ENVIRGLOGIX®

Destaques:

e Utilizar este Kit como
Método Comum de
Extracdo™

¢ Resultadosematé 5
minutos

. Kit disponivel com 100
tiras no formato
individual , em pacotes ou
em QuickCombs™

Conteldo do kit:

¢ 100 tiras QuickStix
embaladas em dois
r ecipientes dessecantes

¢ 100 tubos de reacéo
descartaveis

¢ 100 pipetas de
transferéncia descartaveis

| tens n&o fornecidos:

e Triturador Waring,
modelo 31BL91 (ou
equivalente)

e Adaptador parajarra
(Eberbach n° E8495)

e Jarra de vidro comtampa

o Protetor paraajarrado
triturador

o Proveta graduada

e Agua

Kit QuickStix" para

CrylF
Graos de Milho

Numero de catédlogo AS016 BG

Aplicacao do Kit

O Kit EnviroLogix QuickStix para gréos de milho Herculex extrai e detecta a presenca
de proteinas Cry1F em milho Herculex | e HERCULEX XTRA. A sensibilidade do kit
para CrylF é de 0.5% baseado em testes efetuados com milho Herculex | (ou sgja, um
gréo de milho Herculex 1 em 200 gr&os convencionais). Para a deteccdo de CrylF em
folhas e sementes individuais de milho, utilizar tiras QuickStix Cat# AS 016 LS.

Funcionamento do Teste

Culturas de milho geneticamente modificadas com o gene crylF expressam a proteina
CrylF em seu tecido. Para detectar a proteina CrylF, as amostras devem ser
primeiramente trituradas e extraidas em &gua de torneira para a solubilizacdo da
proteina.

Cada tira QuickStix possui uma amofada de absorcdo em cada extremidade. A fita de
protecdo com a seta indica qual extremidade da tira deve ser inserida no tubo de reag&o.
A amostra flui no sentido de baixo para cima, sendo absorvida na parte superior pela
almofada de absorcéo. A reagcdo poderd ser vista na regido entre a fita de protecéo e a
amofada de absorg@o da tira conforme descrito em “Interpretando os Resultados.”
Evitar dobrar astiras.

Preparo das Amostras

Passo 1: Determinacdo do NUmero e 0 Tamanho das Sub-amostras

1. Preparar uma composicdo de amostra de acordo com as instrucdes da USDA /
GIPSA, encontradas nas referéncias dos seguintes documentos:

e http://www.archive.gipsa.usda.gov/reference-library/handbooks/grain-insp/
grbook1/bk1.pdf - USDA Grain Inspection Handbook, Book 1, Grain Sampling
(Amostragem de Gréos).

e http://www.archive.gipsa.usda.gov/biotech/sample2.htm - Guidance document
entitled Sampling for the Detection of Biotech Grains. (Guia Amostragem para
Deteccéo de Gréos em Biotecnologia).

e  http://www.archive.gipsa.usda.gov/biotech/samplel.htm - Practical Application
of Sampling for the Detection of Biotech Grains. (Aplicacéo Préatica do Guiade
Amostragem para Deteccéo de Gréos em Biotecnologia).

e http://www.archive.gipsa.usda.gov/biotech/samplingplanl.xls - Este website
fornece um modelo de planilha de facil uso (Arquivo Excel 29K). A planilha
permite o lancamento de diferentes possibilidades de tamanho e nimero de
amostras, nivel de qualidade aceitdvel e determinacdo da probabilidade de
aceitacdo de lotes de gréos & um dado nivel de concentracgo. E possivel
também gerar as probabilidades em forma de gréficos para facilitar a
interpretacdo. Dados especificos podem ser salvos para documentacdo e futuras
andlises.

2. A referéncia a seguir € de grande ajuda na elaboracdo de um plano de amostragem:

Remund, K.M., Dixon, D.A., Wright D.L., Holden, L.R. “Statistical considerations

in seed purity testing for transgenic traits’, Seed Science Research, June 2001, Vol.
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Tamanhos de amostras

Método Comum de
Extracdo

Gramasdemilhox 1,5 =
mL de agua

Por exemplo: (200 x 0,25) =
50g x 1,5 = 75mL de &gua

11 No.2, pp. 101-119 (ConsideragBes estatisticas em testes de pureza de sementes
para eventos transgénicos).

3. Para selecionar o tamanho apropriado de amostra, determinar a pureza padrdo e o
grau de confianca requerido. O grau de confiangca significa a probabilidade
estatistica de que a concentragdo real de CrylF no lote de gréos esteja abaixo da
pureza padréo requerida. A Tabela 1 fornece instrucfes para a determinagdo do
nimero de sub-amostras necessarias a fim de obter uma deteccdo efetiva para
diferentes concentragdes de OGM com grau de confianga de 95% e 99%.

Tabela 1 —Milho - Quantidade necesséria de sub-amostras de 200 graos

Grau de Nivel de Concentracéo de CrylF
Confianca (%)

5% 1% 0.5% 0.25%
95% 1 2 3 6
99% 2 3 5 9

Nota: Detec¢do de CrylF em niveis de concentragdo de 0.5% , com 95% de grau de
confianca podera demandar teste de 03 sub-amostras de 200 gréos com as 3 sub-
amostras negativas.

No caso de diferentes niveis de deteccéo ou de grau de confianga, consultar a planilha
Excel do USDA/GIPSA citada no Passo n° 1 acima ou ligar para o Suporte Técnico da
EnviroLogix descrito na Ultima pagina deste manual.

Passo 2: Determinar o Peso da Sub-amostra, Tamanho da Jarra e Tempo
deTrituracdo

1. Determinar o peso médio do gréo do lote a ser testado (pesar 100 gréos e dividir o
valor do peso por 100).

2. Calcular 0 peso do nimero dos gréos a serem testados (nimero de gréos X peso
médio do gréo). A tabela 2 abaixo, fornece instrugdes sobre o tamanho da jarra e o
tempo necessario de trituragdo de acordo com o peso da amostra.

Tabela?2

Cultura Peso da amostra Tamanho da Jarra Tempo de
(9 (0z.) Trituracdo (seg.)
Milho 10-25 4 30
25-65 30
65-250 32 45

3. Escolher um tamanho de jarra apropriado para sua amostra de acordo com a Tabela

2 acima.

4., Calcular o volume necess&rio de &gua para a preparacdo da amostra seguindo a
proporcéo de 1,5:1 (Método Comum de Extracéo, a esquerda).

Passo 3: Preparo da Amostra

1. Pesar aamostra de acordo com as instrucfes do passo 2 e coloca-la dentro dajarra

apropriada.

2. Cobrir ajarracom atampa protetora.
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Triturar a amostra na velocidade maxima de acordo com o tempo especificado na
tabela 2 ou até que todos os graos inteiros sejam quebrados.

Adicionar o volume de &gua de torneira indicado pela formula Método Comum de
Extragdo da pagina anterior. Por exemplo: paratestar 200 grédos com peso médio de
0,25g (200 x 0,25) =50g x 1,5 =75 mL de &gua.

Tampar e agitar vigorosamente a jarra até que toda a amostra esteja molhada (pelo
menos 30 segundos, dependendo do nimero de grdos). A amostra comecara a
sedimentar-se de imediato e o liquido podera ser extraido neste momento.

Extrair 0.5 ml de liquido da camada superior do sobrenadante enchendo a parte
estreita da pipeta de transferéncia (veja a figura a esquerda desta pagina), evitando
extrair particulas do sedimento. Dispensar o liquido dentro do tudo de reacéo.

Para prevenir contaminacdo cruzada limpar minuciosamente o triturador e a jarra
antes de preparar a proxima amostra. Usar uma pipeta nova e um tubo de reacdo
novo para cada amostra.

Como Realizar o Teste Tiras QuickStix

1. Aguardar que o tubo com as tiras alcance a temperatura ambiente antes de
destampé-lo. Remover as tiras do QuickStix que serdo utilizadas. Evitar dobrar as
tiras. Ap0s 0 uso tampar o tubo imediatamente.

2. Colocar atiradentro do tubo de reagdo. A amostradeverafluir natira. Utilizar um
suporte para tubos, se necessario.

3. Aguardar 5 minutos de reacdo para iniciar a interpretacdo do resultado da tira.
Resultados de amostras positivas poderdo ser observados mais rapidamente.

4. Paraarquivar atira, cortar e descartar a extremidade inferior datira correspondente

afita com setas impressas.

Interpretando os
Resultados

O desenvolvimento da Linha de Controle dentro de 5
minutos indica o correto funcionamento datira. Caso a
tira ndo desenvolva a Linha de Controle a mesma
devera ser descartada e devera ser utilizada uma nova
tira

Lop,
¥ J;‘;ng:

Loy

g
e
oG

q

Linha de
Se a amostra conter pelo menos 0.5% de milho  Linhade ___ — Controle
modificado Cry1F, uma segunda linha (Linha de Teste) Teste
devera ser desenvolvida na regido entre a Linha de Cortar Aqui

Controle e a extremidade inferior da tira. O resultado
devera ser interpretado como positivo para a expressao
da proteina Cry1F.

Se a amostra for negativa, a tira mostrara somente a
Linhade Controle.

Armazenamento do Kit

Qualquer linha rosa visivel

no lugar da Linha de Teste

€ considerado
um resultado positivo

O Kit QuickStix pode ser armazenado a temperatura ambiente ou refrigerado por um
longo periodo. Observar a vida Util descrita na caixa do kit para cada temperatura de
armazenamento e seguir corretamente. Este kit pode ser usado para testes no campo;
porém, sua exposi¢do prolongada a temperaturas elevadas pode afetar adversamente os
resultados dos testes. Abrir o tubo somente no momento do uso dastiras.
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Precaucoes e Notas

Este kit foi desenvolvido para diagnosticar somente a presenca ou auséncia da
proteina transgénica, portanto, ndo € um teste quantitativo.

Este produto ndo pode ser aplicado para nenhum outro tipo de cultura bem como
paratestar folhas ou sementes individuais.

Como todos os testes, é recomendado, quando necessario, que os resultados sejam
confirmados por métodos alternativos.

O teste foi otimizado para ser usado com o protocolo fornecido neste kit. Desvios
deste protocolo podem invalidar os resultados deste teste.

Os resultados gerados através do uso correto deste kit refletem a condicdo da
amostra de trabalho diretamente testada. ExtrapolacBes dessa condi¢do aos
respectivos lotes originais devem ser baseadas em procedimentos confidveis de
amostragem e calculos estatisticos, os quais indicam os efeitos randémicos e néo
randémicos de amostragem de lotes de sementes e incerteza do ensaio. Um
resultado negativo da amostra de trabalho obtido em testes corretamente realizados
ndo significa, necessariamente, que o lote original € inteiramente negativo para a
andlise ou proteina em questdo.

Atencdo: um forte resultado positivo de uma amostra pode, seguramente, ser
interpretado em 2 minutos de reacdo do teste. Porém, ndo € seguro concluir que
uma amostra € negativa ou fracamente positiva, antes que os 5 minutos de reacéo
tenham transcorridos.

NAO deixar os kits expostos a0 sol ou no interior de veiculos. Proteger todos 0s
componentes do kit de temperaturas extremas, altas ou baixas, quando fora de uso.

O kit ndo devera ser utilizado apds a data de vencimento.
Evitar dobrar astiras.

Tomar extremo cuidado para evitar contaminacdo cruzada entre as amostras,
liquidos ou materiais descartaveis.

Rev. 08-10-07



Kit QuickStix para Cry1F
Graos de Milho
Pagina 5 de 5

Para Suporte
Técnico
Contactar:

Envirologix do Brasil
Diagnosticos L tda.
Rua Francisco Otaviano
n°60
Sala 92
Jd. Chapadao,
Campinas/SP
CEP 13.070-056, Brasil

Tel +55 (19) 3307-8887
Fax +55 (19) 3307-8889

cinthia.silva@
envirologix.com

Péagina na web:
www.envirologix.com

GARANTIA LIMITADA

EnviroLogix Inc. (“EnviroLogix”) garante os produtos vendidos nos termos deste
instrumento (“os Produtos’) contra defeitos nos materias e na fabricacdo quando usados
de acordo com as instrugdes a ele aplicaveis por periodo ndo superior ao prazo de
validade impresso na embalagem. Se o Produto ndo estiver em conformidade com a
Garantia Limitada e o cliente notificar a EnviroLogix por escrito descrevendo 0s
defeitos encontrados dentro do periodo de garantia, inclusive prontificando-se a
devolvé-lo & EnviroLogix para avaliacdo, a EnviroLogix reparard ou substituird, a seu
critério exclusivo, qualquer produto ou parte do mesmo que comprovadamente apresente
defeitos nos materiais ou de fabricacdo dentro do prazo de garantia.

A ENVIROLOGIX NAO OFERECE NENHUM OUTRO TIPO DE GARANTIA,
NEM EXPRESSA NEM TACITA, COMO, POR EXEMPLO, GARANTIA PARA
FINS COMERCIAIS OU PARA FINALIDADES ESPECIFICAS. A garantia ora
prestada e os dados, especificacbes e descricbes dos produtos da EnviroLogix
encontrados em catél ogos publicados e na literatura de produtos da EnviroLogix sdo as
Unicas declaracdes que a EnviroLogix reconhece referentes a seus Produtos e a garantia
por ela oferecida. Nenhuma outra declaracdo ou afirmacdo, escrita ou verbal, por parte
de funcionarios, agentes ou representantes da EnviroLogix, salvo se firmada por escrito
e assinada por encarregado devidamente autorizado da EnviroLogix Inc., sera
considerada autorizada nem devera servir de embasamento para nenhum cliente, nem faz
parte do contrato de venda ou da presente garantia.

A EnviroLogix ndo oferece garantia contra danos ou defeitos sofridos durante o
transporte ou 0 manuseio de seus produtos, nem decorrentes de acidentes ou uso
impréprio ou anormal dos Produtos, assim como ndo oferece garantia contra defeitos em
produtos ou componentes que ndo sejam de sua fabricagdo. A EnviroLogix repassa ao
cliente a garantira por ela recebida (se houver) do fabricante desses produtos ou de
componentes fabricados por terceiros. A presente garantia também ndo se aplica a
Produtos que tenham sofrido tentativa de ateracdo ou modificagdo que ndo tenham
autorizacdo por escrito fornecida pela EnviroL ogix.

ESTA GARANTIA E EXCLUSIVA. A Unica e exclusiva obrigagdo da EnviroLogix
seré de reparar ou trocar os Produtos defeituosos de maneira e no periodo anteriormente
mencionado. Com respeito aos Produtos ou qualquer parte dos mesmos a EnviroLogix
ndo assume e ndo assumira nenhuma outra obrigacdo, agravante, responsabilidade estrita
ou qualquer outra base que ndo estegja nesta Garantia. Em nenhuma circunstancia
baseada nesta Garantia Limitada, a EnviroLogix se responsabilizar4d por danos
acidentais, especiais ou consequentes.

Esta Garantia Limitada expressa a totalidade das obrigagbes da EnviroLogix com
respeito aos Produtos. Se se determinar que qualquer parte desta Garantia Limitada €
inaplicavel ou ilegal, o restante da mesma permanecerd em plenavigéncia.

Herculex € uma marca registrada da Dow Agrosciences LLC

EnviroLogix, o logotipo da EnviroLogix, QuickComb, QuickStix e Commom Extraction sdo
marcas registradas da EnviroLogix Inc.

© EnviroLogix 2010
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