. C. S.; REGITANO, L. C. A.; ROESE, A. D.; ANTHONISEN, D. G
PATROCINIO, E.; PARMA, M. M.; SCAGRIUSI, S. M. M.; TIMOTEO, W. H. B.;
JARDIM, S. N. 2007. Fundamentos teorico-praticos e protocolos de extracédo e
de amplificacdo de DNA por meio da técnica de reacdo em cadeia da
polimerase. Disponivel em
<http://www.cppse.embrapa.br/080servicos/070publicacaogratuita/ebook/LivroProtM
olecular.pdf>. Acesso em: 08 ago. 2011.


http://www.uned.es/experto-biotecnologia%20alimentos/TrabajosSelecc/TrinidadSanchez.pdf
http://www.uned.es/experto-biotecnologia%20alimentos/TrabajosSelecc/TrinidadSanchez.pdf

37

RAMALHO, M. A. P.; SANTOS, J. B.; PINTO, C. A. B. P. Genética na
Agropecuaria. 4° ed. Piracicaba: Livro, 2008.

ROCHA, R. S. Avaliacéo de variedades e linhagens de soja em condi¢Oes de
baixa latitude. Teresina, 2009. Tese (Doutorado) - Programa de Pos-Graduacdo em
Agronomia, Universidade Federal do Piaui. Teresina, 2009.

ROMANO, E.; BRASILEIRO, A. C. M. Extracdo de DNA de plantas: Extracdo de
DNA de plantas. Biotecnologia, Ciéncia e Desenvolvimento, Brasilia, n. 9, p. 40-
43, 1999.

SANTOS, J. S.; GLENDAY, L. R.; OSAIDA, S. M.; WESCHENFELDER, W. J.
Biotecnologia na agroindustria. Santa Cruz do Sul, 2005. Disponivel em <
http://www.geocities.ws/wilsonjuniorw/Graduacao/Biotec_Agroin.pdf>. Acesso em: 01
set. 2011.

SCHLESINGER, S. O grao que cresceu demais: a soja e seus impactos sobre a
sociedade e o meio ambiente. Rio de Janeiro, 2006. Disponivel em <http://www.boell
latinoamerica.org/download_pt/O_grao_q_cresceu_demais.pdf>. Acesso em: 22
ago. 2011.

SCHLESINGER, S. Soja: o gréo que segue crescendo. 2008. Disponivel em <
http://ase.tufts.edu/gdae/Pubs/rp/DP21SchlesingerJuly08.pdf>. Acesso em: 24 ago.
2011.

SCHLESINGER, S.; LASCHEFSKI, K.; ASSIS, W. F. T.; RODRIGUES, D.; ORTIZ, L.
Impactos cumulativos e tendéncias territoriais da expanséo das monoculturas
para a producdo de bioenergia. 2006. Disponivel em <
http://www.fboms.org.br/files/agronegocioagroenergia.pdf>. Acesso em: 23 ago.
2011.

SCHLESINGER, S.; NORONHA, S. O Brasil esta nu! O avan¢o da monocultura
da soja, o grédo que cresceu demais. Rio de Janeiro, 2006. Disponivel em <
http://br.boell.org/downloads/soja_livro_rev_final_bl.pdf>. Acesso em: 24 ago. 2011.

SCHLESINGER, S.; NUNES, S. P. A agricultura familiar da soja na regiao sul e o
monocultivo no Maranhéo. Rio de Janeiro, 2008. Disponivel em <
http://www.fase.org.br/v2/admin/anexos/acervo/5_soja_regiao_sul_e_maranhao.pdf>
. Acesso em: 22 ago. 2011.

SCHUSTER, I.; QUEIROZ, V. T.; TEIXEIRA, A. |.; BARROS, E. G.; MOREIRA, M. A.
Determinagéo da pureza varietal de sementes de soja com o auxilio de marcadores
moleculares microssatélites. Revista Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v. 39, n.
3, mar. 2004.

SILVEIRA, J. M. F. J.; FUTINO, A. M.; OLALDE, A. R. Biotecnologia: corporacoes,
financiamento da inovagao e novas formas organizacionais. Economia e
Sociedade, v. 11, n. 1, p. 129-164, jan./jun. 2002.



38

SOUZA, L. C. D.; SA, M. E.; CARVALHO, M. A. C.; SIMIDU, H. M. Produtividade de
quatro cultivares de soja em funcao da aplicacéo de fertilizante mineral foliar a base
de célcio e boro. Revista de biologia e ciéncias da terra. v. 8, n. 2 - 2° Semestre,
2008.

TESSARO, L.C. Manejo da Soja com o gene Roundup Ready no Brasil. Informativo
Pioneer, ano XV - n. 31, p. 4, 2010.

TSAI, M. S.; GOMES, E. J. CANNAVAN, F. Deteccdo de OGMs em produtos
agropecuarios e alimentos derivados processados. Centro de Energia Nuclear
na Agricultura, Piracicaba, p. 13-15, 2010.

VIEIRA, A. C. P.; BUAINAIN, A. M.; LIMA, F.; JUNIOR, P. A. V.; CAPACLE, V. H.
Debates atuais sobre a seguranca dos alimentos transgénicos e os direitos
dos consumidores. Campinas, 2003. Disponivel em <
http://www.sober.org.br/palestra/5/676.pdf>. Acesso em: 30 ago. 2011.

VIEIRA, E. G. L. Organismos Geneticamente Modificados. Ciéncia Hoje, v. 34, n.
203, p. 28-52, abr. 2004.

VILELA, P. S.; MOREIRA, A. C. S. D. O complexo soja e o mercado de energia
no Brasil. Minas Gerais: Federacao da Agricultura de Minas Gerais - FAEMG, 2007.

WALKER, M. R.; RAPLEY, R. Guia de rotas na tecnologia do gene. Séo Paulo :
Atheneu Editora, 1999.



