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Resumo- A deteccdo e quantificacdo de organismo geneticamente modificado (OGM) é
exigéncia em quase todos 0s paises para os quais o0 Brasil exporta alimentos. Na Europa
0s meétodos oficiais usam a técnica de andlise quantitativa evento-especifica com o
sstema Tagman. Este estudo faz parte do desenvolvimento de diagnose quantitativa
especifica de eventos OGM, através de PCR em Tempo Redl, utilizando-se o sistema
SYBR Green ou 0 BRYT™ Green. Foram analisadas 10 amostras com 0s cinco eventos:
Agrisure TL (Btll), YieldGard, YieldGard VT PRO, Herculex | e AG8088Y GRR2
(MONB810X RR2 ou NK603), tendo sido utilizadas trés quantidades de DNA (0,5ng, 20
ng e 50ng) para cada amostra. Foi testada a especificidade de 16 iniciadores
desenvolvidos através da interacdo genomalinserto. Pela otimizacdo das reactes
observou-se que os iniciadores diferenciaram especificamente os eventos de milho Bt11,
YieldGard e YieldGard VT PRO. As reagOes das curvas padréo resultaram nos valores
de eficiéncia de PCR para os iniciadores do gene Adhl, eventos Btll, YieldGard e
YieldGard VT PRO de, respectivamente, 0,94; 0,97; 0,93 e 0,95.

Palavras-chave: diagnose OGM, SYBR Green, MON810, Bt11, MONS89034.

Introducéo
A deteccdo e quantificagcdo de organismo geneticamente modificado (OGM) sdo

exigéncia em quase todos 0s paises para 0s quais o Brasil exporta aimentos. A andlise de
rotina de produtos alimenticios contendo OGMs compreende as trés etapas:1- deteccéo;

2- identificacdo do OGM presente na amostra, para determinar se este é autorizado €; 3-
quantificagdo do OGM no produto, para checar a necessidade de rotulagem ou néo,

conforme alegidacéo (PETIT et al., 2003).

A técnica para deteccdo dos eventos transgénicos mais utilizada é a de andlise
quantitativa evento-especifica, realizada por PCR em Tempo Real, sendo este o método
oficid utilizado pela Europa através de métodos validados pela 1ISO 17025 e SO 9001
gue sdo encontradas na JRC Compendium of Reference Methods for GMO analysis. A
vantagem do pcr em tempo real € possibilitar a determinagcdo da quantidade original do
DNA da amostra pois o nivel de amplificagdo € monitorado continuamente durante os

ciclos de PCR, enquanto o pcr comum sO mostra o patamar find da amplificacéo,
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dependente da perda de eficiéncia da enzima e concentragdes de substrato, nucleotideos
e iniciadores. Quando suficiente produto é acumulado para produzir sina de
fluorescéncia detectdvel, o nimero do ciclo em que isto ocorre é chamado “threshold
cycle’, ou Ct. Como o Ct é determinado na fase exponencial, quando os reagentes ndo
sdo limitantes, depende principa mente da quantidade inicial do substrato, sendo utilizado
para calcular a quantidade inicial do substrato presente na reagéo.

As metodologias da JRC usam o sistema de fluorescéncia denominado Tagman
gue necessita além dos iniciadores, de sondas. Os detectores fluorescentes SYBR Green
ou Green BRYTTM tém o mesmo principio de deteccdo de produtos da reacéo de PCR.
Conforme sdo criados os fragmentos amplificados, os corantes se ligam a cada nova
copia de DNA de fita dupla, aumentando a intensdade de fluorescéncia
proporciondmente a quantidade de produto de PCR formado. As vantagens deste
sstema de monitoramento de reacdo € que o reagente fluorescente € mais barato que o
Tagman e ndo requer sonda. A desvantagem € que pode originar sina faso positivo
qguando ocorre ligagdo com DNA de fita dupla ndo especifico, necessitando da
otimizacdo da reacdo para amplificar apenas a banda especifica.

Este estudo de diagnéstico especifico para os eventos Agrisure TL, YieldGard e
YieldGard VT PRO, € o inicio do programa para o diagnéstico de eventos transgénicos

em plantas, para futura obtencéo dalso 17025 pelo laboratorio.

Material e M étodos

Foi utilizada a metodologia de quantificagéo relativa de acordo com o utilizado
pela JRC (DELOBEL, et al., 2008; SAVINI et al., 2008; MAZZARA et a., 2009),
mudando-se apenas o tipo origina com Tagman para o sistema SYBR Green ou
BRYTTV Green. Para a quantificacio relativa desenvolveu-se como iniciador de
referéncia o baseado no gene da dcool dehidrogenase (Adhl). As curvas padréo foram
realizadas com as diluigbes de S1 (20ng), S2(4ng), S3 (0,8ng) e $4 (0,16ng).

Todos os procedimentos foram realizados sob rigorosas condigdes de assepsia
com o moinho tipo A11 Basic Mill dalKA.

Para a otimizacdo da reacdo de PCR em Tempo rea aém dos testes de
concentracdo dos iniciadores foram realizadas andlises com trés quantidades de DNA
para cada amostra: com 5, 20 e 50 ng, para verificar a consisténcia da resposta de cada

amostra com alteracéo da quantidade de DNA. Foram utilizadas as amostras de sementes
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de milho DKB390YG e AS1572YG (YieldGard); Impacto TL (Bt1l); AG8088PRO,
DKB185PRO, DKB390PRO, AG8016pro (YieldGard VT PRO); 30F35 (ndo
transgénica); 10F35Hx (HerculexI); AG8088Y GRR2 (MON810X RR2 ou NK603).

A extracdo de DNA foi feita em triplicata, com trezentos miligramas da amostra
homogeneizada, pelo método Brometo de Cetil Trimetil Aménio (CTAB) de Cardarelli
et a. (2005). A presenca e integridade do DNA extraido foram analisadas com corrida
eletroforética e a quantificagéo por espectrofotébmetro.

As reagoes e condic¢des foram otimizadas para cada iniciador e realizadas no ABI
7500 Fast da Applied Biosystems para um volume de 15,0 pl com 7,5 pl do Mix SYBR
ou BRYTT Green e 67 a 134nM dependente de cada iniciador com 1 etapa de 95 °C por
10/2 minutos (dependente do kit de fluorescéncia) seguido por 40 ciclos de desnaturacéo
a 95 °C por 15 s, anelamento com temperatura dependente dos iniciadores por 25s (1

min e 30 s para curva padréo) e extensdo a 60°C for 15 s.

Resultados e Discussdo

A tabela 1 apresenta os iniciadores desenvolvidos para reagdo com SYBR ou
BRYTT Green (iniciadores com 50 a 150pb, G/C de 20 a 80%, com os 5 nucleotideos
da extremidade 3'com até 2 Cs e /ou Gs), para serem evento-especificos devido a
interacdo genomalinserto. S&o apresentados os dois pares de iniciadores estudados para
cada evento, sendo que os com aterminagéo N foram os melhores.

Pela tabela 2 e figura 1 que apresentam os vaores de Cts e curvas de
amplificagdo e dissociagdo de amostras com os iniciadores Bt11FN e Bt11RN, observou-
se gque para andlises com 5ng e 20 ng DNAs a amplificagdo do evento especifico BT11
(Impacto TL) foi muito maior em relagdo aos demais e ainda, a temperatura de
dissociacdo foi diferente para o evento Btll, permitindo sua diferenciacdo especifica
Com 50ng de DNA (figura 1) os iniciadores Bt11FN e Bt11RN foram totalmente
especificos para o evento Bt11.

Pela tabela 3 e figura 2 que apresentam os valores de Cts e curvas de
amplificacdo e dissociacdo de amostras com os iniciadores Y GFN e YGRN para andlises
com 5ng, 20 ng e 40 ng DNAs, verificou-se que as amplificagcbes observadas para o
evento YieldGard nas amostras DKB390Y G e AG8088RR2, apresentaram valores de Ct
menores, confirmando a presenca deste evento. Andlises com 5ng e 20 ng ndo foram

especificas. Com 40 ng, embora a amostra DKB390PRO tenha também apresentado
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leitura de Ct, é de maior valor e o Tm € diferente para andlises com 5ng, 20 e 40 ng,
possibilitando a diferenciacdo do evento YieldGard. Andlises com 50 ng ndo detectaram
0 DKB390PRO, porém também ndo o evento AGB088RR2.

Verificou-se de acordo com a tabela 4 e figura 3, que os Cts do evento
YiddGard VT PRO para andlises com 5 e 20 ng de DNA das amostras sO n&o
diferenciaram a amostra Impacto TL, a qual, porém, apresentou valores mais atos de Ct,
enquanto a andlise com 50 ng de DNA das amostras foi completamente especifica para o
evento YieldGard VT PRO.

Na Tabela 5 e Figura 4 estdo apresentados os vaores de Ct e curvas de
amplificagdo das curvas padrdo, realizada com as diluigbes S1, S2 S3 e 4 dos DNAs
das cultivares 30F35 ndo transgénica para o par de iniciadores ADHN, Impacto TL para
o par de iniciadores Bt11N, DKB390Y G para o par deiniciadores Y GN e DKB390PRO
parra o par de iniciadores 38094N, cujas reagcOes resultaram, respectivamente, nas
eficiéncias de PCR de 0,94, 0,97; 0,93 e 0,95.

Conclusdes
Através da otimizagdo das andises os iniciadores desenvolvidos diferenciaram
especificamente os eventos de milho Bt11, YieldGard e YidldGard VT PRO. As reagoes
das curvas padréo resultaram nos valores de eficiéncia de PCR para os iniciadores do
gene Adhl, eventos Btl1l, YieldGard e YieldGard VT PRO de, respectivamente, 0,94;

0,97; 0,93 e 0,95, comprovando a eficiéncia das reagdes.
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Tabelal. Sequéncia dos iniciadores utilizados para cada evento com as temperaturas em °C para o
anelamento (Ta) e dissociagdo ou “melting” (Tm) e tamanho da amplificacdo em pares de bases (C)

Iniciador/Nome Sequéncia5'-3’ Tm | Ta | C
comercial
Bt11F/Agrisure TL GGG TTG TGT GGC CAT TTATC 70 | 48 | 104
Bt11R/Agrisure TL TGA CGC TCA GTG GAA CGA A 71
Bt11INF/Agrisure TL GGG TTG TGT GGC CAT TTATCA TC 76 | 49 | 73
Bt11INR/Agrisure TL ACG CTC AGT GGA ACG AAA ACT CA 77
YGF/YieldGard GAC GAA GGA CTC TAA CGT TTA ACA 71 | 48 | 83
YGR/YieldGard ACCTTCCTT TTC CACTAT CTT CAC 71
YGNF/YiddGard AGG ACGAAGGACTCT AACGTTTAACATC | 77 | 49 | 86
YGNR/YiddGard CACCTT CCT TTT CCA CTA TCT TCA CA 76
89034F/YG VT PRO CAT ATT GAC CAT CAT ACT CAT 60 | 40 | 70
89034F/YG VT PRO GTA TCT ATAATACCGTGGTTT 59
89034NF/YGVT PRO [ TTCTCCATATTGACCATCATACTCATTGC | 79 | 49 | 141
89034NF/YG VT PRO | AAG CTA GAT GTG CCA TGA AGA AACTTT G | 79
ADHF CCC GTc gtt Tcc cat cte ttc Ct 80 | 55 | 141
ADHR TCC GAG ACCCTCAGT CCG ACA GT 80
ADHNF CCG Tcg ttT ccc atc tet teC t 77 | 53 | 128
ADHNR AGT CCG ACA GTC CCT CACCAGTTA 77

Tabela2. Leitura dos Cts com o par de iniciadores Bt11INF(134nM) e Bt11NR(67nM) para 5ng, 20ng e
50 ng DNA de vérios eventos em gréos de milho, com a temperatura de dissociagdo (Tm)
Evento Detector Ct/5ng  Ct/20ng Ct/50ng Tm/5ng  Tm/20ng Tm/50ng

IMPACTOTL Btll 28,2 26,54 28,13 78,3 78 76,7
IMPACTOTL Btll 27,85 25,6 27,33 78,6 78,7 77,7
DKB390YG Btll 33,96 38,88  Indeterm 78,3 815 81

DKB390YG Btll 33,42 38,14  Indeterm 78,6 815 81,2
AGB088RR2 Btll 37,25  Indeterm Indeterm 79 75,6 78,7
AGB088RR2 Btll 39,71  Indetermi 5,05 79,3 79,4 79,1
DKB39%0PRO  Btll 38,77 37,71 4,9 81,7 81,8 815
DKB39%0PRO  Btll 36,6 38,33  Indeterm 814 81,8 815

30F35HXx Btll 35,27 Indeterm 4,73 76,6 79,8 83,2
30F35HXx Btll 37,58  Indeterm Indeterm 77,6 84,5 83,2
NTC Btll 37,56 37,83  Indeterm 79,3 79,8 79,1
NTC Btll 38,42 38,23  Indeterm 80,4 84,5 76,7
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Figura 1. Curvas de amplificacdo e dissociagdo para 50 ng DNAs de vérios eventos com os iniciadores
Bt11FN e Bt11RN.

Tabela 3. Leitura dos Cts com 134nM para cada iniciador YGNF e YGNR, para 5, 20 e 40 ng DNA de
varios eventos em gréos de milho, com a temperatura de dissociagdo (Tm)
Evento Detector Ct/5ng  Ct/20ng Ct/40ng Tm/5ng  Tm/20ng Tm/40ng

DKB390YG Y Gard 34,2 33,61 35,22 76 77 77
DKB390YG Y Gard 33,93 33,49 33,33 76,6 77,7 77,3
DKB390PRO Y Gard 36,6 37,63 38,55 79,7 79,7 79,4
DKB390PRO Y Gard 36,86 37,62 38,69 79,8 79,3 79,7
IMPACTOTL Y Gard 37,71 38,85 Indeterm 77,7 78 77,7
IMPACTOTL Y Gard 37,89 38,03 Indeterm 77,4 78 77,7
AGB088RR2 Y Gard 34,45 32,43 33,72 78,3 78,3 78
AGB088RR2 Y Gard 33,65 32,77 35,22 74,9 78,3 78
30F35Hx Y Gard 35,47 37,59 Indeterm 73,2 80,1 79,4
30F35Hx Y Gard 35,92 37,89 Indeterm 73,6 80,1 79,7
NTC Y Gard Indeterm Indeterm Indeterm 78,3 79,1 79,4
NTC Y Gard Indeterm Indeterm Indeterm 78 76 80,1
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Figura 2. Curvas de amplificaco e dissociagdo de 40ng DNAs dos eventos da Tabela 3 com os
iniciadores YGNF e YGNR.
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Tabela 4. Leitura dos Cts com o par de iniciadores 89034NF(134nM) e 89034NR(67nM) para 5ng,
20ng e 50 ng DNA de vérios eventos em gréos de milho, com a temperatura de dissociacao (Tm).

Evento Detector Ct/5Sng Ct/20ng Ct/50ng Tm/5ng  Tm/20ng Tm/50ng
DKB390PRO 89034 36,34 34,37 33,48 76,9 77,4 76,3
DKB390PRO 89034 36,04 33,47 27,62 77,3 77,7 77
DKB185PRO 89034 3579 38,31 29,13 77,3 77,4 77,4
DKB185PRO 89034 35,65 35,81 33,56 77,3 77,7 77,7
DKB390YG 89034  Indeterm Indeterm 48 65,9 80,1 80,5
DKB390YG 89034  Indeterm Indeterm 5,62 74,5 80,8 80,8
IMPACTOTL 89034 38,69 39,45 4,85 76,2 76,7 76,3
IMPACTOTL 89034 399 38,85 Indeterm 76,2 76,7 76,3
30F35HXx 89034 Indeterm Indeterm 4,78 76,2 77 76,3
30F35Hx 89034 Indeterm Indeterm 5,62 76,2 77 76,3
NTC 89034 Indeterm Indeterm Indeterm 66,6 67,3 66
NTC 89034 Indeterm Indeterm Indeterm 80,7 66,6 73,6
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Figura 3. Curvas de amplificacdo e dissociacdo para 50 ng DNAs dos eventos da Tabela 4 com os
iniciadores 89034NF e 89034NR
Tabela 5. Leitura dos Cts para o par de iniciadores ADHN (134nM cada), Bt11N, YGN e 89034N, com
as diluigdes S1, S2, S3 e $4 dos respectivos DNAs: 30F35 ndo transgénico, Impacto TL, DKB390YG e
DKB390PRO.

Diluicdo Detetor Ct Detetor Ct Detetor Ct Detetor Ct Log S
S1 ADHN 30,24 BT11 28,71 YGN 31,38 89034 29,88 3
S1 ADHN 30,07 BT11 28,58 YGN 31,38 89034 30,25 3
S1 ADHN 30,24 BT11 28,48 YGN 31,45 89034 30,18 3
S2 ADHN 32,95 BT11 31,25 YGN 34,74 89034 32,85 23
S2 ADHN 32,75 BT11 31,34 YGN 34,4 89034 32,53 23
S2 ADHN 33,15 BT11 31,39 YGN 344 89034 32,46 23
S3 ADHN 35,12 BT11 33,59 YGN 36,26 89034 35,38 16
S3 ADHN 3557 BT11 33,59 YGN 35,13 89034 35,23 16
S3 ADHN 3545 BT11 33,54 YGN 36,09 89034 3554 16
A ADHN 37,46 BT11 36,04 YGN 38,79 89034 37,17 0.9
A ADHN 37,33 BT11 35,41 YGN 38,79 89034 3741 0.9
A ADHN 37,63 BT11 35,73 YGN 38,70 89034 37,52 0.9

NTC ADHN Indet BT11 Indet YGN Indet 89034 Indet
NTC ADHN Indet BT11 Indet YGN Indet 89034 Indet
NTC ADHN Indet BT11 Indet YGN Indet 89034 Indet
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Figura 4. Curvas de amplificagdo das curvas padréo realizadas com as dilui¢Bes de DNA de acordo com
a Tabela5 com osiniciadores: A- ADHN; B- Bt11N; C- YGN; D- 89034.

0096



