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Métodos para Determinacido da Pureza Genética de Sementes

IMUNOCROMATOGRAFIA PARA AVALIACAO DE PRESENCA
ADVENTICIA DE OGM EM SEMENTES

INTRODUCAO

A imunocromatografia ¢ um método para deteccio
de proteinas especificas utilizando anticorpos. Os Kkits
imunocromatograficos, usualmente chamados de “tiras de
fluxo lateral”, tem grande aplicag@o na deteccao de proteinas
expressas em plantas geneticamente modificadas (GM) e que
nao estdo presentes em plantas de cultivares convencionais.
As tiras sdo de facil utilizagdo e exigem pouco treinamento.
O aparecimento de duas linhas coloridas indica um resultado
positivo, enquanto apenas a linha superior (controle)
colorida indica um resultado negativo. Sdo muito utilizadas
para a avaliacdo de presenca adventicia de sementes GM
em lotes de sementes de cultivares convencionais. Nesse
caso, sdo avaliadas subamostras de tamanho que nao pode
exceder o limite de sensibilidade do teste, que ¢ maior ou
menor em fun¢do do nivel de expressao da proteina alvo nas
sementes da planta GM. Por exemplo, se a sensibilidade do
teste € de 1 semente GM em 1.000, cada subamostra nao
pode exceder 1.000 sementes. O nimero de subamostras
a ser testado depende do grau de confianca desejado e
do limite de presenca adventicia considerado. Utilizando
como exemplo a deteccdo de presenga adventicia de
soja RR em soja convencional, que popularizou o uso
dessa tecnologia no Brasil, temos a seguinte situacdo: os
kits tem sensibilidade de 1:1.000 e, para afirmar que um
lote de sementes convencionais esta livre de soja RR, a
Instrucdo Normativa N° 42, de 1° de dezembro de 2006,
estabelece um nivel maximo de presenga de OGM de 0,1%
com um grau de confian¢a de 95%. Essa regulamentacdo
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¢ necessaria, pois a Unica forma de assegurar a auséncia
absoluta de OGM seria testar o lote de sementes inteiro,
0 que ¢ impossivel e implicaria na destruicdo do mesmo.
No programa SeedCalc, disponivel gratuitamente no sitio
eletronico da ISTA (International Seed Testing Association
— http://www.seedtest.org/en/content---1--1143.html), na
planilha “Qual Impurity Estimation”, verifica-se que para
esse grau de confianga é necessario testar 3.000 sementes,
nesse caso 3 subamostras de 1.000 sementes para maior
economia (a sensibilidade do teste ¢ 1:1.000), obtendo trés
resultados negativos, para afirmar que a presenca de soja
RR ¢ inferior a 0,1%, o que pode ser considerado como
resultado negativo de acordo com a IN 42/2006.

Outros formatos de teste podem ser utilizados para
outros fins. Com esse mesmo Kkit, para testar graos para o
limite de 5%, por exemplo, com 95% de confian¢a, com a
finalidade de verificar a necessidade de pagamento oundo de
royalties, bastaria testar uma amostra de 60 sementes, pois
o resultado negativo, de acordo com o programa SeedCalc,
significaria que, se houver presenga de sementes GM, esta
seria em percentual inferior a 4,87%. Para a realizagdo do
teste, cada subamostra é triturada a seco, independentemente
das outras. Adiciona-se a cada subamostra triturada o
volume de agua ou de tampao recomendado pelo fabricante
e, apos breve agitacdo e decantacao, transfere-se 0,5 mL do
sobrenadante para um tubo de microcentrifuga, no qual ¢
colocada a tira. Desta forma, ¢ utilizada uma tira para cada
subamostra. Usualmente, apos 5-10 minutos ¢ feita a leitura
do resultado. E importante mencionar que o teste para
presenca adventicia ndo é obrigatorio para sementes de soja
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oumilho, mas € obrigatdrio para sementes convencionais de
algodao, conforme estabelecido pela Instrugdo Normativa
25, de 16.12.2005, que trata dos padrdes de identidade e
qualidade para produgdo e comercializacao de sementes de
grandes culturas. O uso das tiras para sementes de algodao
convencional em atendimento a IN 25/2005 deve ser feito
conforme os requisitos estabelecidos na Instrugdo Normativa
43, de 1° de dezembro de 2006, que estabelece quais sdao
os kits autorizados para uso ¢ a obrigatoriedade de testar
para as proteinas CP4EPSPS, PAT/BAR e CrylAc, o que
exige o uso de trés kits diferentes. A soma da contaminagao
maxima (“upper bound”) estimada para cada uma das trés
proteinas no programa SeedCalc deve ser inferior a 1%,
que ¢ o limite estabelecido na IN 25/2005. Esse formato
de teste precisa ser revisto por ser muito rigoroso, pois
estabelece a soma de estimativas de maxima contaminacgao,
e pela possibilidade de cultivares com mais de uma dessas
proteinas.

Discute-se a necessidade de estabelecer limites para
a presenca adventicia de sementes GM em sementes
convencionais de soja e milho, mas ainda n3o ha
regulamentagdo. Também ndo ha regulamentagdo sobre
a presenca de um cultivar GM em outro, como ja foi

85

detectado em algoddo no LASO/LANAGRO/MG. A
imunocromatografia também pode ser utilizada para avaliar
a pureza genética de um cultivar GM, mas nesse caso, as
sementes devem ser testadas individualmente, uma a uma, o
que implica em um gasto consideravel de tiras. Apesar disso,
empresas multinacionais que conseguem as tiras a custo
mais baixo no exterior podem optar por esse método. Por
exemplo, utilizando a planilha “Qual Purity Estimation” do
programa SeedCalc, para assegurar com 95% de confianca
que a pureza genética da cultivar ¢ superior a 99%, 300
sementes devem ser testadas individualmente, com todas
sendo positivas para a proteina testada. Ou seja, seriam
gastas 300 tiras. Testando 200 sementes e obtendo-se
apenas resultados positivos, pode-se afirmar que a pureza
¢ superior a 98,5%. Pela sua simplicidade e facilidade de
ado¢do, a imunocromatografia ¢ um dos métodos mais
adequados para uso em laboratérios de sementes e, com
a rapida expansdo do cultivo de plantas GM, seu uso deve
tornar-se mais disseminado. Avangos como tiras que
detectam mais de uma proteina e métodos de quantificacdo
a partir da intensidade da banda na tira estdo disponiveis
para atender a crescente demanda por analises na producao
e comércio de sementes e de graos.
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DETECCAO, IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE ORGANISMOS
GENETICAMENTE MODIFICADOS (OGMS) - ABORDAGEM DO
MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO

INTRODUCAO

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
- MAPA, através da Coordenacdo Geral de Apoio
Laboratorial da Secretaria de Defesa Agropecuaria
(CGAL/SDA), tem estabelecido agdes estruturantes desde
2007, no sentido de implantar uma rede de laboratérios
oficiais de andlise de Organismos Geneticamente
Modificados (OGMs), que atuard na realizacao de analises
oficiais oriundas de ac¢des fiscalizatorias e no apoio a rede
de laboratorios credenciados através do provimento de
ensaios interlaboratoriais, monitoramento de resultados ¢
auditorias de sistema da qualidade e técnicas. As normas
e legislagdes pertinentes sdo levadas em consideracao
quando das auditorias e andlises de processos dos
credenciados, bem como dos préprios laboratorios da
rede. Atualmente, 3 laboratorios compde a rede oficial
de laboratorios para analise de OGM do MAPA, sendo
localizados em Pedro Leopoldo-MG (LANAGRO-
MG), Porto Alegre-RS (LANAGRO-RS) e Goiania-GO
(LANAGRO-GO), e ja realizam analises laboratoriais e
agoes de auditoria na rede credenciada. Os laboratorios da
rede oficial tém participado sistematicamente de ensaios
de comparagdo interlaboratorial para analise de OGM em
milho e soja com resultados satisfatorios.

No que tange as técnicas utilizadas, os laboratorios
da rede tém se valido de analises imunocromatograficas
atravésdousodetirasde fluxolateral,reacdo dapolimerase
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em cadeia (PCR) para detecgdo de OGM e PCR em tempo
real para deteccdo e quantificagdo de OGM. Pode ser
utilizado ELISA (ensaio imunocromatografico baseado
em reagdes de ligagdo antigeno-anticorpo) para detecgao
de OGM, porém nenhum dos laboratérios oficiais tem
utilizado esta abordagem. E importante mencionar que
o uso de ELISA e tiras imunocromatograficas propiciam
uma possibilidade de andlise do fendtipo, uma vez que a
proteina alvo pode ser identificada, sendo esta produto
da expressdo do gene inserido. J& as técnicas de PCR
e PCR em tempo real permitem a deteccdo do gene
inserido j& diretamente integrado no genotipo da espécie
em questdo, ndo dependendo estas detec¢des de maior ou
menor expressdo do gene alvo. Todas estas metodologias
utilizadas, tanto nos laboratoérios credenciados quanto
nos oficiais, devem ser validadas, normalizadas por
instituicdes competentes ou estabelecidas por legislacao
pertinente.

O MAPA tem também recebido visitas bianuais de
missdes da Comunidade Européia com o objetivo de
avaliar toda a estrutura de fiscalizacdo de OGM no Brasil
no ambito do Ministério. Nestas missoes a area laboratorial
também tem sido avaliada, e o contato bastante estreitado
com pesquisadores do Laboratorio de Referéncia da
Comunidade Européia (CRL), que tem realizado intenso
intercambio de informagdes com os técnicos do MAPA
visando a harmonizagdo das ag¢les entre o Brasil e a
Europa no que tange a analise de OGMs.
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METODOS ESTADISTICOS PARA DETERMINAR PUREZA
GENETICA DE VARIEDADES DE PLANTAS

Las variedades de plantas son poblaciones con
una estructura genética definida; sin embargo, al ser
cultivadas para produccion comercial o para produccion
de semilla se someten a fuerzas como el flujo de genes
entre poblaciones, seleccion natural (y a veces artificial),
mutacion y deriva genética, que pueden provocar
desviaciones en la estructura genética con respecto a la
semilla que obtuvo el fitomejorador, con el consecuente
sesgo sobre las caracteristicas agronomicas de la variedad
en cuestion. La Union Internacional para la Proteccion de
las Obtenciones Vegetales (UPOV), a la cual estan afiliados
65 miembros, entre paises, grupos de paises (e.g. Union
Europea), incluyendo también entre ellos México y Brasil,
ha propuesto los examenes de Distincion, Homogeneidad
y Estabilidad (DHE) para la descripcion y registro de las
variedades vegetales. Existen guias detalladas para la
realizacion de los examenes DHE, elaboradas por grupos
técnicos de la UPOV cuyo numero corresponde hasta la
fecha a 281 especies de plantas domesticadas, las cuales
se encuentran disponibles publicamente en Internet (http://
www.upov.int/es/publications/tg-rom/tg_index.html). De
este examen pueden utilizarse especificamente las pruebas
de distincion y de homogeneidad para determinar pureza
genética. En el caso del examen de distincion se toman como
base los descriptores reportados a la oficina de registros de
variedades y sus valores se comparan estadisticamente con
los lotes donde se sospecha que existe sesgo, utilizando
principalmente la diferencia minima significativa, la cual
se basa en el estadistico t de Student, ademas de la prueba
de y? (chi-cuadrada) para verificar la posible existencia
de desviaciones estadisticamente significativas con
respecto a los registros de la descripcion original de una
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variedad. Con respecto a los examenes de homogeneidad,
es necesario tomar en cuenta el tipo de reproduccion de
la especie (propagacion vegetativa, polizacion cruzada,
autopolinizacion) y la estructura genética de cada variedad
en particular (variedad sintética, variedad multilinea,
hibrido de cruza simple, trilineal, de cruza doble, etc.) para
establecer limites de tolerancia en cuanto a la variabilidad
esperada y a partir de dichos limites determinar si una
variedad conserva las caracteristicas de la poblacion
original obtenida por el fitomejorador o bien ha perdido
pureza genética. Existen dos estrategias para determinar
la homogeneidad de una variedad como indicador de
pérdida de pureza genética; la primera involucra al
parametro estadistico de desviacion estandar y se utiliza
preferentemente en donde el nivel de variacion se espera
que sea alto dentro de una variedad, como en aquellas
de polinizacion abierta, las plantas no son muy similares
y es dificil visualizar las plantas que no corresponden a
la variedad, realizdndose una comparaciéon entre una
poblacién que presumiblemente ha perdido pureza genética
y la poblacién de referencia donde la variacion (desviacion
estandar) esperada se expresa en plantas provenientes
de la semilla resguardada por la Oficina de Registros de
variedades; la segunda estrategia consiste en determinar
la proporcion de plantas “fuera de tipo”, es decir plantas
muy atipicas o sin relacion con la poblacion original; se
aplica preferentemente en casos donde todas las plantas
de una variedad son muy similares, y en particular para
variedades autdogamas o de reproduccidn vegetativa,
utilizando tamafios de muestra apropiados, los cuales estan
considerados en las guias de los examenes DHE de la
UPOV.
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