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RESUMO

O presente trabalho tem como finalidade a validacdo de praticas de deteccdo de genes
presentes no DNA da soja (Glicine Max), que é a mais difundida cultura agricola em territério
brasileiro. Tendo como meta a detec¢do dos genes exdgenos responsaveis pela expressdo da
resisténcia a molécula de herbicidas a base de glifosato, presentes nas cultivares transgénicas
Roundup Ready e Intacta RR2 PRO.

Para o desenvolvimento da pesquisa foram utilizadas préaticas de extracdo 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 0s 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 amplificagdo, PCR convencional e eletroforese
em gel de poliacrilamina para experimentos qualitativos e aferimento das temperaturas de
ciclagem.

Foram feitos testes com 45 amostras para detectar os genes de lecitina e CP4-EPSPS
de soja RR, sendo: 2 amostras de semente convencional, 12 de semente Intacta e 29 de
semente RR, mostrando resultados satisfatérios, uma das amostras de grdo sem identificacao
apresentou CT para o mix de deteccdo para RR. Os experimentos qualitativos detectaram as
amostras RR2 testadas até ent&o.
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INTRODUCAO

O Brasil tem uma extensa area territorial aproveitavel e € um dos maiores produtores
mundiais de alimentos de origem vegetal. A soja 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).0 grdo de soja € componente essencial
na fabricacdo de ragOes animais e com uso crescente na alimentagdo humana (MAPA 5).

Recentemente a cultura da soja teve incrementos de produtividade associado aos
avancgos tecnologicos, ao manejo e a eficiéncia dos produtores. Entre as novas tecnologias,
destaca-se 0 uso de sementes transgénicas. O Brasil é o segundo maior produtor de
organismos geneticamente modificados (OGM) e estima-se que 29,1 milhGes de hectares
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(93,2%) sdo de cultivares transgénicas (CELERES, 2014). Atualmente s&o cinco os
eventos transgénicos aprovados para lavouras comerciais de soja pela Comissdo Técnica
Nacional de Biosseguranca (CTNBIO) em territorio brasileiro: A-2704-12 (Liberty Link),
A5547-127 (Liberty Link), BPS-CV127-9 (Cultivance) e GTS-40-3-2 (RR, Roundup Ready),
BtRR2Y (Intacta RR2 PRO)(CIB, 2015). A variedade Intacta RR2 PRO foi a mais
recentemente introduzida apos sua liberacdo pela CTNBIO (em 2010) e estd em seu segundo
ano de plantio comercial. Nesta variedade, existe a combinac¢do dos eventos MON 87701 e
MON 89788 que definem as caracteristicas de resisténcia a insetos da ordem das lepidopteras
e tolerncia a herbicidas a base de glifosato, respectivamente. O evento MON 87701 possui 0
gene CrylAc, oriundo de Bacillus thuringiensis, enquanto o evento MON 89788 possui 0
gene cp4 epsps, oriundo de Agrobacterium tumefaciens mas que teve sua sequéncia bastante
modificada artificialmente para aumento da expressdo da enzima correspondente.

A tendéncia é que a area de cultivo de soja Intacta aumente gradativamente, pois a
combinacdo das caracteristicas transgénicas facilita o manejo, reduz o tempo gasto em
operacbes na lavoura e aumenta a produtividade. Na safra 2014/2015 o cultivo desta
variedade correspondeu a 16,5% da area total de plantio de soja no Brasil (CELERES, 2014).

Diante do crescimento na producdo de OGMs, politicas de controle na
comercializacdo de produtos alimenticios produzidos com ingredientes GM foram adotadas
em inumeros paises (COBAIASHI, 2012). No Brasil a regulamentacdo sobre a rotulagem esta
prevista no Decreto n° 4680/03, o qual determina que todos alimentos ou ingredientes destes
que contiverem acima de 1% de OGM em sua composicdo final, devem ser rotulado como
produto transgénico (CIB).

Devido a necessidade de rotulagem de OGM pela regulamentacdo vigente em
territorio brasileiro e na garantia do direito a informacéo e escolha no momento da compra, 0
presente trabalho visou o desenvolvimento e validacdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) para a deteccdo especifica de soja transgénica Intacta RR2 PRO.

METODOLOGIA

Amostras

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 de gréos ndo identificados (Tabela 1).

Extracdo de DNA

Os procedimentos para a extracdo do DNA partiram primeiramente da germinacao das
sementes, passando para a etapa de maceracdo das plantulas, e recolhimento das amostras em
tubos Eppendorf. A extracdo do DNA ¢é feita a partir de um protocolo do método de silica, no
qual, por causa de sua carga negativa, 0 DNA se adere a silica e apds algumas lavagens é
transferido para um eluidor.

Posteriormente, a fim de otimizar o processo de extragcdo, foram feitas mudancas na
metodologia, passando a fazer extragdo diretamente da semente, que era colocada em banho-
maria com agua destilada durante 20 minutos antes de ser macerado para prosseguir com 0
processo de extragéo.



Tabela 1: Amostras e resultados dos experimentos de amplificacdo para o genes constitutivo
da soja (lectina) e eventos transgénicos (RR e RR2).

AMOSTRA DESCRICAO EVENTO LECTINA RR RR2 gualitativo
SJR008 Vanguarda 6060 RR2 26.04 Negativo Positivo
SJRO10 8849 INTACTA RR2 26.87 Negativo Nao realizado
SJRO012 SYN 13670 IPRO INTACTA RR2 265 Negativo Positivo
SJR013 SYN 13671 IPRO INTACTA RR2 23.49 Negativo Nao realizado
SJR015 SYN 13850 IPRO INTACTA RR2 2457 Negativo Positivo
SJR016 SYN 13561 IPRO INTACTA RR2 24.94 Negativo Positivo
SIR022 SYN1360C IPRO INTACTA RR2 26.3 Negativo NZo realizado
SJR023 SYN 13870IPRO INTACTA RR2 23.68 Negativo Néo realizado
SJR025 SYN1378C IPRO INTACTA RR2 2291 Negativo NZo realizado
SIR027 SYN1366C IPRO INTACTA RR2 2327 Negativo Néo realizado
SJR028 SYN 13595 IPRO INTACTA RR2 24.02 Negativo NZo realizado
SJR029 SYN 13610 IPRO INTACTA RR2 24.26 Negativo Néo realizado
SJR001 Semente Orgénica Semente organica 22.26 Negativo Negativo
SJROO7 RR1 cultivar Forca RR 22.72 22.78 Nao realizado
SJR009 CD 235RR RR 25.73 25.19 Nzo realizado
SJRO11 DON MARIO 7.0i RR RR 26.53 26.35 Nao realizado
SJR014 SYN 1387 RR RR 25.34 25.44 Nao realizado
SJR017 SYN 9078 RR RR 26.49 29.2 Nao realizado
SJR018 SYN 1152 RR RR 24.78 24.04 Nao realizado
SJR019 SYN 1279 RR RR 25.67 25.36 Nao realizado
SJR020 SYN 1080 RR RR 26.78 28.25 Nao realizado
SJR021 SYN 1059 RR RR 25.31 25.02 Nao realizado
SIR024 SYN 1157 RR RR 25.68 29.12 Nao realizado
SJR026 SYN 1285 RR RR 25.09 29.96 Néo realizado
SJR030 SYN9070 RR RR 30.33 32.87 Nao realizado
SJR031 SYN 1183 RR RR 27.9 29.30 Nao realizado
SJR032 NK 7059 RR RR 25.34 27.15 Nao realizado
SJR033 SYN 1283 RR RR 23.76 28.21 Nao realizado
SJR034 SYN 1288 RR RR 23.86 24.49 Nao realizado
SJR035 SYN 1163 RR RR 22.98 23.59 Nao realizado
SJR036 SYN 1281 RR RR 22.7 23.71 Nao realizado
SJR037 SYN 1385 RR RR 23.73 24.91 Nao realizado
SJR038 SYN 1257 RR RR 22.1 22.4 Nao realizado
SJR039 SYN 1363 RR RR 23.45 24.72 Nao realizado
SJR040 SYN 1258 RR RR 22.88 24.1 Nao realizado
SJR041 SYN 1158 RR RR 22.72 23.36 Nao realizado
SJR042 SYN 1365 RR RR 22.68 24.09 Nao realizado
SJR043 Produto alimentar Convencional 23.25 Negativo Negativo
SJR044 6663 RSF RR 24.43 2361 Negativo
SJR045 Gréo para Racéo RR 23.81 22.77 Negativo
SJR046 5953 RSF RR 22.02 2151 Negativo
SIR047 NS 4823 RR 22.89 22.48 Negativo
SJR048 DON MARIO 5.9 | RR 24.9 24.3 Negativo
SJR049 NS 6262 RR 22.96 22.29 Negativo
SJRO50 Sem identificacdo Desconhecido 23.35 Negativo Positivo

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real

Os primeiros testes foram realizados para deteccdo da lecitina utilizando os primers:
Leln02F(5’-GCC CTC TAC TCC ACC CCCA-3’), Leln02R (5’-GCC CAT CTG CAA GCC
TTT TT-3%) e sonda Lelprobe (5°-FAM-AGC TTC GCC GCT TCC TTC AAC TTC AC-
MGB-3’ gerando fragmentos com 120 pares de base, e para deteccdo do CP4-EPSPS utilizou-



se os primers RRSO1F (5’-CCT TTA GGA TTT CAG CAT CAG TGG-3’), RRSO1R(5’-
GAC TTG TCG CCG GGA ATG-3’) e sonda RRS probe (5’-FAM-CGC AAC CGC CCG
CAA ATC C-MGB-3’) que gera um fragmento de 117 pares de base. A parte pratica da
amplificacdo tem inicio ao misturar o DNA extraido a um mix especifico composto por: H20
milli-Q, Tampé&o 10x, MgCI2, DNTP, Primer M1F, Primer M2R, Taq polimerase e a amostra
de DNA, em um volume final de 30uL que apds é colocado no StepOne Plus (SOP), aparelho
que proporciona as condi¢des de temperatura ideais para o trabalho da enzima. As condicGes
de ciclagem foram: 1 ciclo a 95°c por 3 minutos, e 40 ciclos com temperaturas de 95°c por 15
segundos, 60°c por 60 segundos. A deteccdo é feita praticamente de forma simultanea a
amplificacdo, por meio de graficos e numero de Ct. A leitura das informacdes obtidas ¢ feita
de forma simples, visto que, se apresentar nimero de Ct a amostra é positiva, caso contrario,
negativa. A quantificacdo também é feita a partir do nimero do Ct, assim, quanto menor o
valor detectado, maior a concentragdo da amostra.

Reacdo em cadeira da Polimerase qualitativa com deteccdo por eletroforese

Para testar 0os novos primers M1F (5’-TTC CTG CTC CAC TCT TCC TT-3’) e M2R (5°- TTG
AGG CTT TGG ACT GAG AAA A-3’) ( LIU, 2009) que geram fragmentos de 205 pares. Foram feitos
experimentos, partindo de uma reacdo aberta, onde o mix € preparado durante o processo de
amplificacdo, sendo composto por H20 milli-Q, Tamp&o 10x, MgCI2, DNTP, Primer M1F,
Primer M2R, Taq polimerase e a amostra de DNA, em um volume final de 30pL. Na
sequencia o material era posto no SOP para sua amplificacdo. As condicdes de ciclagem
foram: 1 ciclo de 95°c por
5 minutos, 35 ciclos com temperaturas de 95°c por 30 segundos, 58°c por 30 segundos, 72°c
por 30 segundos, e um ultimo ciclo de 72°c por 7 minutos. Apo6s o final da ciclagem de
temperaturas no aparelho, as amostras eram levadas para fazer a deteccdo em gel de
poliacrilamina.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Até a elaboracdo 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 ndo transgénicas, 12 de semente Intacta e 29 de semente RR,

Mostrando resultados satisfatérios para os dois métodos de extracdo utilizados, e
apontando numeros de Ct mais baixos para as amostras extraidas diretamente da semente. A
deteccdo para os primers ocorreu como esperado, tendo detectando todas as amostras para 0s
primers especificos para lecitina, e detectar apenas amostras de semente RR para os primers
especificos para o gene CP4-EPSPS uma das amostras de grdo sem identificacdo apresentou
CT para o mix de deteccdo para CP4-EPSPS enguanto a outra amostra ndo (Tabela 1).

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

A perspectiva para 0s proximos experimentos ¢ aferir o método de detec¢do para soja
RR2, visando otimizar a reprodutibilidade e confiabilidade do método, dando continuidade as
analises de amostras comerciais e cultivares.

CONCLUSOES

Os testes para a Soja Roundup Ready se mostraram eficientes e confiaveis, e também
0 processo de extracdo 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 deteccdo para DNA de soja Intacta RR2 PRO, para a validacdo do método.
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