COLOQUIO ULBRA DE EXTENSAO PESQUISA E ENSINO

1° ENCONTRO ULBRA DE BOLSISTAS CNPqg E FAPERGS

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DA REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) PARA A DETECCAO ESPECIFICA DE

SOJA TRANSGENICA INTACTA RR2 PRO
Rafael Fabiano Miller!, Nilo Ikuta?, Vagner Ricardo Lunge?

' Aluno do curso de Agronomia - Bolsista PROBIT — FAPERGS — rrafaelmuller@gmail.com
3Professor do PPGBioSaude - vagner.lunge@gmail.com

INTRODUCAO

A soja (Glicine Max) é a cultura agricola brasileira que mais cresceu nas ultimas
trés décadas e representa atualmente 49% da area plantada em graos do pais. A
estimativa € que 31,46 milhdes de Hectares da area de plantio corresponde a
lavouras de soja na safra 2014/2015 no Brasil (CELERES, 2015).

Entre as novas tecnologias associadas ao aumento de produtividade, destaca-se
o uso de sementes transgénicas. O Brasil € o segundo maior produtor de
organismos geneticamente modificados (OGM) e estima-se que 29,1 milhdes de
hectares (93,2%) sao de cultivares transgénicas (CELERES, 2014).

OBJETIVO

O presente trabalho tem como finalidade a validacao de praticas de deteccao
de genes presentes no DNA da soja. Tendo como meta a deteccao dos genes
exogenos responsaveis pela expressao da resisténcia a molécula de herbicidas a
base de glifosato, presentes nas cultivares transgénicas Roundup Ready e Intacta
RR2 PRO.

MATERIAIS E METODOS

Para o desenvolvimento da pesquisa foram utilizadas praticas de extracao do
DNA feita a partir de um protocolo do método de silica, partindo de amostras de
plantulas e sementes, PCR em tempo real para experimentos quantitativos, Para
testar os novos primers utilizados na deteccao de soja RR2 foram feitos
experimentos, partindo de uma reacao aberta, onde o mix é preparado durante o
processo de amplificacao, PCR convencional e eletroforese em gel de
poliacrilamina para experimentos qualitativos e aferimento das temperaturas de
ciclagem.

Foram obtidas 45 amostras de soja, sendo 2 amostras de cultivares
convencionais, 29 amostras de cultivares transgénicas RR, 12 amostras de
cultivares transgénicas Intacta e duas amostras nao identificadas (Tabela 1).

Tabela 1: Referencia as amostras e resultados dos experimentos realizados para
lectina e para RR feitos a partir de PCR em tempo real, e resultados de experimentos
qualitativos em eletroforese para RR2.

AMOSTRA I]]ZE{'I-F.I-:,'..'LLI- EVENTO LECTINA KR REI gqual v
SJR{MIR Wanguarda Sk RE2 2.0 P egai v Positiva
SIROI0 EE49 INTACTA RE 26,47 Megativo M0 realindo
SIRO12 SYN 36T IPRO INTACTA KEL 5.5 Megativo Positiva
ALTITE SYM 13671 IPRO INTACTA HEZ 23.4% Meegaiivi a0 realizndo
SIRO15 SN 13850 IPRO INTACTA KEL 24.5% Megativo Positiva
SIRO16 SYH 13561 IPRO INTACTA REl 24594 Megativo Positiva
SIROZ2 SYNI50C IPRO INTACTA REZ 6.3 Megailvo Mo realimdo
AT RE SYM 13ATOIPRO INTACTA REZ 23.64 Megativo a0 realimdo
SIRO24 SYNISTEC IPRO INTACTA HEZ 23 G Megativi a0 realimdo
SIROZT SYNISEC IPRO INTACTA REZ 23,27 Megativo a0 realimdo
SIROZE SN 13395 [PRO [INTACTA REZ 24.00 Megativ a0 realizndo
A s SYM 13610 [PRO INTACTA REZ 24.26 Megativ o realizndo
SIROd Semente Cirgdneca Semenie orgdnaca Fir ] Megativo Megairvm
SJRO0T KR culimvar Forga RE 12T e Mo realimdo
QIR Oy 235 BR Bk 15.73 2419 Mo realimdo
SIROI [ MARID T.00 RR HE 2643 2 34 a0 realimdo
SIR014 SYM 1387 RR RE 34.34 444 a0 realimdo
SIRO17T SYN G078 RR HE 26,45 o I a0 realimdo
SIROIE SYM 1152 RR Rk 24.74 2404 a0 realizndo
APTIIE SYN 1279 RR Bk 25.67 24 14 o realizndo
SIRO2D SYM 1080 RR Bk 26T g 3 Mo realizndo
SIRO2 ] SYM 1059 RR R 34.31 padies o realimdo
SIRO24 SYM 1157TRR Bk 25.64 - e Mo realizndo
AT SYM 1285 RR bk 25.05 0 o a0 realizndo
QIR0 SYNSOM RE Bk 30,33 11 &7 Mo realimdo
SIRO31 SYN 1183 RR RE 171G a1 Mo realimda
SIR032 Wk Tods RR RE 34.34 114 a0 realimdo
AT SYM 1285 RR HE 237 pr ] | a0 realimdo
AT SYM 1288 RR Rk 2386 24 .49 a0 realizndo
AT SYM 1163 RR Bk 22,54 REL L o realizndo
CIRA3H SYM 1281 RR RE 2217 171 8o realimdo
SIRO57 SYM 1585 RR Bk 23.73 2491 o realizndo
AT SYM 1257 RR Bk rr ¥ 4 Mo realizndo
SJRO5G SYM 1565 RR bk 23.45 M a0 realizndo
SIRO20 SYMN 1258 RR Bk 23 34 20 Mo realimdo
SIRO41 SYN 1158 RR RE 312,73 3114 Mo realimda
QIR SYN 1565 RR Bk 2364 24089 Mo realimdo
SJROLS Froduso alusnendar L onvenciomal 1321 Peegailvo Peegainim
AT fivh s RSF RE 24.43 RETY| Megatrye
SIROL5 (irdo parm Ragdo RE 2331 prde b Megaimm
SIR0Lh $945 RSF R 2300 2141 Meegairye
SIRO47 NS§ 4423 s 32 49 33 4% M egairvi
SIROLE D MARNI 59 | Bk 24.9 343 Meegairye
o | B Rl R RE el i Negaimo
SJROE0 ~em iemificogdn Desconihed ido 23,33 Meegailvo Posiciva

CELERES 2014.
transgénica (RI/TH) no Brasil http://www.celeres.com.br/wordpress/wp-
content/uploads/2014/12/1B1403.pdf. Acesso em 02 de agosto de 2015.

Figura 1. Grafico obtido no oitavo experimento no Real Time testando a positividade
para o gene da Lectina.
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Figura 2. Gel de policrilamina obtido do décimo primeiro experimento para testes das
condicoes de temperaturas para a amplificacao qualitativa dos primers M1F e M2R,
testados em amostras transgénicas RR e RR2.
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RESULTADOS

Até a elaboracao deste trabalho foram feitos testes com 45 amostras
com primers e sondas que possibilitam detectar os genes de lecitina e
CP4-EPSPS de soja RR, sendo: 2 amostras de semente nao transgénicas,
12 de semente Intacta e 29 de semente RR,

Mostrando resultados satisfatorios para os dois métodos de extracao
utilizados, e apontando numeros de Ct mais baixos para as amostras
extraidas diretamente da semente. A deteccao para os primers ocorreu
como esperado, tendo detectando todas as amostras para os primers
especificos para lecitina, e detectar apenas amostras de semente RR para
os primers especificos para o gene CP4-EPSPS uma das amostras de grao
sem identificacao apresentou CT para o mix de deteccao para CP4-EPSPS
enquanto a outra amostra nao (Tabela 1).

Os experimentos qualitativos com os primers M1F e M2R apontaram
na deteccao em gel de poliacrilamina amplificacao para as amostras RR2
testadas, enquanto nao apresentaram amplificacao para as amostras
convencionais e RR testadas(Tabela 1).

CONCLUSOES

Os testes para a Soja Roundup Ready se mostraram eficientes e
confiaveis, e também o processo de extracao de DNA diretamente da
semente apresentou bons resultados. Ha a necessidade de realizar-se
novos experimentos com os primers para RR2 afim de aferir a técnica de
deteccao para DNA de soja Intacta RR2 PRO, para a validacao do método.
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