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quantitativo. 86 f. Dissertacdo (Mestrado em Genética e Biologia Molecular) —
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RESUMO

As ferramentas de biotecnologia tém proporcionado nos dias atuais o
desenvolvimento de organismos geneticamente modificados (OGMs), sejam
microorganismos, plantas ou animais. Plantas geneticamente modificadas (PGM)
possibilitam a solugdo de problemas na produg¢do, agregando valor aos produtos
agricolas e em varias situagdes, oferecendo alternativas importantes para a melhoria
na qualidade de vida humana e do ambiente. Apds a obtencdo de plantas GM, a
caracterizagcdo molecular dos eventos constitui uma etapa essencial para a
identificacdo das linhagens mais promissoras, que venham constituir o evento GM
elite, a ser utilizado como linhagem parental no programa de melhoramento. A
caracterizagdo molecular quanto ao numero de cépias do transgene, bem como do
sitio de insergdo, permite inferir sobre a estabilidade do genoma receptor apos a
transformacao génica. Este trabalho teve como principal objetivo avaliar a eficacia
da quantificagdo do numero de cépias transgenes no genoma da soja utilizando a
metodologia de PCR quantitativo (QPCR) comparando-a a técnica pioneira de
Southern blotting. Foram testados 2 sistemas de quantificagcdo por gPCR por
quantificagcao relativa, baseados em DNA gendémico, um que empregou a formula 2°
AACt " utilizando uma amostra com nimero de cépias do transgene conhecida como
calibradora; e outro, que utilizou a prépria referéncia endégena como calibrador,
através da férmula 2°Y2. Além destes, plasmideos recombinantes, contendo as
regides de interesse (transgene) e parte do gene da lectina clonados, foram
utilizados para a construgcéo de curvas de calibragao para determinacédo do numero
absoluto de copias do transgene no genoma da soja. Para determinagao da exatidao
dos diferentes sistemas os resultados foram comparados com os obtidos através da
técnica de Southern blot. Nove eventos GM contendo o gene DREB1A tiveram o
namero de copias dos cassetes transgenes quantificados via qPCR por
quantificacao relativa. De acordo com os resultados, 9 eventos tiveram o niumero de
copias dos cassetes determinados pelas duas metodologias de qPCR por
quantificacdo e confirmados por Southern blot. Os resultados demonstraram que
ambos os métodos de quantificagao relativa possibilitaram a quantificagdo exata do
numero de coépias do transgene no genoma das amostras testadas. O emprego da
prépria referéncia endégena como calibradora foi mais precisa, uma vez que elimina
variagdes na amplificacdo que possam ocorrer entre amostra/calibrador. Tais
resultados indicam a potencialidade, além da praticidade e rapidez, do emprego da
técnica de qPCR para realizar o screening inicial de plantas GM na selegao de
eventos com baixo numero de coépias, e, consequentemente, na aceleracdo do
desenvolvimento de eventos GM elites.

Palavras-chave: Numero de cépias. PCR quantitativo. Eventos GM. Southern blot.
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determining the number copy of transgenes into the genome of soybean by
PCR quantitative. 86 f. Dissertation (Master's degree in Genetics and Molecular
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ABSTRACT

Biotechnology has allowed the development of genetically modified organisms
(GMOs) permitting the solution of many production problems aggregating values to
agriculture products and offering, in many situations, important alternatives in human
life and environment quality. After obtain a GM plant, events molecular
characterization is an essential step to identity more promising lines, which is the GM
elite event, to be used as parental line in a breeding program. Molecular
characterization of number of transgene copies and also insertion site allows inferring
the stability of receptor genome after genetic transformation process. This work had
as principal objective to develop and to evaluate the efficiency on quantification of
transgene cassettes insertion in soybean genome and the number of copies utilizing
the quantitative PCR methodology compared to a pioneer technique Southern
blotting. Two systems were tested to quantify the number of copies by quantitative
PCR, one based in genomic DNA, which used the relative quantification by the 2724t
formula and other using the endogenous reference as calibrator. Recombinant
plasmids, containing the interested region (transgene) and part of lectin gene, which
was used as endogenous reference, were cloned to construct calibration curves to
determine the absolute number of copies of the transgene in soybean genome
together with genomic DNA. To determine the precision of the different systems,
results obtained were compared to the Southern blotting technique. Nine GM events
containing the DREB1A gene had the number of transgene copies quantified, using
PCR QT by relative quantification. According to the results nine events had the
number of cassettes determinate by two methodologies of PCR QT and confirmed by
Sothern blotting. Results demonstrated that both relative quantification methods
allowed to exact quantification of transgene copy number in the genome of the tested
samples. The use of the endogenous reference as calibrator sample was more
precise, once variations on sample/calibrator amplification are eliminated. These
results indicates the potential besides the practical and fastness of gqPCR technique
to make the initial screening of GM plants for selection of events with lower copy
numbers and consequently the acceleration of development of GM elite events.

Keywords: Copy numbers. Quantitative PCR. GM events. Southern blot.
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1 INTRODUGAO

A soja é o principal produto do agronegdcio brasileiro, sendo que o
total de area cultivada com essa leguminosa vem crescendo a cada ano, com
consequente aumento de producao (SCHUSTER et al., 2007), o que tem contribuido
para que o Brasil seja o segundo maior produtor mundial do grdo. Segundo a
Companhia Nacional de Abastecimento (Conab), a safra de 2007/08 foi de 60,05
milhdes de toneladas, superior a safra passada em 2,8% (1,66 milhdes de
toneladas) (CONAB, 2008).

Apesar dos aspectos positivos relacionados a sojicultura no Brasil,
estresses abidticos, como a seca, afetam a producio reduzindo consideravelmente
o rendimento final na lavoura (FARIAS et al., 1993). Estresses abidticos constituem
a primeira causa de diminuigcdo da produgdo mundial, reduzindo os rendimentos
médios da maioria das culturas em mais de 50% (BOYER, 1982; BRAY et al., 2000).

Os estados do sul do Brasil, responsaveis por mais de 40% da
producado nacional de soja perderam mais de 25% de sua produgdo nas safras
2003/2004 e 2004/2005. Somente na safra 2004/2005, que foi marcada por
condigbes climaticas mais severas ocasionadas por periodos de estiagem, as
perdas diretas nesses estados atingiram mais de U$ 2,32 bilhdes. Somente no Rio
Grande do Sul, as perdas foram acima de 70% na cultura da soja (FARIAS et al.,
2005).

Atualmente, com o advento da biotecnologia, € possivel a obtengéo
de respostas rapidas e seguras na resolucdo de questdes importantes, como a
susceptibilidade e sensibilidade vegetal a pragas e estresses ambientais. E ainda, o
desenvolvimento de espécies mais produtivas e com maior valor nutricional. Um dos
principais frutos da biotecnologia é o desenvolvimento dos organismos
geneticamente modificados (OGMs), que passaram a oferecer alternativas
importantes na resolucido de varios problemas de carater econémico e relacionados
a melhoria na qualidade de vida humana e do ambiente (MARCELINO, 2006). As
técnicas de engenharia genética aliadas a técnicas de transformagéo vegetal tém
permitido alterar a composi¢cao de componentes individuais de plantas no sentido de
aumentar as defesas contra estresses bidticos e abidticos, indo além do que se

consegue através de praticas de melhoramento convencional (BENEVENTI, 2006).
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BENEVENTI (2006), com o objetivo obter plantas de soja com maior
tolerancia ao déficit hidrico, introduziu em embrides de uma cultivar suscetivel, via
biobalistica, a construcdo rd29A:DREB1A, de Arabidopsis thaliana, contendo o
promotor estresse induzido rd29A e a regido codante DREB1A (Dehydration
Responsive Element Binding Protein), além do gene ahas, para a selegcdo dos
transformantes. Dos mais de 1500 eventos obtidos, um total de 941 foram testados
por PCR convencional, utilizando primers especificos para amplificar o cassete
transgene. Destes, 17 eventos foram identificados como positivos, sendo que, em 10
foi confirmada a presenca do transgene na geracdo T4, e destas, apenas 7
apresentaram segregacao mendeliana (3:1) (BENEVENTI, 2006).

ApOs a obtencdo de plantas GM, a caracterizagdo molecular € uma
etapa importante para selecido dos eventos mais promissores, do ponto de vista da
sequéncia do DNA inserido, numero de copias do transgene inserido no genoma, a
identificacdo do seu(s) sitio(s) de insercédo, niveis de expressao do transgene,
segregacao mendeliana, avaliagdo fenotipica, entre outras. Esta etapa é essencial
para a identificagdo das linhagens promissoras, que constituem o evento GM elite, a
ser utilizado como linhagem parental em programas de melhoramento.

Na avaliagdo molecular, sdo conduzidos ensaios de caracterizagao
da construgdo génica introduzida na espécie receptora, focando sua sequéncia,
presenca de genes marcadores que conferem resisténcia a antibidticos e/ou
herbicidas e genes que possam restringir a viabilidade da semente ou de estruturas
reprodutivas. Apos a avaliagdo dos parametros moleculares quanto a caracterizagao
do cassete transgene propriamente dito, a caracterizagdo molecular visa ainda
avaliar se a insergédo do transgene n&o provocou algum tipo de desestabilizagédo no
genoma (rearranjos, delecdes, silenciamanto génico, entre outros) da espécie
receptora. Neste sentido, € de suma importancia determinar o numero de copias do
cassete que foram inseridas no genoma, o sitio de insergéo, além de uma avaliagéo
do padrdo de expressao do transgene, e de outros genes, a fim de se garantir que
nao houve alteracbes em consequéncia da introducdo do cassete. Avaliar a
estabilidade dos transgenes, tanto estrutural quanto funcional, também €& importante
do ponto de vista da biosseguranca (ARAGAO et al., 1998).

Dentro deste contexto, o presente trabalho visa a caracterizacéo
molecular quanto ao numero de coépias do alvo transgene AtDREB1A inseridos no

genoma da soja, em eventos GM tolerantes a seca, utilizando a técnica de PCR
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quantitativo. Para atingir tal objetivo, o estudo foca a padronizagado de um sistema de
quantificacdo do numero de copias através do desenvolvimento de padrées de
calibragdo baseados em DNA gendmico e plasmidial, seguida da construgdo de
curvas de calibracido para quantificagcdo absoluta utilizando tais padrdes, e ainda um
sistema de quantificacdo relativa pelo método de 22! e 2°2Y2 que utiliza como
calibrador a referéncia endégena. Ambos os sistemas de quantificacdo propostos
pela técnica de PCR quantitativo foram comparados com os resultados obtidos por
Southern blot.
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2 OBJETIVOS

Desenvolver e validar um método para determinagdo do numero de
cdpias de inser¢des transgenes no genoma da soja por PCR quantitativo.
Caracterizar molecularmente linhagens de soja GM quanto ao

numero de copias do transgene através de PCR quantitativo.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver padrbes de calibragcdo baseados em DNA gendmico e
plasmidial para quantificagdo do numero de copias ou inser¢des do transgene no
genoma dos eventos de soja AtDREB1A positivo, pela técnica de PCR quantitativo
por quantificagcao absoluta;

Construir curvas de calibragcdo com padrées baseados em DNA
genbmico e plasmidial para quantificacdo de cépias de transgenes no genoma da
soja pela técnica de PCR quantitativo por quantificagdo absoluta;

Desenvolver um sistema para quantificacdo do numero de coépias ou
inser¢des do transgene no genoma dos eventos de soja AtDREB1A positivo, pela
técnica de PCR quantitativo por quantificagdo relativa pelo método 24Cte 2°42;

Avaliar a precisdo na quantificagdo do numero de cépias do
transgene no genoma dos eventos de soja AtDREB1A pela técnica de PCR

quantitativo comparado resultados obtidos com a técnica de Southern blot.



21

3 FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1 PLANTAS GENETICAMENTE MODIFICADAS: SITUACAO ATUAL NO BRASIL E NO MUNDO

A partir das descobertas de Watson e Crick, geneticistas comegaram
a desenvolver processos de laboratério para manipular e interferir nas sequéncias
de DNA, iniciando ao que ficaria conhecido como engenharia genética (LEITE,
1999).

As possibilidades abertas nas areas de saude humana e
agropecuaria logo ficaram evidentes: modificar genes (blocos funcionais de DNA
responsaveis pela codificagdo de uma proteina ou caracteristica hereditaria) para
corrigir “defeitos”, como doencas, ou introduzir caracteristicas desejadas. Uma das
formas de fazé-lo é transferir genes de um organismo para outro, quando entdo o
OGM é dito “transgénico”, pois adquire uma caracteristica que nunca fizera parte do
repertorio de sua espécie e, mais do que isso, a capacidade de transmiti-la para sua
progénie, uma vez que o trago genético € definitivamente incorporado ao genoma do
organismo. Portanto, o que caracteriza as plantas transgénicas € a inser¢do de um
gene exogeno (transgene) proveniente de outra planta, ou qualquer outro organismo
ou ainda sintetizado em laboratério, por métodos nao naturais (LEITE, 1999).

Esta metodologia obteve maior crescimento a partir da década de
80, sendo que, na China, em 1994, ja eram comercializadas variedades de fumo
resistentes ao virus TMV (Tabacco Mosaic Virus — virus do mosaico do tabaco).
Hoje, a utilizagdo de plantas transgénicas com caracteristicas diferentes e
desejaveis sob diversos aspectos (agronémicos, nutricionais, etc.) ja ultrapassa uma
area de cultivo de 143,7 milhdes de hectares, sendo que desse total, 50% da
producao foi proveniente de colheitas geneticamente modificadas (GM) plantadas
nos EUA. (JAMES, 2008). Do ponto de vista agronémico, os principais usos desta
técnica concentram-se nas culturas da soja, milho, canola, batata e algodédo, com
genes que conferem resisténcia a herbicidas, a insetos, virus, e ainda
conjuntamente a insetos e virus (HUFFMAN, 2004).

Assim, retrospectivamente, em 1994, a tecnologia estreou no

mercado consumidor norte-americano com a liberacdo do primeiro vegetal GM, o
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tomate Flavr Savr, que teve o gene que codifica a proteina poligalacturonase,
responsavel pela hidrélise de componentes da parede celular foi inativado pela
técnica de RNA anti-senso, levando ao amadurecimento tardio do fruto (KRAMMER
et al., 1994) que participa da rota ativada por etileno silenciado, de modo que tais
frutos passaram a resistir mais tempo nas prateleiras dos supermercados ao
apodrecimento. Um longo periodo de tempo foi requerido para que se pudessem
realizar todos os testes de biosseguranga desta variedade. Somente apos
comprovada sua seguranca, este fruto foi liberado para consumo humano. O mesmo
procedimento é adotado para todos os demais OGM em diferentes paises no
mundo. Deste modo, logo apdés o seu desenvolvimento, os eventos transgenes
precisam passar por varios ensaios e experimentacdo visando comprovar sua
seguranca ambiental e alimentar (HUFFMAN, 2004).

Dados recentes do Servigo Internacional para Aquisicao de
Aplicacbes de Agrobiotecnologia (International Service for the Acquisition of
Agribiotech Applications — ISAA), ligado as industrias norte-americanas, indicaram
que, em 2002, a area mundial cultivada com transgénicos estaria ao redor de 58
milhdes de hectares. Em 2007, o numero de paises que cultivam -culturas
biotecnoloégicas aumentou para 23, e incluiu 12 paises em desenvolvimento e 11
paises industrializados. Os quatro paises principais plantadores de lavouras
transgénicas sdao EUA com 57, 7 milhdes de hectares, seguidos pela Argentina com
19,1 milhdes ha, pelo Brasil com 15 milhdes de hectares e Canada com 7 milhdes
de ha. Os principais cultivos seriam, por ordem decrescente, a soja, o milho, o
algodao e a canola (JAMES, 2008).

Durante o periodo de 1996 a 2007, a proporgdo da area global
cultivada com culturas GM, nos paises em desenvolvimento, tem aumentado
consistentemente a cada unico ano. Em 2007, 43% da area global das culturas
biotecnoldégicas (com aumento de 40% em relagdo ao ano de 2006), equivalente a
49,4 milhdes de hectares, foi cultivada nos paises em desenvolvimento, onde o
crescimento foi substancialmente mais elevado (8,5 milhdes de hectares ou 21% de
crescimento (JAMES, 2008).

O Brasil iniciou sua corrida na era da biotecnologia em 1995, quando
foi criado o mecanismo legal para regulamentar as atividades ligadas a este setor,
com a aprovacgao da Lei de Biosseguranca (Lei 8974/1995) e a criacao da Comisséao

Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio) do Ministério da Ciéncia e Tecnologia
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(MARCELINO et al, 2003). No territério nacional, apenas cinco eventos
transgénicos foram liberados para plantio e comércio, a soja resistente herbicida
glifosato em 2003, o algod&o resistente a inseto, em 2005, e trés eventos de milho
resistentes a inseto em 2007, variedade algodao tolerante ao herbicida glufosinato
de aménio em 2008, milho resistente a inseto e tolerante ao glufosinato de amédnia
em 2009 (AGBIOS, 2008). Estima-se que, a area atual cultivada com OGMs no
Brasil seja de aproximadamente 15 milhdes de hectares entre as culturas da soja e
de algodao (CTNBIO, 2009).

3.2 METODOS DE TRANSFORMAGAO DE PLANTAS GENETICAMENTE MODIFICADAS

A transformacdo genética é a transferéncia (introdugdo) de uma
sequéncia de DNA (ou mais especificamente de um gene) em um organismo sem
que ocorram os processos de fecundagdo ou cruzamento (DESTRO e
MONTALVAN, 1999). Essa tecnologia tem contribuido significativamente para a
introducdo de genes visando caracteristicas de interesse agronémico em
importantes culturas. (DANG et al., 2007).

Varios métodos de transferéncia direta de DNA para plantas e
animais tém sido descritas, incluindo o bombardeamento de particulas (SANFORD
et al.,, 1987), microinjecdo (CROSSWAY et al.,, 1986), a transformacdo de
protoplastos (NEGRUTIU et al., 1987;) eletroporagdo (SHILLITO et al.,, 1985) e
transformacao utilizando fibras de silicone Whisker (THOMPSON et al., 1995).

Dentre os diversos métodos de transformagédo génica em plantas
hoje utilizados, dois tem obtido melhores resultados: a transformacdo mediada via
Agrobacterium e transformagdo por bombardeio de microparticulas, cada um
apresentando méritos especificos e limitagbes. Outros métodos também tém sido
estudados, porém, com menor emprego em larga escala. Cabe ressaltar que nao
existe um método definido com potencial para resolver os varios e distintos
problemas praticos encontrados quando se trabalha com as diversas espécies
agrondmicas (DANG et al., 2007).

Apesar da otimizagdo das técnicas de transformacéo genética, os

sitios de integracdo do DNA exdgeno e o numero de coépias, a principio, as
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moléculas sao integradas no genoma da planta, embora haja indicagdes de que se
integrem em regides com alta atividade transcricional (BRASILEIRO e DUSI, 1999).

O numero de copias dos transgenes inseridos no genoma varia de
acordo com a metodologia empregada na transferéncia de genes. Com os métodos
diretos como biobalistica, foram detectadas multiplas coépias, como também a
fragmentacdo e recombinacdo do transgene (HADI et al.,, 1996; SIEMENS e
SCHIEDER, 1996). Por sua vez, a transformagao por Agrobacterium é considerada
um processo mais preciso, com integragdo de uma ou poucas copias no genoma da
planta (DE BLOCK, 2003).

Ha uma variacdo consideravel na expressao dos transgenes em
plantas transformadas, que ndo decorre necessariamente da diferenga no numero
de copias. Assim, a atividade do gene ndo é exclusivamente determinada pelos
niveis de transcricdo. Diversos fatores podem influenciar os niveis de expresséo,
podendo levar a inativagdo do gene por inibigdo da transcricdo ou do acumulo do
RNAm. Entre estes o silenciamento de genes pode ser influenciado pelo local de
insercdo do transgene e estd associado a metilagdo do DNA receptor. Os
MicroRNAs (miRNAs) representam uma nova classe de RNAs enddgenos de
aproximadamente 22 nucleotideos, nao codificadores de proteinas, que agem como
potentes reguladores poOs-transcricionais da expressao génica em plantas e animais.
Atuam como silenciadores pds-transcricionais, que inibem a traducdo de RNAs
mensageiros-alvo influenciando multiplas vias de sinalizagdo concomitantemente e

apresentando enorme potencial regulatério (KIM et al., 2005).

3.2.1 Métodos de Transformacao

3.2.1.1 Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens € uma bactéria gram-negativa do solo
que possui a capacidade de infectar células vegetais e provocar em muitas espécies
de dicotiledbneas uma doenga conhecida como galha-da-coroa (crown gall). De

modo geral, as bactérias penetram na planta através de uma lesdo no caule
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(BROWN, 2003). O desenvolvimento da doenca esta associado a presenga, na
Agrobacterium, de um plasmidio de alto peso molecular (150 a 250 kb) conhecido
como plasmidio Ti (do inglés Tumor-inducing) (BRASILEIRO e CARNEIRO, 1999). A
expressao de genes presentes no T-DNA, os oncogenes, interfere na biossintese de
horménios pela planta, levando a formagdo da galha (ou tumor) (LACORTE e
ROMANO, 1998).

Moléculas-sinal liberadas pela planta no momento da infeccéo,
ativam genes que estdo localizados em uma regido do plasmidio Ti, chamada de
regido de viruléncia (regido vir). As diversas proteinas codificadas pelos genes da
regido vir vao promover a transferéncia de outra regiao do plasmidio Ti da bactéria
para o nucleo da célula vegetal. Essa regido, denominada T-DNA (do inglés
transferred DNA). Uma vez no nucleo da célula, o T-DNA é integrado ao genoma
vegetal e ai expresso de forma estavel (BRASILERIRO e CARNEIRO, 1999).

O mecanismo de infeccdo baseia-se em moléculas-sinal que sao
liberadas pela planta no momento da infecgéo, e ativam genes localizados em uma
regido do plasmidio Ti, chamada de regido de viruléncia (regido vir). As diversas
proteinas codificadas por estes genes promovem a transferéncia de outra regiao do
plasmidio Ti denominada T-DNA (do inglés transferred DNA) para o nucleo da célula
vegetal. Uma vez no nucleo da célula, o T-DNA é integrado ao genoma vegetal e
expresso de forma estavel (BRASILERIRO e CARNEIRO, 1999).

A preparagao de uma linhagem de Agrobacterium para ser utilizada
como vetor de transformagao em plantas inclui duas etapas distintas: inicialmente é
preciso obter linhagens “desarmadas”, isto €, linhagens nas quais o T-DNA original
foi deletado e; a seguir, inserir no vetor T-DNA, os genes de interesse (BRASILEIRO
e CARNEIRO, 1999). Uma vez construido o vetor, este deve ser transferido para a
Agrobacterium. Para tanto, trés métodos de transferéncia tém sido mais utilizados:
conjugagao, eletroporagéo e choque térmico.

A transformacao por Agrobacterium resulta em um baixo numero de
insercao de copias do transgene, mas € comum encontrar cépias em tandem de T-
DNAs integrados em um unico lécus, o que torna dificil a obtengdo de uma planta
com uma unica copia do transgene (TANG et al., 1999).

A insensibilidade de certas espécies vegetais, especialmente
Angiospermas monotileddéneas, a infeccao por Agrobacterium limita a utilizagcédo

dessa bactéria como vetor de transformacdo genética. Assim, sistemas de
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transformacdo direta, baseados em métodos quimicos ou fisicos, foram

desenvolvidos paralelamente ao sistema Agrobacterium.

3.2.1.2 Biobalistica

A biobalistica foi desenvolvida primeiramente por Sanford e
colaboradores (1992). E uma técnica tem como objetivo introduzir material genético
no genoma de plantas superiores. Esta metodologia também tem sido denominada
aceleracdo de microprojéteis, bombardeio de microprojéteis, Gene Gun (arma de
genes) etc (ARAGAO, 2000).

Esta metodologia de transferéncia direta vem sendo utilizada mais
amplamente no desenvolvimento e geragao de culturas transgénicas de interesse
comercial, sendo que a grande maioria das culturas transgénicas liberadas hoje para
consumo foram transformadas por bombardeamento por particula (JAMES, 2003).

Resumidamente, a biobalistica baseia-se no uso de microparticulas
ou microprojéteis de ouro ou tungsténio com cerca de 1 ym de diametro, envoltos
pelo DNA exdégeno que penetram na parede e a membrana celular de maneira nao
letal, alojando-se aleatoriamente nas organelas celulares. Posteriormente o DNA é
dissociado das microparticulas pela agao do liquido celular e integrado no genoma
nuclear do organismo receptor (ARAGAO et al.,1992). Esses metais apresentam
elevada massa especifica e permitem que os microprojéteis adquiram momento
inercial requerido para penetrar na parede celular em baixa velocidade (ARAGAO et
al., 2000; ARAGAO et al, 2002).

Os microprojéteis revestidos com o DNA que sera introduzido na
espécie a ser transformada s&o acelerados a uma velocidade de aproximadamente
1.500 km/h, pelo acelerador de particulas, em direcdo ao tecido alvo. Ao final do
percurso, a microparticula é retida por uma placa de policarbonato. As
microparticulas entdo se desprendem e atingem o tecido ou as células-alvo. Este
processo ocorre sob pressdo negativa (vacuo) para evitar a redugcédo da velocidade
das microparticulas. Os danos causados pelo bombardeio sdo considerados pouco
expressivos, o que faz com que a maioria das células atingidas sobreviva (ARAGAO
et al., 2000; ARAGAO, 2002; LACORTE et al., 1999).
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Apos o bombardeamento, os tecidos sao cultivados em in vitro e
regenerados, originando as plantas geneticamente modificadas (ARAGAO et al.,
2000; ARAGAO, 2002; RECH e ARAGAO, 2008). O processo de transformacéo de
soja foi patenteado pela EMBRAPA Pat. n° WO09918223A1, que se define para a

selecao dos transformantes.

3.3 CARACTERIZACAO MOLECULAR

A caracterizagcdo molecular de um organismo geneticamente
modificado € uma etapa essencial que visa identificar os melhores eventos, tanto
guanto ao numero de copias no genoma, como a adequada insergao dos elementos
introduzidos, para identificar aqueles que tenham melhor potencial para avancar
geragbes e ser mais intensivamente trabalhado em programas de melhoramento
genético. Variedades com integragdo de multiplas cépias podem ter o gene
silenciado por mecanismos de silenciamento génico poés transcricional
(VAUCHERET et al., 1998) ou apresentarem maiores dificuldades no
desenvolvimento de variedades comerciais geneticamente estaveis.

Eventos transgénicos podem sofrer rearranjos antes ou durante a
integracdo no genoma hospedeiro (KOHLI et al.,, 1999b) e no sitio de inser¢ao no
genoma (MAKERAVITCH et al. 2003; SAWASAKI et al. 1998; SVITASHEV et al.
2002).

A — Identificacdo dos eventos positivos

A capacidade de identificar os eventos positivos € uma das
principais estratégias moleculares na caracterizagdo inicial dos transformantes,
detectando-se e identificando-se ou n&o a presencga do transgene. Esta identificagdo
pode ser analisada em nivel de DNA, RNAm, proteina, metabdlito ou um através de
um fenotipo respectivo (BRASILEIRO e CARNEIRO, 1998; LUBECK, 2002). Para
isso utilizam-se varias técnicas, entre elas a PCR convencional, ensaios
imunoldgicos ou bioensaio com herbicidas, dependendo do tipo de molécula que se

deseja utilizar. (LUBECK, 2002). O método conhecido como bioensaio com
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herbicidas, que permite a caracterizacao fenotipica, testa a presenca ou auséncia de
resisténcia a alguns herbicidas, e consiste na germinagdo de sementes em meio
contendo o herbicida especifico, onde sementes transgénicas e n&o transgénicas
apresentaram respostas distintas (LUBECK, 2002).

Os imunoensaios, como por exemplo, ELISA (Enzime-Linked
Immunosorbent Assay) (ENGVALL e PERLMAN, 1971), sdo métodos de deteccao e
quantificacdo das proteinas (exdgenas ou nao) expressas. Essa técnica tem a
vantagem de ser rapida e permitir a andlise de um grande numero de amostras,
possibilitando a analise de populagbes de plantas transgénicas (BRASILEIRO e
CARNEIRO, 1999). E uma técnica bastante sensivel, detectando alguns
nanogramas da proteina de interesse. A metodologia € simples, direta e
reprodutivel. E considerado um método preciso e tem sido utilizado por diversos
laboratérios na identificagdo de amostras transgénicas. (ARAGAO e RIBEIRO, 1998;
LUBECK, 2002).

O principal componente de um imunoensaio € um anticorpo com
especificidade elevada a uma molécula alvo (proteina exégena). Os imunoensaios
podem ser altamente especificos e as amostras necessitam apenas de uma simples
preparacdo antes de serem analisadas (ARAGAO e RIBEIRO, 1998; LUBECK,
2002).

A reagao de polimerizagdo em cadeia da DNA polimerase (PCR -
Polymerase chain reaction) foi desenvolvida na década de 1980, por Kary Mullis
(1987). Nesta técnica, a sintese enzimatica, in vitro, de milhares de cépias de
sequéncias especificas de DNA, inicialmente utilizado como molde, é realizada.
Cada ciclo de amplificacdo envolve trés etapas: inicialmente, o DNA molde é
submetido a uma temperatura de 92°C a 95°C para desnaturacdo da molécula e
abertura da fita dupla; na proxima etapa, ocorre 0 anelamento dos primers, um par
de oligonucleotideos especificos que se ligam a sequéncias complementares no
DNA molde, delimitando a sequéncia que sera copiada e amplificada e, finalmente, a
temperatura é elevada a 72°C para a enzima DNA polimerase realizar a extensao
das fitas de DNA a partir de cada terminal 3' OH livre. Esta extensdo compreende a
adicdo de nucleotideos, utilizando como molde a sequéncia alvo de DNA, ou seja, a
sequéncia da qual se deseja obter grande numero de cépias. Este ciclo é repetido

algumas vezes e, a cada ciclo, a quantidade de DNA alvo segue aumentando em
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progressao geomeétrica e, no final, a quantidade de DNA alvo produzido € mais de
um milhdo de vezes a inicial (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

O processo todo possui trés fases: a fase exponencial, quando
exatamente o dobro do produto € acumulado a cada ciclo assumindo 100% de
eficiéncia da reacéo; a fase seguinte, denominada linear, em que os componentes
da reacgao estdao sendo consumidos e a reagao € mais lenta e; na fase final de platd,
a sintese nao ocorre mais de modo exponencial, ha acumulo de inibidores e
escassez de reagentes. A deteccdo dos produtos amplificados é realizada nesta
fase, no final dos ciclos de reagdo. Para isso, os fragmentos amplificados séo
separados por tamanho por eletroforese em gel, que é corado com brometo de
etidio, para visualizagdo. O PCR tradicional € uma técnica de baixa precisdo e
resolugao, permitindo apenas uma discriminagdo de tamanhos de fragmento, e ndo
€ quantitativo, uma vez que seus resultados nao sao emitidos com valores absolutos
e a quantidade dos fragmentos amplificados sdo visualizados na fase platd
(KUBISTA et al., 2006).

B - Avaliacdo da expressao génica

Uma vez identificado o evento positivo para a construgdo génica
exdgena inserida no material biolégico, a proxima etapa consiste na analise da
expressao do cassete, uma vez que o local de inser¢cdo no genoma no processo de
transformacao € ao acaso, podendo ou ndo o DNA de interesse ter se inserido em
sitios de expressao.

Metodologias para andlise da expressdo génica tém sido
desenvolvidas nos ultimos anos. A técnica de Northern blot € uma opg¢ao
metodoldgica no estudo da expressao no nivel de RNA mensageiro (ALWINE et al.,
1977). O ensaio de protecéo de ribonuclease (RPA - Ribonuclease Protection Assay)
detecta qualitativamente a expressdo de um determinado gene, podendo ser
utilizado para identificagdo de mais de um mRNA alvo (AMBION, 2006). Ja os
microarranjos de DNA (microarrays) consistem em uma metodologia que analisa a
expressdo génica em escala genbmica, testando milhares de genes
simultaneamente (EISEN e BROWN, 1999). Outras metodologias, como Differential
Display (DD) (MATZ e LUKYANOV, 1998), permitem o estudo de diversos genes,

porém, com desenvolvimento limitado quando comparadas aos microarranjos de
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DNA (FREEMAN et al., 2000). A principal limitacdo de todas essas técnicas é a
baixa sensibilidade comparativa. Atualmente, o PCR em tempo real tem sido o
método mais empregado na quantificagdo de niveis de expressao génica em menor
escala. Nesta metodologia, o acumulo do produto amplificado é detectado a cada
ciclo da reacado de polimerizacdo em cadeia da DNA polimerase, os dados séo
coletados na fase exponencial desta reagao (APPLIED BIOSYSTEMS, 2004).

C - Avaliacao dos sitios de insercao

Para a avaliacao do sitio de inser¢cao do fragmento GM é necessaria
a obtencédo de informagdes sobre a sequéncia de DNA na jungdo entre o0 genoma da
planta e o inserto, bem como da sequéncia do proprio inserto, e fim de se verificar a
presenca de rearranjos (WINDELS et al., 2001). A caracterizagdo do sitio de
insergao nos eventos que possuam uma coépia (por genoma hapléide) do transgene
facilita o processo.

A identificagcao do sitio de insercdo é de extrema importancia para
saber se o gene inserido no organismo sofreu ou ainda provocou no genoma
receptor algum tipo de rearranjo ou perdas. A ocorréncia de “open reading frames”
(ORFs) ou promotores incompletos pode provocar o aparecimento de proteinas
fundidas, ou ainda, se este gene exdgeno esta inativando ou alterando qualquer
padrdo de expressao génica, ou sofrendo efeito de posi¢do. As consequéncias
(efeitos) nao intencionais podem ser classificadas como efeitos inseridos, ou seja,
relacionados a posigdo de insergdo do gene de interesse, ou como efeitos
secundarios, associados com a interagdo entre os produtos expressos do gene
introduzido e as proteinas endoégenas e metabdlitos. De modo geral, a avaliagao de
efeitos ndo intencionais deve ser estudada caso-a-caso, utilizando-se métodos
adequados e considerando fatores téxicos e antinutricionais nao intencionais,
através de uma analise dos constituintes e das caracteristicas GM (MARIN, 2007).

Uma técnica utilizada para caracterizar sitio de insercdo € a
conhecida como Tail-PCR (Thermal Asymmetric Interlaced Polymerase Chain
Reaction), e constitui um método rapido e eficiente para amplificar sequéncias
desconhecidas adjacente a sitios de insergdo. Nested, que s&o primers sequéncia
especifica sao utilizados juntamente com primers degenerados arbitrarios (AD

primers), que diferem em suas temperaturas de anelamento. Alterando ciclos com
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temperaturas de anelamento menores e maiores os produtos especificos sao
delimitados pelo primer insercdo especifico e pelo primer degenerado. A crescente
disponibilidade de sequenciamento de todo o genoma confere a Tail-PCR uma
ferramenta interessante para identificar facilmente sitio insercdo em grandes
genomas, através de sequenciamento diretos dos produtos da Tail-PCR. Para a
analise em escala gendmica, em que se deseja obter sequéncias flanquiadoras de
cada individuo da uma populacdo de uma maneira rapida e de custo acessivel, tal
técnica seria interessante (SINGER e BURKE, 2003).

D — Técnicas para a determinagdo do numero de cépias do

transgene inserido

Plantas transgénicas com multiplas cépias de DNA demonstraram
ser mais propensas a apresentar silenciamento génico. Conseqlientemente, como
um meio de melhorar a eficiéncia de produgao plantas GM, os eventos transgénicos
com multiplas copias devem ser eliminados o quanto antes do processo, de modo
que os esforcos possam ser concentrados em eventos de baixo numero de cépias
(VAUCHERET et al., 1998).

Historicamente, o Southern blot constitui o método mais tradicional
para esta analise para determinagédo do numero de copias de um gene no genoma
de uma espécie. Foi desenvolvida por Edwin Southern, em 1975, e se baseia em
hibridizacdes entre as moléculas de DNA alvo com sondas marcadas com isotopos
radioativos ou quimiofluorescéncia. O protocolo consiste na digestdo do DNA por
uma ou mais enzimas de restricdo, separacao do produto obtido por eletroforese em
gel de agarose, transferéncia do DNA desnaturado para uma membrana de nailon
ou nitrocelulose, fixagdo do DNA a membrana seguida da hibridizagcdo com uma
sonda contendo a sequéncia de interesse. Embora esta metodologia seja mais
demorada e trabalhosa, ainda € utilizada para confirmagdo e caracterizagao
molecular dos eventos elite GM. No entanto, como no desenvolvimento inicial de
plantas GMs sao gerados um grande numero de linhagens faz-se necessario a
utilizacdo de métodos mais rapidos e confiaveis para selegao e triagem dos eventos
potenciais (ROMANO, 1998). Sendo assim o emprego desta técnica em analises de
rotina, pois 0 método é laborioso e demorado (MASON et al., 2002), o que torna

impraticavel a utilizacdo para a em larga escala. Deste modo, utilizagdo dos recursos
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de uma perspectiva simples e confiavel para a rapida determinagcao do numero de
copias seria altamente desejavel para a eliminagao eventos com multiplas insergdes.

A possibilidade de monitorar niveis de quantificacdo em tempo real
de trouxe uma evolugéo significativa ao processo de quantificagdo de fragmentos de
acidos nucléicos através da técnica de PCR em tempo real ou PCR quantitativo.
Essa técnica proporciona altos niveis de precisao, especificidade e sensibilidade
com maior reprodutibilidade de maneira precisa, porque determina valores durante a
fase exponencial da reagéo.

Através da PCR quantitativo, a quantificagdo do fragmento
amplificado pode ser realizada através da quantificagdo relativa, normalmente
utilizada para quantificagcdo dos niveis de expressao génica, ou absoluta, que
determina o numero exato de moléculas ou cépias do fragmento alvo.

Na quantificacdo relativa para determinar o niumero de cépias do
transgene, o gene alvo € comparado ao numero de copias de um gene enddgeno,
que tenha seu numero de copias na espécie em questdo determinado e,
preferencialmente, que apresente baixo numero de cépias. Deste modo, o numero
de copias do gene alvo é determinado em relagdo a um gene enddégeno que pode
funcionar como proprio calibrador na propria amostra, ou ainda se utilizar uma
amostra ndo transgénica como calibradora (MARCELINO, 2006).

Na quantificagdo absoluta, o numero de copias do gene alvo é dado
em termos absolutos e requer quantidades absolutas de um padrdo a ser utilizado
na preparacao da curva de calibracdo. Para este tipo de quantificacdo os padroes
absolutos os mais utilizados s&o baseados em DNA plasmidial, gend6mico e RNA
sintetizado in vitro, para a constru¢ao de curvas padrao.

O ponto que detecta o ciclo na qual a reagao atinge o limiar da fase
exponencial € denominado de Cycle Threshold (Ct). Este ponto permite a
quantificacdo exata da fluorescéncia. Através da emissédo da luz pelos compostos
fluorescentes (moléculas que absorvem e emitem luz em comprimento de onda
especifico) gera um sinal que aumenta na propor¢gdo direta da quantidade de
produto da PCR. Com isso, os valores da fluorescéncia sao gravados durante cada
ciclo e representam a quantidade do produto amplificado. Os compostos

fluorescentes mais utilizados sdo o SYBR Green®e TagMan®™



33

3.4 PCR QUANTITATIVO NA QUANTIFICAGAO DE INSERCOES TRANSGENES EM GENOMAS

O PCR em tempo real ou PCR quantitativo (QPCR) possibilita o
monitoramento ciclo a ciclo na reagcao de amplificacdo, fato que revolucionou o
processo de quantificacdo de fragmentos de DNA e RNA. Na gqPCR realiza-se a
quantificacdo destes acidos nucléicos de maneira precisa e com maior sensibilidade
e reprodutibilidade, pois a mesma é realizada durante a fase exponencial da reacéo,
através da medicdo da intensidade de fluorescéncia emitida pelos fluoréforos, a
medida que os mesmos vao sendo incorporados as fitas recém sintetizadas.
(NOVAIS et al., 2004). O valor denominado limiar ou threshold é calculado em
funcdo da quantidade de fluorescéncia basal (background). Neste ponto, o sinal de
fluorescéncia gerado pela amostra é significativamente maior que a fluorescéncia
basal. A quantidade de ciclos de PCR requerida para que cada amostra emita
fluorescéncia suficiente para alcangar este ponto € definido cycle threshold ou Ct. O
Ct é especifico para cada amostra e € inversamente proporcional a quantidade
inicial do alvo presente na reacdo. Este valor € a base para a quantificacdo pela
PCR quantitativo (KUBISTA et al., 2006).

A emissdo dos de compostos fluorescentes gera um sinal que
aumenta na proporcdo direta da quantidade de produto da PCR amplificado e
consequentemente da amostra inicial. Sendo assim, os valores da fluorescéncia sao
captados e gravados durante cada ciclo da reagao e representam a quantidade de
produto gerado. Os compostos fluorescentes atualmente nas pesquisas utilizando
qPCR mais utilizados sdo o dye intercalante Sybr®Green e a sonda de hidrdlise
TagMan® (NOVAIS et al., 2004).

Durante a fase exponencial de amplificacdo € possivel determinar
um valor de intensidade de fluorescéncia, na qual todas as amostras podem ser
comparadas. Este valor € denominado Limiar ou threshold e é calculado em fungao
da quantidade de fluorescéncia basal (background). Neste ponto, o sinal de
fluorescéncia gerado pela amostra é significativamente maior que a fluorescéncia
basal. A quantidade de ciclos de PCR requerida para que cada amostra emita
fluorescéncia suficiente para alcancar este ponto é definido cycle threshold ou Ct. O

Ct é especifico para cada amostra e é inversamente proporcional a quantidade
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inicial do alvo presente na reacdo. Este valor € a base para a quantificacdo pela
PCR quantitativo (HIGUCHI et al., 1993).

Esta técnica tem sido utilizada para determinar cépia numero do
gene inserido (CHIANG et al.,, 1996), niveis de mRNA (LEUTENEGGER et al.,
1999), bem como para a deteccdo de DNA viral (TANAKA, et al.,, 2000) e entre

outras aplicagdes.

3.4.1 Metodologia Sybr® Green

O dye intercalante Sybr® Green possui alta afinidade pela molécula
fita dupla de DNA Esta molécula emite pouca fluorescéncia em solugcdo, mas quando
ligado a uma molécula fita dupla de DNA emite um forte sinal e sob excitacdo emite
luz. Assim, com o acumulo do produto amplificado na PCR, a fluorescéncia aumenta
proporcionalmente e é entdo detectada. E um método simples e econémico, pois
nao necessita de sintese de sondas especificas, de baixo custo, facilidade de uso e
sensibilidade, podendo ser utilizado em laboratorio para analise de um grande
numero de genes. A desvantagem da técnica € que a molécula do dye Sybr® Green
pode se ligar a qualquer fita dupla de DNA na reagdo, como produtos inespecificos
de amplificacdo e/ou dimeros de primers, superestimando o resultado final, uma vez
que o sinal de fluorescéncia emitido pode corresponder a ambos, os fragmentos
especificos ou ndo (KUBISTA et al., 2006).

3.4.2 Metodologia TagMan®

A metodologia TagMan® utiliza além dos primers, uma sonda interna
duplamente marcada, na extremidade 3’ com uma molécula dye quencher e na
extremidade 5’, com uma molécula dye repérter.formada por uma sonda de 20-30
nucleotideos se hibridiza na parte interna da sequéncia entre os primers forword e

reverse da PCR. Esta sonda possui um dye quencher na extremidade 5’ que captura
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a fluorescéncia emitida pelo dye reporter, localizado na extremidade 3’, que quando
ocorre a separagao das moléculas pela atividade exonuclease 5 da enzima Taq
(HOLLAND et al., 1991) clivando a sonda, o repdrter e o quencher sao separados e
a emissao do reporter ndo € mais capturada pelo quencher, resultando em um
aumento da emissao da fluorescéncia, sendo os produtos da PCR detectada pelo
sistema o6ptico do aparelho e interpretada como amplificagao positiva e quantificavel
(KUBISTA et al., 2006). Esse processo ocorre em cada ciclo e ndo interfere na
acumulagao exponencial do produto de PCR (GIULIETTI et al., 2001).

A emissdo de fluorescéncia €& contida pelo FRET (FRET -
Fluorescence Resonance Energy Transfer - Transferéncia de Energia Ressonante
por Fluorescéncia), que resulta na distdncia entre os dyes (fluoroforos), que
dependente entre os estados excitados eletronicos de duas moléculas dyes na qual
os ions excitados sao transferidos de uma molécula doadora (dye repdrter) a uma
molécula receptora (dye quencher), sem a emissdao de um féton. Quando as
moléculas dyes estdo proximas, ocorre transferéncia de energia e ndo ocorre
emissao de fluorescéncia, que sé acontece quando os fluoroforos estdo distantes
espacialmente, inibindo a transferéncia de energia e permitindo a emissdo da
fluorescéncia (VALASEK e REPA, 2005).

Esse tipo de quimico apresenta um custo elevado, pois a sintese de
sondas especificas é necessaria. No entanto, este sistema pode ser utilizado em
reagcdes multiplex, ou seja, reagdes onde mais de um par de primers pode ser
usado, detectando diferentes seqiéncias alvos Além disso, apresenta maior
especificidade que a metodologia Sybr® Green, uma vez que, além dos primers
utilizados serem especificos para o gene de interesse, sondas especificas também

s&o utilizada na reac&o de amplificacdo (KUBISTA et al., 2006).

3.5 QUANTIFICACAO ABSOLUTA PARA DETERMINACAO DO NUMERO DE COPIAS DE
INSERCOES DE TRANSGENE

A quantificagdo absoluta determina o numero exato de numero de
copias, onde usualmente utiliza-se o método curva padrao. Trabalhos realizados por

Niesters em 2001, utilizou a quantificacido absoluta para determinar o aumento de
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carga viral em amostra de humanos Uma abordagem para quantificacdo absoluta
requer a construcdo de curvas com padrbes conhecidos, cuja quantidades sejam
determinadas com precisdo (NIESTERS et al., 2001).

Na quantificagdo absoluta, o numero de copias do alvo de interesse
€ dado em termos absolutos e requer quantidades absolutas de um padrao a ser
utilizado na preparagdo da curvas padrdo. DNA plasmidial ou genémico sao
normalmente utilizados para preparar padroes absolutos. A concentracdo das
amostras sdo medidas trés vezes em espectrofotdmetro (Azso nm) sendo a média
entre elas e convertida em niumero de copias, usando o peso molecular do DNA. Por
isso, uma das etapas mais importante € o preparo dos padrdes de calibracdo, onde
a quantificagdo deve ser precisa. Essas quantidades conhecidas devem ser
inicialmente determinadas por métodos independentes e, entdo, serem utilizadas
para a construgcao da curva padrao. Neste tipo de quantificagdo, normalmente nao é
empregada uma referéncia endogena, utilizando apenas uma curva para
amplificagdo do gene alvo, de modo que erros na quantificagdo do numero de copias
sao facilmente observados, pois as variagbes sao obtidas em funcao de variagcdes
de quantidade de DNA inicial utilizado na reagao e nao devido a variacdo do numero
de copias presente no genoma. Deste modo, para eliminar tais possiveis erros,
sugere-se sempre utilizar além da curva padrdao para o gene, uma para uma
referéncia enddgena, que ira servir para normalizar os resultados em funcdo da
quantidade de DNA adicionado na reagdao (MARCELINO, 2006).

Estudos de PCR quantitativo usando a quantificacdo absoluta
propdem o emprego de padrbes de DNA plasmidial para o desenvolvimento de
curvas de calibracdo para se obter estimativas de uma quantidade de DNA
desconhecida, resultado da amplificacdo. No entanto, o efeito de matriz decorrente
de se utilizar curvas baseadas em DNA plasmidial para quantificar amostras de DNA
genbmico sdo muitas vezes ignorados e, em alguns casos, impossiveis de se

caracterizar.
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3.6 QUANTIFICACAO RELATIVA PARA DETERMINACAO DO NUMERO DE COPIAS DE
INSERCOES DE TRANSGENE

A quantificacdo relativa pode ser realizada pelo método da curva
padrdo ou empregando a formula 2°¢" (LIVAK et al., 2001). Inicialmente é
necessaria a validacdo do experimento para demonstrar que as eficiéncias de
amplificagdo do alvo e da referéncia interna sdo aproximadamente iguais. Isto deve
ser realizado para qualquer tipo de quantificagdo em PCR em tempo real (LIVAK et
al., 2001).

Assim como na quantificagao absoluta, na quantificagao relativa pelo
método da curva padrdo € necessario a construcdo de curvas de calibragao, tanto
para o gene alvo como para a referéncia endégena. O numero de copias do alvo,
normalizado pela referéncia enddgena, € comparado ao do calibrador. Em todas as
amostras experimentais, as quantidades do alvo e da referéncia enddgena sé&o
determinadas a partir de suas respectivas curvas padrdo. A quantidade do alvo é
normalizada por sua divisdo pela quantidade de coépias da referéncia enddgena,
ambos amplificados em cada amostra, no mesmo tubo ou placa de reacao. O valor
normalizado € dividido pelo valor do calibrador. Assim, o calibrador torna-se 1X da
quantidade do alvo, e todas as outras quantidades sdo expressas como nX da
diferenca relativa ao calibrador. No caso da quantificacdo do numero de copias da
insergcao de um cassete transgene, a referéncia endégena, utilizada como calibrador,
deve ser de preferéncia um gene com baixo numero de copias (MARCELINO, 2006).

Pelo fato da quantidade da amostra ser dividida pela quantidade do
calibrador, a unidade da curva padrao desaparece. Portanto, o pré-requisito principal
€ que as diluicdbes do padrao utilizado sejam conhecidas. Para a quantificacao
relativa, qualquer estoque de RNA ou DNA contendo um alvo apropriado pode ser
usado no preparo de padrées (MARCELINO, 2006).

A quantificagao relativa pelo emprego da formula 2-AACt (LIVAK et al.,
2001) é similar ao da curva padrao, mas utiliza uma formula aritmética para alcancar
o0 mesmo resultado de quantificacéo relativa. Nao ha necessidade de curva padrao,
desde que se tenha validado a eficiéncia de amplificagdo do alvo e da referéncia
endégena. A quantidade do alvo, normalizada para uma referéncia endégena e em

relagdo ao calibrador é dada pela férmula 222 (LIVAK et al., 2001).
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DESENVOLVIMENTO E VALIDAGAO DE UM METODO DE DETERMINAGAO DO
NUMERO DE COPIAS TRANSGENES NO GENOMA DA SOJA POR PCR
QUANTITATIVO

INRODUGAO

A adogéo do cultivo de plantas geneticamente modificadas (PGMs) é
uma realidade no mundo atual. De modo geral, apds a obtencédo de plantas GM, a
caracterizagao molecular € uma etapa importante e essencial para selegao dos
eventos mais promissores, que constituem o evento GM elite, que sera utilizado
como linhagem parental em programas de melhoramento.

A determinagdo do numero de cdpias do transgene no genoma da
espécie e de alteragdes nos niveis de expressao de genes em eventos GM constitui
em avaliagdes moleculares iniciais e de grande impacto na definicdo dos eventos
mais promissores. Os meétodos tradicionais para estas analises se baseiam em
hibridizacdes entre as moléculas de DNA alvo com sondas marcadas com isétopos
radioativos, sendo o Southern blot a técnica considerada padrao nesse tipo de
estudo. Embora tais técnicas sejam mais demoradas e trabalhosas (MASON et al.,
2002), ainda sao utilizadas para confirmacdo dos resultados de caracterizagéo
molecular dos eventos elite, que sao encaminhados para programas de
melhoramento e analises de biosseguranca. No entanto, como no desenvolvimento
inicial de uma PGM sao gerados um grande numero de linhagens faz-se necessario
o desenvolvimento de métodos rapidos e confiaveis para selegdao dos eventos
potenciais.

Dentro deste contexto, o presente trabalho visa a caracterizagao
molecular quanto ao numero de cépias do alvo transgene DREBI1A inseridos no
genoma da soja, em eventos GM tolerantes a seca, utilizando a técnica de PCR
quantitativo. Para atingir tal objetivo, o estudo foca a padronizagdo de um sistema de
quantificacdo do numero de copias através do desenvolvimento de padrées de
calibragdo baseados em DNA gendmico e plasmidial, seguida da construgdo de
curvas de calibracido para quantificacdo absoluta utilizando tais padrdes, e ainda um

sistema de quantificagdo relativa pelos métodos 222! e 2242, Ambos os sistemas
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de quantificacdo propostos pela técnica de PCR quantitativo foram o comparados

com os resultados obtidos por Southern blot.

MATERIAL E METODOS

Material Biol6gico

Diferentes eventos de soja geneticamente modificados (GM), P58,
P1333, P59 B, 382 B, 345 B, 45 A, 3058, 3075, 3069, obtidos por BENEVENTI
(2006) através da técnica de biobalistica, contendo a construgao rd29:AtDREB1A,
cultivados nas geragdes T4, T, e Ts, foram utilizados como amostras teste para a
escolha da metodologia que apresenta maior precisdo e exatiddo na quantificagéo
das inser¢des do transgene no genoma da soja. Apds a transformacao e obtencéao
das plantas, os eventos positivos foram confirmados por PCR convencional com
primers especificos. Como controle ndo transgénico, foi utilizada a cultivar BR16,
sendo esta a mesma utilizada no processo de transformacido para obtencdo do

evento positivo.

ExtracOes de DNA

Para as analises de gPCR e Southern blot, o DNA total foi extraido
de discos foliares das plantas transformadas e controle, de acordo com o método
CTAB de DOYLE e DOYLE (1990) com modificagdes.

Primers e sondas

A sequéncia do gene DREB1A e lectina (No acesso no GeneBank
K00821.1) foram utilizadas para o desenho de primers e sondas especificos para
emprego nos ensaios de quantificacdo por PCR quantitativo (Tabela 1). Todos
oligonucleotideos foram desenhados utilizando-se o software Primer EXxpress
(Applied Biosystems) e marcados com diferentes fluoréforos. Os oligonucleotideos
foram desenhados para o emprego da metodologia TagMan®, sendo que as sondas
especificas desenhadas para o gene DREB1A tiveram como reporter o fluoréforo

FAM, enquanto para o gene enddgeno lectina, o fluoroforo TET.
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Tabela1 - Sequéncias dos conjuntos de primers GmLec, DREB1A e suas
respectivas sondas Tagman®.

Alvo Primers Sequéncias (5’- 3"’) Amplicon
Gene da Lectina GmLec F TCC CGA GTG GGT GAG GAT AG €5pb
GmLec R CAT GCG ATT CCC CAG GTA TG*
Sonda TCT CTG CTG CCA CGG GAC TCG
DREBIA DREB-S1DF GCCGAGTTTGTTGGCTAATATGG 87pb
DREB-S1DR TCGCCGTCGACTTCATGATTATG
Sonda ATGCTTTTGCCGCTTCC

PCR em tempo real

As reacgdes de PCR quantitativo foram conduzidas em equipamento
ABI PRISM® 7300 Sequence Detection System (Applied Biosystems). A amplificagdo
do fragmento DREB1A e lectina foram realizadas em reag¢des multiplex utilizando-se
a tecnologia TaqMan®. As amostras foram quantificadas por quantificacao absoluta
pelo método da curva padrao, utilizando-se curvas baseadas em DNA plasmidial e
gendmico, e por quantificacdo relativa pelo método 2*°! (LIVAK et al., 2001) e 2
AC2 apresentado neste trabalho.

Diferentes quantidades de DNA foram adicionadas ao tampéo
TagMan® master mix, que contém todos 0s componentes necessarios para a reagao
de amplificacdo (enzimas uracil N-glicosilase e AmpliTag Gold, MgCl,, dNTP’s e
KCI), em um volume final de 25uL. As concentra¢des ideais dos primers e das
sondas para cada alvo foram padronizadas, de acordo com a eficiéncia de
amplificacdo de cada sistema.

As condi¢gbes de termociclagem utilizadas foram 50°C por 2 min,
para permitir a acado da uracil N-glicosilase, 95°C por 10 min para a ativagédo da DNA
polimerase, seguidos de 40 ciclos de desnaturagao a 95°C por 15 s, 58°C - 60°C por
1 min, para anelamento dos primers e extensao da fita.

Cada amostra foi quantificada em triplicata em trés corridas
independentes. Os valores médios do numero de copias de cada amostra foram

comparados com os resultados obtidos por Southern blot. A variacdo dos valores de
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numero de cépias de cada amostra foi expressa calculando-se os valores de desvio

padrao (SD) e coeficiente de variagao (CV(%)).

Padronizagao do sistema
Reacao simplex

A determinacdo da quantidade de primers a ser utilizada nas
reagdes foi inicialmente avaliada em um ensaio simplex. Este visou determinar a
melhor concentragcao destes reagentes que permitisse o menor valor de Ct e a
maxima fluorescéncia obtida concomitantemente em cada sistema. Para o gene
endogeno lectina a concentracéo final de 300nM da sonda tagman foi fixada e os
primers GmLecR e GmLecF variaram em concentragédo de 50nM a 600nM.

Apos o ajuste das concentracbes de cada primer e sonda, a
eficiéncia de amplificacdo de cada sistema foi avaliado nas reagdes simplex. Para o
calculo da eficiéncia (E = 10 ~"*°"® _1) de amplificacdo de cada sistema foi realizada
uma diluicdo seriada, variando de 10°% 107, 102, 103, 10* e 107, tanto com os

plasmideos recombinantes como para o DNA genémico.

Reagdes multiplex

Apos a determinagao da eficiéncia de cada sistema em reacdes
independentes, foram realizadas amplificagbes em reagdes multiplex, contendo o
gene lectina como referéncia endoégena e o gene alvo DREB1A. Uma vez que cada
sistema, alvo e referéncia endogena, estdo sendo amplificados no mesmo tubo,
pode haver competicdo entre os reagentes ou até mesmo favorecimento devido a
maior prevaléncia de sequéncias de um dos genes. Sendo assim, as eficiéncias de
cada sistema foram novamente determinadas e as concentragdes de cada

componente ajustados de modo a garantir a maior similaridade entre os mesmos.
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Quantificagdo do numero de cépias de inser¢cdes de transgenes por QT relativa

Quantificagio relativa pelo método do 2

Para a determinagédo do numero de coépias do transgene por
quantificacao relativa pelo método 27AACt (LIVAK et al., 2001; INGHAM et al., 2001) o
gene lectina foi utilizado como referéncia endégena e parte da regido codificadora do
gene DREB1A como gene alvo. A utilizagdo do gene lectina foi proposta uma vez
que, este gene é espécie especifico e apresenta uma cdpia no genoma da soja. A
cultivar BR16 ndo transgénica foi utilizada como calibradora. O calculo do ACt, cujo
valor é utilizado na férmula para calculo do numero de cépias, € dado pela diferencga
dos valores de Ct do gene alvo pelo do gene enddgeno. O valor de ACt € subtraido
do valor de ACt do calibrador, a cultivar BR16 nao transgénica. Este calculo remove
qualquer variagao que contribua amplificacdo desigual das amostras, e, portanto,
permite que 0s ensaios sejam ser realizados sem prévia determinagdo das
concentragcbes do DNA. Como o numero de cépias do gene enddgeno por genoma
permanece constante, qualquer mudanga na quantidade (de coépias) do gene de
interesse pode ser determinada (INGHAM et al., 2001).

Quantificagio relativa utilizando a referéncia endégena como calibrador 22

Para a determinagédo do numero de coépias do transgene por
quantificacédo relativa, outra estratégia foi utilizar como calibrador o préprio gene
lectina, utilizado como referéncia enddgena. Os valores de Ct do alvo DREB1A sao
subtraidos pelo Ct da referéncia enddgena lectina em cada amostra, resultando no
valor de ACt. O calculo final para o numero de cépias é 2, correspondente a
somatoria da eficiéncia do gene alvo (100%=1) e do controle endégeno (100%=1),

"A%Y). Posteriormente, os resultados s&o divididos por 2,

elevado a média de -ACt (2
uma vez que a soja apresenta genoma dipldide (2n=4x=40), logo em cada cépia do
genoma existe 2 cépias do gene lectina, uma em cada cromossomo. Sendo assim,
ao final dos calculos, o valor total de copias das amostras deve ser divido por 2,

tendo como formula final dos calculos 2¢Y2.
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Quantificacdo do numero de coOpias de inser¢cbes de transgenes por QT
absoluta

1 OBTENCAO DE PADROES DE CALIBRAGAO BASEADOS EM DNA PLASMIDIAL (PDNA) E EM
DNA GENOMICO (GDNA)

a) Clonagem de parte do gene lectina (pLec)

O produto de amplificagdo de parte do gene lectina de soja foi obtido
pela amplificagcdo do DNA genémico da soja BR 16 com primers especificos. Apos a
amplificagdo, o fragmento de interesse foi purificada utilizando o kit Invitrogen Pure
Link™, conforme instrugdes do fabricante e clonado no vetor de clonagem pGEM-T
Easy Vector da Promega.

Apos a transformacdo, via eletroporagdo de bactérias E. coli, as
células foram plagueadas em meio LB (Luria Bertani) contendo ampicilina
(1000Ig/placa) e incubadas overnight para crescimento das colbnias. Apos a selegao
dos clones recombinantes foi feita a extracdo de DNA plasmidial. O seqlenciamento
foi conduzido, utilizando-se o kit ABI Prism Big Dye Terminator Cycle sequencing,
versao 2 (Applied Biosystems).

A sequéncia de boa qualidade foram organizadas em um banco de
dados e clusterizadas (BLASTn e BLASTx; ALTSCHUL et al., 1990), utilizando um
espelho do GenBank em um servidor local. O resultado sequenciamento foi de 67
pares de base que, quando submetido ao Genbank para comparagdo com
sequéncias depositadas, mostrou similaridade com sequéncia de outras espécies de

Glycine max.

b) Plasmideo de DREB1A

Os plasmidios contendo as construgdes génicas (rd29A:AtDREB1A)
com o promotor estresse-induzido rd29A (YAMAGUCHI-SHINOZAKI, K. e
SINOZAKI, K., 1993 e YAMAGUCHI-SHINOZAKI, K. e SHINOZAKI, K., 1994)
utilizados na geracdo de plantas transgénicas tolerantes & seca, foram obtidos

através do acordo de parceria firmado entre as empresas, Empresa Brasileira de
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Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), sediado no Brasil e Japan International
Research Center for Agricultural Sciences (JIRCAS), sediada no Japao.

Para a multiplicacdo e estoque, esses plasmideos foram inseridos
em E. coli (cepa DH5a), segundo o protocolo de MILLER e NICKOLOFF (1995) em
eletroporador modelo Micro pulser, Bio-Rad. A purificagao plasmidial foi realizada em
larga escala utilizando-se o Kit Wizard Plus Maxipreps DNA Purification System
(Promega Corporation, Madison, Wi, USA cat. A.7270) seguindo recomendagdes do
fabricante.

O tamanho de cada plasmideo acrescido do inserto foi utilizado para
estimar o peso médio de uma copia do mesmo. O plasmideo DREB1A possui 0
tamanho de 4838pb e o plasmideo contendo parte do gene da lectina 3079pb. A
determinacdo da massa de uma coépia de cada plasmideo foi estimada
considerando-se o tamanho do genoma e seu peso molecular (HERNANDEZ et al.,
2003; APPLIED BIOSYSTEMS, 2003), onde n = numero de par de bases, plasmideo
+ inserto bp; m = massa (g); nimero de Avogrado = 6,023X10?*moléculas e valor
estimado de 1 mol de par de bases = 660g/mol. O peso de uma cépia dos
plasmideos pDREB e pLec foram 5,3 pg e 3,37 pg, respectivamente.

Para a construcdo dos padrdes de calibragdo baseada em DNA
gendmico é preciso uma amostra com o valor de numero de copias pré-determinado.
Os calculos para determinacdo da massa do DNA gendmico presente em cada
diluicado é estimada considerando-se o tamanho do genoma da soja (1,115Mb) e seu

peso molecular

m=n(pb) x [me\} x (660g)
6,023 x 10 moléculas (ph) midte.

m= 1.115x10° pb_x ( 1095x10%1g) = 122pg

Y

Assim, a massa de uma copia do genoma da soja equivale a 1,22
picogramas (pg) do DNA gendmico da soja, valor utilizado das diluicbes que

contenham as quantidades desejadas para constru¢do da curva, baseada na
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amostra de DNA gendémico com o numero de coépias pré-determinado. As diluicbes
foram feitas variando de 1000, 500, 100, 50, 25, 10, 5, 1 copia.

Para a construg¢ao das curvas de calibracdo baseadas no numero de
copias de plasmideos recombinantes, o DNA plasmidial e gendémico foram
cuidadosamente quantificados por espectrofotometro Nano Drop, em ftriplicata,
sendo que a média da concentracdo de cada amostra utilizada para construgéo dos

padrdes.

1.2 OBTENCAO DE PADROES DE CALIBRACAO BASEADOS NA MISTURA DE DNA GENOMICO
(GDNA) E PLASMIDIAL (PDNA)

Padrdes alternativos, oriundos da mistura pDreb e DNA gendémico,
foram obtidos a fim de verificar a interferéncia do background na quantificagédo por
gPCR. Para a diluicdo das amostras de gDNA e pDNA, de modo a apresentarem
quantidades especificas de copias do genoma ou do DNA plasmidial, as amostra
foram quantificados em triplicata em espectrofotometro e em gel de agarose. Os
valores médios foram utilizados para determinar de forma precisa a concentragao de
cada amostra a se utilizada no preparo das diluicdes. Os padrdes baseados em
pDNA diluidos em DNA gendmico foram preparados de modo a conterem 1000, 500,
100, 50, 25, 10, 5 e 1 copia de cada plasmideo (1:1).

2 CONSTRUGAO DAS CURVAS DE DNA PLASMIDIAL (PDNA) E GENOMICO
(GDNA)

A determinagdo do numero de copias do cassete transgene no
genoma da soja GM pela quantificagdo absoluta necessita da construgdo de curvas
de calibracdo. Tais curvas foram construidas a partir dos padrées de calibragao
baseados em DNA plasmidial (pDNA) e gendmico (gDNA), previamente elaborados.
O plasmideo recombinante pDREB e gDNA foram utilizado para construgdo das
curvas de calibracdo para o gene alvo, e o plasmideo contendo parte do gene da
lectina da soja como referéncia endogena.

Para construgdo de cada curva, o logaritmo do numero inicial de
copias de cada diluicao sera plotado em fungao dos valores de Ct e, deste modo, a

equacgao que descreve a variagao dos valores de Ct em fungdo do numero de cépias
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amplificadas é gerada. Cada diluicao da curva sera amplificada em duplicata, em
trés reagdes independentes, de modo que, sdo geradas trés diferentes curvas para
cada um dos genes alvos.

Para todas as amostras experimentais, as quantidades do gene alvo
e da referéncia endégena sdo determinadas a partir de suas respectivas curvas
padrao. A quantidade do gene alvo é normalizada por sua divisdo pela quantidade
de copias da referéncia enddgena, valores obtidos através da curva de calibragéo
realizada com quantidades de moléculas conhecidas.

Os padrdes baseados em DNA gendmico foram obtidos através da
diluicdo seriada de uma amostra positiva para o evento DREB1A, contendo baixo
numero de copias. O DNA genbémico GM a ser utilizado para construgdo dos
padrdoes de calibracdo devera ser previamente caracterizado quanto ao numero de
inser¢cdes do cassete em seu genoma, para que a propor¢ao do numero de copias
do transgene e a numero de coépias do gene de referéncia endégena seja corrigida
ou mantida 1:1, caso o haja 1 copia do transgene no genoma da amostra.

A qualidade das curvas € demonstrada pela comparacéo dos valores
médios de Ct obtidos, em cada diluicdo, entre as trés curvas geradas, e seus
respectivos valores de desvio padrao (SD) e coeficiente de variagao (CV (%)). Foram
ainda determinados o coeficiente de correlacdo (R?), indice de inclinacdo da reta,
valor em que a reta cruza o eixo y (y-intercepto) e a eficiéncia de amplificagado de
cada alvo, pardmetros considerados relevantes nas analises de quantificacdo por

PCR em tempo real.
Southern blot
Extracdo de DNA Genbémico

Foram extraidos cerca de 20 ug/uL de DNA de tecido foliar das
plantas geneticamente modificadas de soja utilizado o protocolo de DOYLE e
DOYLE (1987), com modificagbes. Foi utilizado cerca de 5mL de material macerado
em nitrogénio liquido, adicionados 20mL de tamp&o de extragdo (2% CTAB, 2%
PVP, 100 mM de TRIS-HCI, 25 mM de EDTA, 20 mM de NaCl, 2% de B-
mercaptoetanol). O material foi incubado a 65°C por 45 min, em seguida centrifugar.

Apos esse periodo foi adicionado o mesmo volume de cloroférmio (1:1), seguido de
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homogenizacdo por 10 min e centrifugacdo a 7.500 rpm durante 20 min a
temperatura ambiente. Posteriormente, a fase aquosa foi transferida para novo tubo
onde foi adicionado 0,6X volume de isopropanol, e incubar em -20°C por 1 hora em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 7.500 rpm por 30 min a 4°C e o
sobrenadante descartado. Em seguida o pellet foi ressuspendido em 200 uL de TE e
2 uL de RNAse (5mg/mL), deixado a 37°C por 1h e armazenado a -20°C.

Para verificar a qualidade da extragdo do DNA, as amostras foram
submetidas a eletrofose com tampao SB 1X (NaOH 500 mM) em gel de agarose
0,8% (p/v), contendo brometo de etidio (0,5 pg/ml) e visualizadas sob luz UV em
aparelho transluminador. A quantificacdo do DNA foi feita em Nano Drop.

Para a digestdo das amostras de DNA, visando a analise do numero
de copias do gene DREB1A, foram usadas as enzimas EcoRI e Hindlll (50U/ul), que
realizam cortes no inicio da regidao promotora e no final da regiao terminadora do
plasmideo DREB1A, liberando o cassete transgene com tamanho de 1,92kb. Para
analisar do numero de insergdes, foi utilizada a enzima Hindlll (50U/ul), que realiza
corte unico no plasmideo, linearizando-o (Figura 1). As reag¢des foram incubadas a
37°C em estufa. Os DNAs digeridos foram separados em gel de agarose a 0,8%, por
um periodo de 16 horas. Apds eletroforese, o gel foi incubado por 10 min em
solugdo de depurinagdo. Em seguida, o gel foi transferido para a solugdo de
desnaturacao, por dois periodos de 30 min cada, sendo que o0 mesmo processo foi

aplicado para a solugao seguinte, de neutralizacdo (REED e MANN, 1985).

rd29:DREBIA
MPTO f NOS-3'

Figura 1 — Representacdo esquematica da construgdo génica rd29:AtDREB1A, em laranja
regido promotora, em amarelo regiao codante DREB1A, em azul regidao NOS
terminal.
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ApoOs as lavagens o DNA foi transferido por capilaridade para uma

membrana de nylon ou nitrocelulose em SSC 20X, por 18 horas. Apos a
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transferéncia, a membrana foi lavada em SSC 2X por 5 min, e seca em estufa, a
80°C. A membrana foi entdo pré-hibridizada com a solugdo de hibridizagao
ULTRAhyb™Ambion (NaCl 0,5 M, reagente de bloqueio 4%) a 42°C, por 2 horas.
Para o preparo da sonda foi utilizado uma sequéncia especifica do gene alvo. O
DNA plasmidial alvo foi digerido com as enzimas (10U/ul) EcoRI e Hindlll em uma
reacdo incubada a 37°C por 16 horas. Apods esse periodo, foi realizada uma
eletroforese em agarose 0,8% e o fragmento de interesse separado e purificado com
o Kit Pure Link ™ (Invitrogen).

A reacao de hibridizagao foi conduzida a 42°C, por no minimo 18
horas, em solugao de hibridizagédo, contendo aproximadamente 30 ng/mL de sonda.
A sonda foi marcada seguindo-se as recomendagdes do fabricante, realizada
utilizando-se [a*’P]d-CTP, pela técnica de "random priming". Apds o periodo de
incubacdo, a membrana foi lavada na solugdo de lavagem primaria (uréia 2 mol/L;
SDS 0,1%; fosfato de sédio 50 mM pH 7,0; NaCl 150 mM; MgCl, 10 mM e reagente
de bloqueio 0,2%) duas vezes durante 10 min, a 42°C.

A sonda foi hibridizada overnight com o DNA presente na
membrana, incubando-se membrana mais a sonda, a 42°C, em estufa. Apds este
processo, as membranas foram lavadas com tampdes especificos para a retirada do
DNA nao hibridizado e excesso de sonda e por fim, e colocadas para exposicdo em

filme fotografico Kodak BioMax.
RESULTADOS

Dezoito amostras geneticamente modificadas de soja tolerantes a
seca (Tabela 2), resultantes de 9 eventos contendo o gene DREBI1A, foram
avaliadas quanto ao numero de copias do cassete inserido em seu genoma pelas
técnicas de Southern blot e PCR em tempo real. Pela técnica de qPCR foram
utilizadas a quantificagdo relativa e absoluta, utilizando-se o gene lectina como
referéncia endogena e calibrador interno, além da amostra BR16 ndo transgénica.

Os 9 eventos estao distribuidos em diferentes geragdes T4, T, € Ts,

encontram-se listados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Nove eventos transgenes nas geracgdes T4, T, e Ts avaliados técnicas
de por Southern blot e PCR em tempo real.

Geracio T, T, I,
45 A 48 A 1333 A-w 30 P58
Amostras 30B-124A 1333 A -~_ 37 P58 (1)
analizad as 45 A-61 A 1333 -wv.23 P38 32 (1)
382B 97B P38-w 41 P58 32 (2)
P38 -wv 46
P3is-w 31

3075
3069
3069 (4) Bl
3058 (6) Al

Determinagao do numero de cépias por Southern blot

Nove eventos foram quantificados quanto ao numero de cépias pela
técnica de Southern blot. De acordo com a Figura 1a e 1b, entre os eventos na
geragao T4, pode-se observar que as amostras 59 B-12A T, e 382 B -97 B T4
apresentaram elevado numero de copias determinadas em ambas as metodologias,
por gPCR foi 18, enquanto Southern blot foi estimado em torno de 20 copias. Nas
amostras 45A- 48 A T4, 345A- 61 A T4 nao foi detectado o sinal de hibridizacdo do
transgene em seu genoma, em ambas as metodologias.

Nos eventos em geragao T, na amostra 1333 A- v.37 também nao
foi detectado sinal de hibridizagdo, enquanto em outra amostra do mesmo evento,
1333 — v. 25 T,, apresentou cerca de 5 a 6 numero de copias. Todas as amostras do
evento P58 T, apresentaram mesmo padrao de bandas apds a revelacdo das
membranas, sendo que as amostras P58 — v. 41 T,, P58 — v. 51 T, apresentaram
em torno de 5 a 8 copias, enquanto a P 58 — v.46 teve as bandas reveladas mais
intensas, indicando a presenga um numero de copias superior a 5 (Figura 1b). De
acordo com a figura 2, pode-se observar que a amostra 3075 T, apresenta de 1 a 2
copias, 3069 T, (4) e 3069 T, apresentaram de 2 a 4 copias € a amostra 3058 T,
apresentou de 1 a 2 copias (figura 2).

Os eventos P58 geracéo Ts, apresentaram aproximadamente de 2 a
3 copias do transgene, ocorrendo uma diminuigdo no numero de copias detectadas

quando comparadas as amostras dos mesmos eventos avaliadas em T,
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Figura 2 — Determinagdo do numero de cépias do cassete DREB1A em amostras GM por Southern blot. O DNA das
amostras foi digerido com as enzimas EcoRl e Hindlll, transferidos para uma membrana de nailon e
posteriormente hibridizados com a sonda DREB, fragmento de 1,92 kb marcada com %P, liberado do cassete
transgene apds clivagem com as mesmas enzimas. A — NUmero de inser¢des (em verde) e copias (em amarelo)
do cassete transgene no genoma da soja nos eventos em T4 P59 B-12A, 45A- 48 A, 345A- 61 A, 382 B -97; B —
Numero de insergbes (em verde) e copias (em amarelo) do cassete transgene no genoma da soja nos eventos
em T,, 1333 A- v.30, 1333 A —v.37, 1333 — v. 25, P58 — v. 46, P58 — v. 4). Uma amostra nao transgénica BR16
foi utilizada como controle negativo, além de DNA plasmidial em quantidades correspondentes a 1, 5, 10 e 20
copias do genoma da soja como padrao de numero de cépias. Ladder — padrdo de tamanho 1kb.
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Digestio HindIIl e EcoRI Dilucdo seriada Linear
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Figura 3 — Determinagdo do niumero de copias do cassete DREB1A em amostras GM por
Southern blot. O DNA das amostras foi digerido com as enzimas EcoRI e Hindlll,
transferidos para uma membrana de nailon e posteriormente hibridizados com a
sonda DREB, fragmento de 1,92 kb marcada com *?P, liberado do cassete
transgene apods clivagem com as mesmas enzimas. Eventos geragdo T, 3075,
3069 (4) B1, 3058 (6)A1 e eventos em geragao Ts P58, P58 12(2), P58 32(1) e
P58 32(2). Uma amostra n&o transgénica BR16 foi utilizada como controle
negativo, além de DNA plasmidial em quantidades correspondentes a 1, 5, 10 e
20 copias do genoma da soja como padrdo de numero de coépias. Ladder —
padrao de tamanho 1kb.

Como sao mantidos individuos heterozigotos em todas as geragdes,
nao é possivel dizer se houve redugdo no numero de cépias presentes no genoma
do evento P58 ou simplesmente que as amostras que estdo apresentando diferentes
numeros de copias por efeito de segregacao de coépias diferentes do transgene nao

ligadas.
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Determinagao do numero de cépias por quantificagao relativa pelo método 2°
AACt

Primeiramente foi realizada a padronizagado dos primers e da sonda
utilizados para a amplificacdo das amostras, sendo que as melhores concentracdes
foram de 400nM para os primers e 300nM para a sonda lectina. O assay DREB1A
foi sintetizado com a concentracdo adequada para o uso. Os resultados indicaram
que a eficiéncia (E=10"%"°"°_1) no ensaio multiplex foi de 94% para o gene alvo
DREB1A e 95% para referéncia enddgena. As curvas utilizadas para calcular os
valores das eficiéncias podem ser observadas na Figura 4.

Apos ter garantido a eficiéncia do sistema, as amostras foram
corridas em triplicata, sendo que uma amostra n&o transgénica BR 16, foi utilizada
como calibradora. Os resultados da quantificagdo das amostras podem ser

visualizados nas Tabelas 3 e 4.
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Figura 4 — Determinagao da eficiéncia do sistema multiplex TagMan para os alvos lectina
e DREBI1A. A amostra GM P58T;5 foi diluida serialmente 4X e as diferentes
diluigdes foram amplificadas em sistema multiplex para os alvos DREB1A e
lectina. Os valores de Ct foram plotados em fung¢ao do logaritmo da diluigcao.
O eixo y corresponde aos valores de Ct e eixo x log da diluigdo. Gréafico A —
Estimativa da eficiéncia do gene Dreb com slope=-3,195. B - estimativa da
eficiéncia do gene da lectina como referéncia endégena com slope=-3,220.
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Tabela 3 — Determinagdo do numero de copias do transgene em amostras GM,

geracdo T, e T, via qPCR por quantificagéo relativa pelo método 24",

utilizando a amostra BR16 como calibradora.

Amostra Media ACt DAL AACt 3 Numero de copias
P32 B-12AT1 -18 0.07 -3.38 1224 18
454484 135 0.12 115 082 o
343461 ATI 2130 033 130 O.BD o
3E1B4TETI1 -3 0.05 -H12 15,66 15-18
1533 A-w030T2 -L12 o4 -LE 5.63 3-8
1333 4-w=037T12 837 1154 447 S4R07 -
1333 -vazo 5 T2 -l 003 -L33 574 3-8
DiE- =0 d8T2 -Li5 003 -L15 5.20 5
P 3E- w04l T2 -Li4 o4 -L14 517 5
58-vwmz0 51T -05E o4 -LoE 459 5
BR. 16 120 010 180 100

* Média dos resultados de Ct, analisadas em triplicata em uma corrida.

Tabela 4 — Analise do numero de copias do cassete transgene em amostras GM,
geragédo T, e Ts, analisadas em trés corridas independentes via qPCR
por quantificagdo relativa, pela formula 2 utilizando a amostra
BR16 como calibradora.

5 dal

Amostras Corrida l Corrida 2 Corridad  Madia 2 %" Vimero de cipia =D W CV
P38 T: 1.32 L10 0.99 114 1 017 1473
N753T; 245 200 2,03 2.16 2 023 11,63
P38 T 1(6) 2.1 210 212 232 2 036 15,68
P38 T: 3L 2,85 213 2,18 238 2 039 1641
P58 T: 320D 283 i 21 2,38 2 030 16,37
3069 T 4132 389 3,69 405 4 043 10,74
3069 T: () Bl 3,08 403 411 441 4 0,38 1326
FE8 T (6 Al 1,00 0,30 0,82 0.90 1 0,16 17,93
ER.16 0,76 -1.15 -1.15 -1,02 0 -1.02 -1.02

Além da amostra BR16, o proprio gene lectina, utilizado como
referéncia endogena e que apresenta apenas uma copia por genoma hapldide da
soja, foi testado como calibrador. A Unica alteragdo no método foi a exclusdo do
célculo do AACt, seguido da divisdo do resultado final por 2, uma vez que o
resultado final encontra-se duplicado. Tal duplicagdo no resultado final da
quantificacdo das amostras ocorre uma vez que a soja apresenta genoma diploide
(2n=4x=40), logo a cada genoma existe 2 copias do gene lectina, uma em cada
Cromossomo.

Utilizando o gene lectina como calibrador internos foi possivel

observar que as amostras em geragao T, 3075 apresentou 2 copias, 3069 e 3069
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(4) apresentaram 3 a 4 cépias e a amostra 3058 T, apresentou aproximadamente 1

copias. Os eventos em geracao Ts P58 variaram de 1 a 2 copias (tabela 5).

Tabela 5 — Determinagdo do numero de copias do cassete transgene em amostra
GM, geracado T, e Ts analisadas em trés corridas independentes, via
qPCR por quantificacdo relativa, pela formula 222, utilizando o gene
lectina como calibrador.

Calibrador referéncia endooena

Amostras Corridal  Corridal  Corridad  Média ACt 7" Nimero de copias sD LV
PiE T, 2,18 13 21 120 110 1 011 4,83
3075 Ty 404 44 431 420 210 2 014 334

PIET: 126) 431 4,43 430 145 124 2 0.03 0.72
BIET.3N1) 417 439 4.6 139 220 2 023 5.12
PIET:347) 465 4,568 447 460 230 2 011 147
3069, 744 824 78 T8 392 34 040 511
W08 T4 EL £33 g.54 71 £33 427 4 018 211
W05 Ta8 AL 178 1,60 1,714 174 027 1 003 287
ER16 -0,76 -1,15 -113 -1.02 031 0 -1.02 1402

Tabela 6 — Quantificagdo dos eventos quanto ao numero de copias. Metodologias
quantificadas por PCR em tempo real comparadas a técnica de Southern

blot.
Momere de copias
Eventos Greragio Amostraz A 27457 Southern Blot
PG B T; PO EBE-124A 13 - 1820
343 A T; 3 A-61A 0 - 0
332EB T; J2B-97E 15-16 - 18-20
454 T; 454484 ] - 0
1333 T 1333 A -+ 37 0 - 0
1333 A-w. 30 3-6 - -6
1333 -v.25 5-6 - 3-6
3073 T: 3073 2 2 23
3060 T: 3060 4 34 24
3069 (4) Bl 4 4 25
3038 T 3038 (6) Al 1 1 1-2
Pag T P33 -w 46 3 - -8
P38-v 41 3 - 6-8
P38-v 31 3 - 6-8
I P38 (1) 2 1 23
P58 12 (D) 2 2 23
P58 32 (1) 2 2 23
P38 32(2) 2 2 2-3

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 6, pode-se

observar que a quantificagdo por qPCR corroborou a estimativa do numero de
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copias apresentada na técnica de Southern blot. Pode-se observar que alguns
eventos tiveram numero superior de copias na técnica de Southern blot quando
comparado com os resultados obtidos no qPCR. Isso devido aos tamanhos das
sondas utilizadas nas analises. A sonda utilizada no Southern blot foi de 1,92kb
enquanto a do qPCR foi de 65pb, podendo ocorrer hibridizagdes inespecificas no
Southern blot que nao foram eliminadas no processo de lavagem das membranas.
Das 18 amostras analisadas, distribuidas em 9 eventos, em
diferentes geracdes, 15 amostras, cerca de 83% dos resultados coincidiram quanto

ao numero de copias entre as metodologias.

Determinagao do numero de cépias por quantificagao relativa pelo método da

curva padrao

Quantificagcdo relativa pelo método da curva padrdo baseada em DNA plasmidial
(PDNA)

As amostras em geragao T, 3075, 3069, 3069 (4), 3058 T, e
geracao Ts P58, P5812(2), P58 32(1) e P58 32(2) foram também quantificadas
quanto ao numero de copias por quantificacado relativa através do método curva
padrao.

Para a quantificacdo relativa pelo método da curva padrdo por
pDNA, as curvas foram construidas baseadas em dois tipos de misturas: plasmideo
Dreb (pDreb) com plasmideo Lectina (pLec) e outra mistura composta do plasmideo
pDreb diluido em DNA gendbmico de uma amostra BR 16 n&o transgénica, em
proporgdes iguais, a fim de se obter os padrdes de 1000, 500, 100, 50, 25, 10, 5, e 1
copia do transgene.

A eficiéncia (E=10"9°"°-1) de amplificacdo do sistema utilizando
amostras de DNA plasmidial foi de 1,228 para pDreb e 1,55 para pLec, enquanto o
pDreb 1,34 e BR 16 1,66, onde os valores do alvo e referéncia endégena devem
estar proximos.

Foram construidas curvas independentes para o gene alvo e
referéncia enddgena, através de ensaio multiplex, em cada uma das trés corridas,
utilizadas para quantificacdo das amostras GM positivas. Em cada corrida, os

valores médios de Ct para cada um dos padrdes foi plotado em fungédo do logaritmo
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do numero de copias do plasmideo ou do genoma da soja. Os valores médios de Ct
para cada um dos padrdes nas trés corridas independentes, bem como os valores
de SD e CV (%) correspondentes, podem ser observados na Tabela 7 e 8.

A comparagdo entre os valores médios de Ct obtidos em cada
padrdao demonstrou estabilidade, o que resultou na elaboracdo de curvas com alta
reprodutibilidade para ambos os alvos. Os valores médios de Ct minimo e maximo
refletem a quantidade de DNA alvo presente nos pontos extremos da curva. Os
padrées pDreb apresentaram Ct minimo de 32,01 e maximo de 36,27, enquanto
para as de pLec foram de 31,52 e 34,36, respectivamente. Os valores de Ct
proximos significam que houve problemas na amplificagcdo ou nas diluicbes. Os
valores médios de Ct para pDreb 27,24 a 35,17 e 29,63 a 33,99 para lectina.

Entre os parametros que indicam a qualidade das curvas de
calibracdo destacam-se os valores de RZ? Este coeficiente indica o nivel de
correlagdo entre o0 numero de cépias presente em cada padrao e os valores de Ct
obtidos. Nas curvas geradas para o alvo pDreb apresentou R%? em 96% e a curva
gerada para o pLec o R? em 89%, e nas curvas pDreb e gDNA BR16, de 90 % e
97% respectivamente, sendo o ideal acima de 98%.

Para o calculo do numero de copias foi utilizada a equagao da
regressao linear gerada por cada curva padrdo. Os valores médios do numero de
copias obtidos para de cada amostra foram similares nas diferentes repeticoes,
conforme demonstrado pelos valores de SD, que nao ultrapassaram 0,50, que

podem se observados nas Tabelas 9 e 10.



Tabela 7 -

58

Repetibilidade das curvas de calibragao baseadas em pDreb e pLec.

Os valores médios de Ct, que representa triplicada de pontos (Ct)
obtidos em cada corrida, desvio padréao (SD) e coeficiente de variagao

(CV(%)) para cada um dos padrbes baseados em pDNA.

Valores de Ct

Numero d2 Copias Corrida 1 Corrida 2 Corrida 3 Madia s5D CV (%

pDe=b 1000 3201 32,42 _ 32212 029 0,00

Db 500 30,52 321,08 3230 3163 0oT 3.07

pDe=b 100 1118 3500 33,80 33 65 143 414

gDreb 50 33,80 36,87 _ EE S 211 5,06

gDreb 15 3374 38 07 3478 35,70 1904 8,22

gDrab 10 34,13 36,50 34,85 3521 118 336

cDireh 5 34,06 3735 3471 3537 175 4203

pD=b 1 34,50 37,05 _ 3627 23 6.54
Cosficizne da correlagdo {R;j 0,064 0,084 0,023 0,06

plac 1000 31,93 3248 . 3221 040 1,23

gL 500 30,85 3210 32,30 3152 073 231

pLec 100 31,06 35,03 33,73 3304 203 8.13

pLac 50 3230 34,81 . 33 60 171 5,00

pLac 15 32,65 36,08 34,51 3434 172 300

plac 10 31,80 35,11 35,52 EENY 147 433

pLac 5 3182 35,59 34,85 EFRT 154 4,53

plec 1 32,30 35,10 . EER 163 470
Cosficiene de corrslacio (B 088D 0,041 0,852 0,88

Tabela 8 —

Repetibilidade das curvas de calibracdo baseadas em pDreb diluidos

em gDNA da amostra BR 16. Os valores médios de Ct que representa
triplicada de cada corrida, desvio padrao (SD) e coeficiente de variagao
(CV(%)) para cada uma das diluicdes do pDNA em gDNA.

Walorasde Ct
Numero da Copiss Corrida 1 Corrida 2 Corrida 3 Madis =D CW (%)
pDrsh 1000 2710 1738 27,57 1734 024 087
pDisb 500 2807 1834 - 2820 0,19 068
pDv=b 100 3231 3226 3216 3224 007 033
pDvab 50 3129 3152 - 31,40 016 051
pDrab 25 3224 3307 33,04 31,7 AT 144
Db 10 3510 3508 34,04 34,77 0564 L83
gDe=b 5 3441 33,80 34,16 34,12 031 050
freb 1 3516 3510 - 33,17 002 0.06
C 0,00 0,88 083 080
pLec 1000 2050 8 68 - 20,63 007 0,23
plac 500 3038 3058 3230 30,48 1.05 345
plec 100 3180 3142 33,73 3161 124 ER
flec 50 3308 3166 - 31,87 029 089
fdac 15 3331 3333 34,51 33,31 068 .05
dac 10 3420 3334 35,52 33,81 110 3,24
plec 5 3443 3356 34,85 33,90 066 194
plac 1 33,76 3350 - 33,83 0,10 029
Cosficients de comslacs ) 000 005 008 087
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Tabela 9 — Quantificagdo do numero de copias dos eventos GM em T, e Ts pelo
meétodo curva padrdo baseadas em pDreb e pLec. Os valores do numero
de copias, desvio padrao (SD) e coeficiente de variagcao (CV(%)) para
cada um dos eventos quantificados.

Capias Dreb/'Genoma Soja
Evantos Corrda 1 Corrida 2 Corrida 3 Média 5D CV (%)
B8 (.00 0.02 017 (.06 0,0 63,16
NHT2 (.00 0.04 037 0,14 0.2 67.30
PET512(2) 0,00 0,04 046 0,17 023 6341
PAETi32(1) (.00 0.035 048 (.18 0,26 66,95
PBT532(2) 0,00 003 040 0,15 0.22 53,92
3060 T2 (.00 013 083 (.36 0,50 72.10
3060 T2 (4)B1 0,00 001 022 0,08 0,12 £3,32
3058 T2(6) Al 0,00 002 001 0,01 0,01 100,00

Tabela 10 — Quantificagdo do numero de cépias dos eventos GM em T, e Ts pelo
meétodo curva padrao baseadas em pDreb diluidas em DNA genémico.
Os valores do numero de copias, desvio padrao (SD) e coeficiente de
variagéo (CV(%)) para cada um dos eventos quantificados.

Copias Dreb'Genoma Soja
Eventos Corrida 1 Corrida 2 Corrida 3 Madia SD CV (%)
PR T3 0,00 0,00 75,76 235 4374 57,74
05 T2 0,00 0,00 282,40 04.14 163,04 57,74
PST512(2) 0,00 0,00 321,88 107.29 18584 57,74
P58 T5 32(1) 0.01 0,00 4327 147,76 25592 57,74
P38 T532(2) 0,00 0,00 512,12 170,711 20567 57,74
3069 T2 0,04 0,01 111541 37182 643,07 57,74
3060 T2(4) BI 0,04 0,01 132831 4279 766,89 57,74
3038 T2 (6) Al 0,00 0,00 16,97 3,66 9.80 57,76

As duas estratégias apresentadas nas Tabelas 9 e 10, método curva
padrao pDreb com pLec e pDreb com um DNA gendémico de uma BR 16, ndo foram
possiveis de serem quantificadas, quanto ao numero de cépias. O fato de ter
misturado duas amostras com quantidades iguais na construcdo dos padroes
absolutos, erros de pipetagem podem ter contribuido para variagcdo de amplificagao.
Pode-se observar que as triplicatas das corridas demonstraram similaridade entre as
repeticoes, exceto na terceira corrida pDreb com BR16 que houve discrepancia das

outras repeticdes. Isso demonstra que as quantificacbes das amostras utilizadas
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com padrdes absolutos podem apresentar problemas no preparo contribuindo para
amplificagcdes inespecificas.

A quantificacdo nao foi possivel de ser realizada devido a pequenos
erros de pipetagem que implicam elevada variagdo na qualidade de copias do alvo

nos padrdes, ocasionando diferencas nas amplificagoes.
Construcao das curvas de calibragcdo baseada em gDNA

Além dos plasmideos, as curvas também foram feitas utilizando DNA
genbmico da amostra GM P58 Ts, positiva, contendo uma cépia do evento
transgene, determinado por Southern blot e DNA gendmico de uma BR16 n&o
transgénica, em proporgdes iguais, a fim de obter padrées 1000, 500, 100, 50, 25,
10, 5, e 1 copia.

A eficiéncia de amplificacdo (E=10"""°-1) ficou em torno de 2,38
para gDNA Dreb e 2,25 para gDNA lectina. Os valores médios de Ct de cada
padrao, obtidos nas trés diferentes corridas, bem como os valores de SD e CV (%)
correspondentes, podem ser visualizados na Tabela 11.

A comparagao entre os valores médios de Ct obtidos em cada
padrao demonstrou instabilidade, pois os valores de Ct bem préximos um do outro
cerca de 29,89 a 34,12 para gDNA Dreb e 30,48 a 34,58 para o gDNA lectina.Os Cts
proximos podem indicar problema no preparo das diluicbes. Os parametros que
indicam a qualidade das curvas de calibracdo destacam-se os valores de R onde as
médias das triplicatas ficaram entre 85% para o gDNA Dreb e 69% para gDNA
lectina, sendo o ideal valores acima de 98%.

Para o calculo do numero de copias das amostras quantificadas foi
utilizada a equacao da regressao linear gerada por cada curva padrao. Os valores

de SD néo ultrapassam 0,56 presentes na Tabela 12.
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Tabela 11 — Repetibilidade das curvas de calibragdo baseadas em gDNA Dreb e
gDNA lectina. Os valores médios de Ct que representa triplicada de
cada corrida, desvio padrao (SD) e coeficiente de variacdo (CV(%))
para cada uma das dilui¢cdes.

Valores da Ot

Mumero de Coplas Corridal Corrida 2 Corids 3 Mediz s V(W
gLA Dirsh 1000 30002 18ED 15,84 1589 Ll6 0,52
EDMA Treb 500 3057 L] 30,82 30,76 n1g 058
eDNA Treb 100 JL.65 3162 3164 3163 o2 0,05
DA Direb 50 3341 3320 - 3330 015 048
DA Direh 15 3187 3355 - 33.26 4l 1.13
DA Direh 10 33,10 3444 33,74 33,76 L67 190
ELRA Db 5 3434 3431 33.70 3412 36 105
LA Db 1 34,682 3335 3404 3400 el 1

Cosficients de carslclo (B 54 0,83 0,67 0LE5
EDNA Lec 1000 3049 3046 3058 3048 o2 0,07
EDMNALec 300 3117 3L34 31.58 3116 L 0.5
EDMALec 100 3115 3156 3337 3136 062 1.51
el A L=c 5 3LE3 3313 - 3158 o2 0, &5
ELMA Lac 13 FLED 33.08 3194 L 0. 6L
ELMAL=c 10 3325 33125 33.EE 3315 n36 L
EDMA Lz 3 3345 3371 3380 3358 03 067
eDMNA L= 1 33.25 3580 34,40 34,53 LED 50
Cosficients de careleclo (B 0m 071 0.5 065

Tabela 12 — Quantificagdo das amostras utilizando as curvas baseadas em gDNA.
Os valores de numero de copias, desvio padrdao (SD) e coeficiente de
variagao (CV(%)) para cada um dos eventos.

Copiaz Diek/Genonm Soja

Eventos Comid 1 Corrida 2 Corrida 3 NEda SD CVita

P38TS Qo0 0170 0,100 011 005 43,28

30051 0140 0.33 0,400 029 0,13 4639
PETS 120D 0130 0,340 0.30 23 013 4740
PET532(D) 0180 0420 0,010 030 37 RN
PETE320 0,140 0,33 0,640 037 025 68,21

3068 T2 0550 1,110 0,00 033 036 100,30
3068 T2(4)BlL 0,540 1,110 0,910 033 020 35,
3038 T2(6) Al 0080 0170 0,100 012 0,05 4031

A inclinacdo da reta em cada curva de calibragdo obtida permite
estimar os valores de eficiéncia de amplificacdo de cada alvo amplificado por PCR.

Uma inclinagdo de -3,32 indica uma eficiéncia de amplificagéo tedrica de 100%
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(GINZINGER, 2002). Nas curvas pDNA obtidas pelo método da curva padréo, os
plasmideos contendo o alvo pDreb apresentaram uma baixa eficiéncia de
amplificacdo em média de 95%, enquanto os contendo o alvo lectina a eficiéncia foi
ainda inferior, com 89,1%.

Deste modo, o declinio na eficiéncia ndao pode ser atribuido a
competi¢cdo entre a amplificagdo entre os alvos, mas sim com o background das
diluicdes, também conhecido como efeito de matriz (KURNET et al., 2006). No caso
das curvas baseadas em gDNA a menor eficiéncia pode ser atribuida a menor

qualidade do DNA amplificado quando comparado com DNA plasmidial.

DISCUSSAO

De acordo com os resultados, cinco eventos tiveram o numero de
copias do transgene determinados por PCR quantitativo e confirmados por Southern
blot, entre eles as amostras 1333 A- v.30 T,, P58 — v. 46 T, P58 —v. 41 T, e P58 —
v. 51 T, 3058 T, 3069 T, (4) e 3069 T, 3075 Ty, P58 Ts, P58 T512(2), P58 T532(1),
P58 T532(2). Dois eventos que apresentaram elevado numero de copias, P59 B-12A
T4 e 382 B -97 B T4, ndo puderam ser quantificados com precisao via Southern blot,
no entanto, foram quantificados por PCR quantitativo. Este fato pode ser explicado
principalmente devido a ocorréncia de multiplas insergbes do cassete dentro do
genoma, o que apods as digestdbes com as enzimas de restricdo resulta no gel em
multiplas bandas de diferentes intensidades, fato que dificulta a quantificagao
precisa. Aléem disso, uma questdo muito relatada em artigos cientificos trata das
limitagbes da técnica de Southern blot, uma vez que digestdes parciais,
transferéncias incompletas e revelagdes com baixa resolugdo geram artefatos que
impedem a identificagdo precisa de bandas. Cabe ressaltar ainda, que esta
identificacdo é subjetiva, razdo pela qual a técnica de gPCR vem sendo escolhida
para realizar tais analises (WENG et al., 2004; LI, et al., 2004)

Entre os eventos estudados, as amostras P58 — v. 46 T, P58 — v. 41
T, e P58 — v. 51 T,, foram analisados na geracao T,, e apresentaram em ambas as
metodologias utilizadas 5 copias do transgene DREB1A. Posteriormente, as
mesmas amostras foram analisadas em novas corridas de gPCR, utilizando a
mesma metodologia empregada em T,, para confirmar a presenga do numero de

copias do transgene na geragao Ts. Foi possivel verificar que no avanco das
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geragdes ocorreu uma diminuicdo do numero de copias detectadas para 1 e 2
copias do gene, confirmadas também por Southern blot, quando comparadas com a
analise em To.

A reducédo do numero de cépias do transgene entre as geragdes
pode ser explicada pela segregagao dos insertos nio ligados.

WENG em 2004, ao quantificar niumero de copias em canola, fez um
screening inicial em 10 plantas transgénicas em T, pela técnica de PCR em tempo
real utilizando calculos baseados na eficiéncia de amplificagdo do alvo (proteina
HMG) através do método 224! sendo os resultados confirmados pela técnica de
Southern blot. Baseada comparagao de ambas as técnicas, cerca de 70% das
plantas foram confirmados quanto ao numero de copias. Foram utilizadas duas
sondas de diferentes tamanhos no Southern blot, sendo uma estratégia excelente
para confirmar os resultados e também verificar quebras nos cassetes inseridos.

Alguns trabalhos cientificos tém relatado a quantificagcdo do numero
de copias transgenes utilizando o método 222", LI et al. (2004), com o objetivo de
estimar numero de cépias em PGM de trigo, compararam qPCR com Southern blot.
A concordancia dos resultados obtidos por gPCR e Southern blot foi de
aproximadamente 90%, o que aponta o0 método 22! eficiente para a quantificagdo
do numero de coépias. Para tal quantificacdo foi realizado um screening em um
evento de trigo com dez plantas, sendo utilizado com como normalizador o gene da
puroindolina-b, controle interno trigo, e como calibrador uma amostra nao
transgénica. No presente trabalho, em um total de 18 amostras analisadas,
distribuidas em 9 eventos, em diferentes geracdes, 15 amostras tiveram os
resultados coincidentes entre as técnicas de qPCR e Southern blot, cerca de 83%.

INGHAM et al., (2001) mostraram que o ensaio multiplex em PCR
quantitativo através do método da formula 272! para determinar o nimero de copias
do gene de selecédo (pmi -phosphomannose isomerase) em milho. Encontrou-se
uma correlagao rigorosa entre os seus resultados do Southern blot, exceto para
duas linhagens (de um total de 37). Utilizam como normalizador, o gene adn (alcool
desidrogenase) como controle endogeno.

Em trabalho realizado por MASON e colaboradores (2002), propde-
se o desenvolvimento de um método rapido e confiavel para estimar o numero de
copias em tomate. Ao contrario de outros procedimentos semelhantes, este método

desconsidera a eficiéncia de amplificagcdo do alvo e do controle endégeno, uma
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etapa essencial para otimizacdo do sistema. De acordo com essa proposta néo sao
necessarias informacao preliminares sobre o calibrador, pois utilizam um “calibrador
virtual”, onde a amplificacdo desse calibrador € estimada entre 38 a 40 ciclos,
assumindo o calibrador com 1 copia. Em contrapartida, este fato nem sempre é
possivel uma vez que amplificacdes inespecificas podem ocorrer mesmo se
sabendo o numero de coépias do calibrador. Por isso, faz-se importante o uso
referéncia endégena com o menor numero de copias determinado nas reag¢des para
que os dados apresentados sejam mais confiaveis.

Outra analise apresentada para a quantificacdo numero de copias é
utilizar a propria referéncia endoégena lectina como calibrador através da formula 2
ACt2 sendo um mais método rapido, pratico e eficiente para se determinar o nimero
de cépias e selecionar precocemente eventos com poucas ou uma coépias simples
do transgene.

A quantificacdo baseada na construgdo de curvas de calibragao
trata-se um procedimento extremamente minucioso, que necessita de cuidados na
preparacdo dos padroes, quantificacado e precisdo nas diluicbes, caso contrario os
desvios e baixa correlacdo entre os valores de Ct e a diluicdo podem ocorrer, € a
quantificacdo de todas as amostras pode ser comprometida. No presente trabalho
foram utilizados padrdes baseados tanto em DNA plasmidial quanto DNA genémico
para a constru¢ao de curvas de calibracdo para quantificagcdo do numero de copias
pelo método da curva padrdo. Uma das vantagens de se utilizar DNA plasmidial na
construgcao das curvas de calibracdo é a obtencdo de DNA de melhor qualidade
quando comparado as amostras extraidas de material vegetal, apresentando menor
contaminagdo com compostos fendlicos e polissacarideos (BRASILEIRO &
CARNEIRO, 1998).

Baseados nos resultados obtidos, ambas as curvas construidas com
pDreb e pLec, uma vez que padrdes lineares tendem a demonstrar pouca variagao
entre os Ct, que poderia ser explicado pela forma de preparo dos padrdoes. A mistura
dos plasmideos, embora tenha sido feito a quantificacdo em espectrofotdbmetro Nano
drop, e além do cuidado no preparo dos mesmos e suas amplificagdes multiplex, o
background parece ter influenciado na eficiéncia e, consequentemente, na
quantificacdo dos padrbes. Essa interferéncia na sensibilidade do gPCR, e,
consequentemente, variagdes nos resultados de quantificagdo, devido ao efeito de

matriz ou do background das diluicbes de padrbes baseados em pDNA e gDNA
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(KUNERT et al., 2006). A construcdo dos padrées para o numero de cépias € a
etapa mais critica da quantificagao, pois qualquer erro na diluigao altera os dados de
quantificacdo das amostras a terem um DNA alvo especifico previamente
determinado. Constituiu um processo de minucioso, onde erros de pipetagem
comprometem todas as analises futuras.

A partir dos resultados apresentados, pode-se observar que entre as
metodologias de gPCR testadas, a que apresentou os resultados mais precisos
quando comparados com a técnica pioneira para quantificacdo de numero de cépias,
Southern blot, foi a quantificacgo relativa pela formula 22 quando o préprio gene
utilizado como referéncia endégena foi utilizado como calibrador.

Estes dados demonstram o potencial da PCR em tempo real como
ser um método que possui alta eficiéncia, sensibilidade e rapidez para o screening
inicial de plantas GM para selecdo de eventos com baixo numero de copias, e,

consequentemente, a aceleragcao do desenvolvimento de eventos GM elites.
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ANEXO A - Protocolos

1 CELULAS ELETROCOMPETENTES DE ESCHERICHIA COLI

Obter col6nias isoladas a partir do estoque em glicerol, crescer uma
colénia overnight em 10mL de meio LB a 37°C, a 200 rpm (pré-
in6culo).

Inocular 5mL do pré-inéculo em 500mL de meio LB e crescer a 37°C
com agitacao 300 rpm, até atingir OD600 0,5 a 0,7.

Manter as células no gelo por aproximadamente 20 min.
Assepticamente, transferir as células para tubos de centrifuga, pré-
resfriados em gelo.

Centrifugar a 7.500 rpm por 15 min a 4°C.

Descartar o sobrenadante e ressuspender o pellet com 500mL de
glicerol 10% gelado. Centrifugar a 7.500 rpm por 15 min a 4°C.

Descartar o sobrenadante e ressuspender o pellet com 250mL de
glicerol 10% gelado. Centrifugar a 7.500 rpm por 15 min a 4°C.

Descartar o sobrenadante e ressuspender o pellet com 20mL de
glicerol 10% gelado.

Transferir para tubos de 30mL estéril e centrifugar a 7.200 rpm por 15
min a 4°C.

Descartar o sobrenadante e ressuspender o pellet em 1 a 2mL de
glicerol 10% gelado.

Alicotar em eppendorf e armazenar a - 80°C por até 6 meses.

2 TRANSFORMAGAO VIA ELETROPORAGAO

No processo de transformagdo por eletroporagdo foi seguido o
protocolo de Miller & Nickoloff (1995). O aparelho utilizado para a
transformacao foi um eletroporador Micro pulser, Bio-Rad.

Preparar o eletroporador para 2.5 kV, 25mF, preparar o controlador de

pulso para 200 ou 400 ohms. O controlador de pulso é necessario
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quando altas voltagens sdo aplicadas sobre curtas distancias entre
eletrodos em amostras com alta resisténcia.

Misturar 40mL de células eletrocompetentes em eppendorf 1,5mL com
2mL de DNA (5pg a 0.5mg de DNA plasmidial). Misturar a solugao no
tubo gentilmente e incubar no gelo por 1 min.

Transferir o DNA e as células para a cubeta pré-resfriada em gelo,
agitar levemente para acomodar as células no fundo da cubeta, secar
0 gelo e a agua da cubeta.

Colocar a cubeta na camara do eletroporador. Aplicar o pulso.

Remover a cubeta e imediatamente adicionar 1mL de meio SOC.
Transferir a suspensdo de células para tubo Falcon de 15mL estéril e
incubar a 37°C por 1 h com agitagao de 225 rpm.

Espalhar com alga 60mL de IPTG/X-Gal (50ml de IPTG 0,1M e 10mL
der X-Gal 50mg/mL) em placas com LB/antibiético (100mg/placa),

deixar secar por 30 min

3 EXTRAGAO DE DNA EM LARGA ESCALA- SOUTHERN BLOT

Macerar 3 trifélios de folhas em nitrogénio liquido ou pelo menos 1g de
folha.

Para transferir a amostra do cadinho para o tubo Falcon, adicionar mais
nitrogénio na amostra ja macerada e transferir para o tubo Falcon de
50 mL.

Aquecer o tampéao de extragcado a 65°C e adicionar 3-mercaptoetanol no
momento do uso (200 pL para cada 100 mL).

O procedimento de adicao do tampao de extracdo as amostras deve
ser realizado na capela devido a presenca [3-mercaptoetanol.

Antes de adicionar o tampao, coloque o tubo Falcon em uma raque,
abra um pouco a tampa e espere secar O nitrogénio. Assim que
estiver seco, retorne a amostra ao nitrogénio para manté-la bem

resfriada.
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Utilizando um tubo Falcon medir 20 mL de tampao de extracdo e
adicionar em cada amostra. Agite bem até que esteja homogeneizado
(pode ser utilizado o vortex).

Colocar no banho a 65°C por 30 minutos (deixar no maximo 60
minutos). Homogeneizar de tempo em tempo para manter o extrato
ressuspendido.

Apods o banho adicionar 1 volume (20 mL) de cloroférmio (na capela).
Vedar o tubo com parafilme e agitar ~ 10 minutos.

Centrifugar a 7500 rpm por 20 minutos para separar a faze organica.

Transferir 0 sobrenadante (verde claro) para um tubo falcon novo (+-
17mL).

Adicionar 0,6 volumes de isopropanol gelado, e agitar gentilmente
varias vezes.

Deixar os tubos na geladeira por 2 horas ou 30 minutos no freezer (-
20°C).

Obs: A quantidade de isopropanol depende da quantidade do
sobrenadante que foi possivel resgatar. Normalmente esse volume é
de 15 a 20 mL. Em nossas amostras padronizamos para 17 mL e
adicionamos 10, 2 mL de isopropanol gelado em cada amostra.

Centrifugar as amostras por 20 minutos, 7500g a 4°C.

Descartar o sobrenadante.

Deixar o pellet secando na bancada ou utilizar uma ponteira adaptada
ao sistema a vacuo.

O pellet tem que secar até ficar transparente, se nao ficar transparente
pode estar contaminado com proteinas e sera necessaria uma nova
lavagem.

Ressuspender o DNA em TE (200 pL) por amostra. Adicionar no fundo
do tubo sobre a amostra que estara transparente. Chacoalhar o tubo
levemente para produzir um efeito de onda, dessa forma o TE
passara levemente sobre a amostra.

Com o auxilio de uma ponteira (p1000) com a ponta cortada lavar as
paredes do tubo. A solugdo deve ser jogada na regido da parede

onde esta o DNA até que ele se solte.
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e Importante: O DNA quando seco se torna transparente, mas no
momento em que ele hidrata fica como uma geléia transparente.

e Obs: Uma alternativa € adicionar o TE e deixar o tubo na horizontal de
forma que a solugao fiqgue sobre o DNA e mantido overnight na
geladeira. Entretanto esse procedimento sé pode ser feito se o DNA
foi ressuspendido em TE. Certifique-se de que todas as amostras
foram ressuspendidas.

¢ Transfira as amostras para microtubos e armazene em freezer -20°C.

Tampao de extracido segundo Doyle e Doyle:

- O tampédo pode ser dissolvido usando aquecimento até 65°C,

preferencialmente, autoclave antes do uso.

Reagentes [final] Preparo de 500 mL
CTAB 2% 109

PVPP 2% 109

Tris-HCI 1M pH 8,0 100 Mm 50 mL

EDTA 0,5M pH 8,0 25 Mm 25 mL

NaCl 2M 200 mL

Agua Destilada - Suficiente para 500mL

Obs: adicionar p-mercaptoetanol no momento do uso (200 pL para cada 100 mL).

4 EXTRAGAO DE DNA DE PLANTAS EM PEQUENA ESCALA - PCR EM
TEMPO REAL

e Triturar cerca de 1g de folha em presenca de N; liquido em almofariz e
transferir para tubos de microcentrifuga e adicionar tampao de
extracdo na propor¢ao de 4 vezes o volume da amostra.

e Incubar a 65°C por 60 minutos, agitando de vez em quando (cada
15min)

e Resfriar e centrifugar a 6000 rpm por 10 minutos. Transferir a fase

aquosa (superior) para outro tubo.
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Adicionar igual volume de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) e agitar
por suaves inversdes por cerca de 5 minutos

Centrifugar a 6000 rpm por 15 minutos e transferir a fase superior para
outro tubo.

Repetir os passos dois passos anteriores

Precipitar os acidos nucléicos pela adicdo de isopropanol gelado (2/3
do volume). Misturar por inversdes até os acidos nucléicos tornarem-
se visiveis e deixar over night a 4°C ou 2 horas a -20°C

Centrifugar a velocidade maxima por 10 minutos. Descartar o
sobrenadante e adicionar 500ul de etanol 70%. Centrifugar
novamente por 5 min., descartar o sobrenadante e secar o pellet (O
pellet pode ser séco a vacuo ou deixar o tubo invertido sobre a
bancada por cerca de 2 horas)

Ressuspender o pellet em 400ul de TE pH 8,0. Se necessario, pode-se
aquecer a 65°C por 5 minutos para ajudar a ressuspensao.

Adicionar RNAse A, na concentragéo final de 40ug/ml e incubar a 37°C
por pelo menos 30 minutos.

Re-precipitar o DNA pela adicao de 1/10 do volume de NaCl 5M e 2
vol. de etanol 95% gelado. Deixar over night a 4°C ou a -20 C por 2
horas

Repetir os dois passos anteriores a adicdo de RNAse A . Quantificar o
DNA em espectrofotdbmetro ou gel de agarose 0,8%.

Tampao de Extragao

Componentes Conc. final Vol. Final (10ml)
CTAB 5% 1% 2,0ml
NaCl 5M 1,4M 2,8 ml
Tris-HCI 1M pH 8,0 100 mM 1,0 ml
EDTA 0,5M 20 mM 0,4 ml
Mercaptoetanol 0,1% 0,01 ml
Agua 3,7 ml

Obs.: O mercaptoetanol deve ser adicionado somente no momento do uso do tampéo
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5 EXTRAGAO DE DNA PLASMIDIAL (KIT WIZARD PLUS MAXIPREPS DNA
PURIFICATION SYSTEM - PROMEGA - CAT A7421)

¢ Antes de iniciar o uso do Kit

¢ Diluir a solugdo Column Wash adicinando 170 mL de etanol 95% para
um volume final de 295 mL;

e Inocular uma coldnia unica em 2-5 mL de meio LB contendo o
antibiotico apropriado e, incubar a 37° C por aproximadamente 8
horas com agitagao (300 rpm) (pré-indculo);

e Transferir 1 mL do pré-inoculo para erlenmeyer contendo 500 mL de
meio LB/antibidtico e incubar a 37° C por 12 a 20 horas com agitagéo
(~300 rpm);

e Coletar as células por centrifugagdo a 5000 x g por 10 minutos a
temperatura ambiente;

o Descartar o sobrenadante e ressuspender completamente o pellet em
15 mL de Cell Ressuspension Solution;

e Adicionar 15 mL de Cell Lysis Solution, e misturar por inverséao,
incubar por aproximadamente 20 minutos a temperatura ambiente;

e ** N&o utilizar agitador vortex. O lisado apresenta aparéncia viscosa;

¢ Adicionar 15 mL de Neutralization Solution e misturar por inversao;

e ApOs a adicao de Neutralization Solution ha formagdo de um floco
branco e o lisado fica menos viscoso;

e O material precipitado contém DNA genbmico, proteinas, debris
celulares e SDS.

e Centrifugar a 14000 x g por 15 minutos a temperatura ambiente;

e Filtrar o sobrenadante em uma proveta utilizando papel de filtro
Whatman 1, medir o volume e transferir para tubo de centrifuga;

¢ Adicionar 0,5 volume de isopropanol a temperatura ambiente, misturar
por inversao;

e Centrifugar a 14000 x g por 15 minutos a temperatura ambiente;

e Descartar o sobrenadante e ressuspender o pellet em 2 mL de tampéao
TE;
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Adicionar 10 mL de Wizard Maxipreps DNA Purification Resin ao
DNA;

Acoplar a Maxicolumn ao sistema de vacuo;

Transferir a mistura de resina+DNA a Maxicolumn. Aplicar o vacuo;

Adicionar 25 mL de Column Wash Solution a Maxicolumn e aplicar o
Vacuo;

Adicionar 5 mL de etanol 80% a Maxicolumn, aplicar o vacuo, manter o
vacuo por mais 1 minuto;

Transferir a Maxicolumn para tubo falcon de 50 mL e centrifugar a
1300 x g por 5 minutos;

Retornar a Maxicolumn para o sistema de vacuo e aplicar o vacuo por
5 minutos para secar a resina;

Transferir a Maxicolumn para o tubo que acompanha o kit e adiconar
1,5 mL de agua pré-aquecida a 65-70° C a Maxicolumn. Aguardar 1
minuto;

Centrifugar a 1300 x g por 5 minutos a temperatura ambiente para eluir
o DNA;

Para remover qualquer residuo de resina , acoplar a seringa ao filtro
0,22 um e transferir o DNA para a seringa;

Acoplar o filtro a um tubo de 1,5 mL e filtrar o DNA eluido;

Centrifugar a 14000 x g por 1 minuto a temperatura ambiente;

Transferir o sobrenadante para novo tubo e armazenar a —20° C.

Extrato de levedura 0,5% 0,59
Triptona 2% 2,0g

NaCl 10mM 1,0mL

KCI 2,5mM 250mL

MgCI2 10mM 1,0mL

MgS0O4 10mM 1,0mL

Glicose 20mM 0,3604g

Agua destilada 96mL
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Autoclavar.

2 MEIO LB (LENNOX L BROTH BASE) LiQUIDO

Meio LB (triptona, extrato de levedura e NaOH) -20g para cada 1L de
agua destilada.

Autoclavar.

3 MEIO LB (LENNOX L BROTH BASE) SOLIDO

Meio LB (triptona, extrato de levedura e NaOH) -20g para cada 1L de
agua destilada.
Adicionar 12g para agar bacteriélogico para cada 1L de meio.

Autoclavar.

4 SOLUGOES DE TRANSFERENCIA SOUTHERN BLOT:

- Solugdo de Depurinagédo: (Nesta etapa, o DNA é parcialmente
hidrolizado, o que facilita a transferéncia, principalmente de DNA de alto peso

molecular).

e 20,8 ml de HCI concentrado (12M) + 980 ml de &gua destilada
(autoclavada). Essa solugdo nao necessita ser autoclavada antes do

uso.

- Solugao de Desnaturacao: (Nesta etapa, o pH alto faz com que as

pontes de hidrogénio se quebrem, deixando o DNA fita simples).

20 g NaOH
87,68 g NaCl

Completar para 1 litro

Autoclavar ou utilizar agua milliQ autoclavada.
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- Solugdo de Neutralizagdo: (Nesta etapa, ocorre o
restabelecimento do pH para proximo da neutralidade, mantendo as fitas

desnaturadas):

60,57 g Tris (pH~10)
175,32 g NaCl

Corrigir o pH para 7,0 com HCI concentrado e completar para 1 litro.

(Utiliza-se mais ou menos 40 mL para aferir o pH).

Autoclavar ou utilizar agua milliQ autoclavada.

- Solugdo 20 X SSC: (Tampao de transferéncia para sistema por

capilaridade):

175,3 g NaCl
88,2 g Citrato de Sddio ou acido citrico > PM: 294,1 (CeHsNa3;O7H,0)

Corrigir o pH para 7,0 e completar para 1 litro. (Pouco HCI - uL).

Autoclavar ou utilizar agua milliQ autoclavada.
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ANEXO B - PCR quantitativo
Curva de calibracdo quantificacdo relativa método curva padrdo. As curvas foram

obtidas pela interpolagéo do logaritmo da diluicdo dos plasmideos Dreb e Lectina em
fungéo dos valores de Ct, em trés corridas independentes.

pDrebl y=-1899x + 35,89 plecl = -L049x +33 65
40 - Re=0338 40 Ri=08M
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g 2 g 201
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Curva de calibracdo quantificagdo relativa método curva padrdo. As curvas foram
obtidas pela interpolagcéo do logaritmo da diluigdo do plasmideo pDreb e BR 16 em
funcao dos valores de Ct, em trés corridas independentes.

Valresde Ci

Valores e Ct

Vabores de Ct

0,00

.00

pDreb1

JRL 200

Logda dilnicio

pDreb 2

y=

r—'\\\.

L 1.m

Los da dilnigde

pDreb 3

100 10
Lozda diluicio

100

3 4

-30Eex+ 3721
Ri=0877

400

y=-2803x+ 3683

—

=032

10 4

Vaboresde Ct

0

BRI61 y=209x+3626
T OR=05%

h—‘—-'_____’_______‘_‘

0,00

40

Wikres ale Ct

YVakores de Ci

000

1.00 2,00 300 400
Log da diluicio

BR162 w=-1704x=3517
Ri=0045

1,00 2,00 300 400
Log da diluicio

BR163 y= 238x+ 395
RE=0480

100 200 300 400
Logzds dilwicio




83

Curva de calibracdo quantificagdo relativa método curva padrdo. As curvas foram
obtidas pela interpolagdo do logaritmo da diluicho gDNA da amostra P58 T5 em
funcao dos valores de Ct, em trés corridas independentes.
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Planilha de diluicdo DNA plasmidial DREB1A, para construgdo dos padroes.

Mazerial: DNA plasmidial pDREB
Concerapde: 100 ng'ul
Tamanko da plasmideo +inserts 4838gb
Massa de I C- 530x10" =
530=107 nz
Vel Final Reagio: 23 oL
Vol Final diluigio: 30 oL
Quantidadede DNA (ne) Cépias do Ceanoma Diluicio Exp Cone. das dilhuicdes ne/ul ol de DNA Jol H:O
53,00 10.000.000.000 107 10" 21.2 £.36 23,64
53 1000000000 107 10° 212 Diluig3o: 3ul de DNA + 27 FRO
033 100000000 107 10° 0,212 Diluigio: 3ul = DNA =+ 27 RO
0,053 10000000 107 10 0,0212 Dilvigiio: 3ul é=DNA =+ 27 FhO
0.0053 1000000 10° 10° 000212 Dilvigio: 3ul ¢= DA+ 27 FhO
0,00053 100000 107 10° 0,000212 Dilvigio: 3ul d= DA+ 27 FhO
0000053 10.000 0™ 10° D.0000212 DiluigZo: 3ul d2 DNA <27 HO
0,0000053 1000 107 10’ 0.00000212 Diluicio: 10 ul d= DNA + S0 H:0
0,00000053 w0 7 10° 0,000000212 Diluig3o: 10 uL de DNA + 90 H:O
0,000000053 10 1wt 10 2 17E-08 Diluic3o: 10 ol de DNA + 90 H:O
5.3E09 1 10° 10" 2 12E-09 Diluig3o: 10 ul de DNA + 90 H:0
m=*n x [ 1mal= 1 x 660z 3
6023 %107 moléc. mele
m="n x [ 1086x 107 1

e 4838 x 10862 107
m=3302.48x10" ¢
m=5302x10" ng

#n = tamanho do plasmideo + inserto



Planilha de diluicdo DNA plasmidial lectina de soja para a constru¢éo dos padrdes.

Material: DMA plazmidial pl.ec
Concetragio: 60 ng/ul
Tamanho da plasmides + nserto 3079k
Massa de 1 C- 3374z 108 £
3.374x10° ne
“ol. Final Reacdo: 23 ul
"ol. Final diluigio: 30 ul
Quantidade de DNA (ng) Copiasdo Genoma Diluicio Exp Conc. das diluicdes ng/ull Yolde DNA Yol H,O
33,74 10.000.000.000 107° 10" 13 496 6.73 2325
3,374 1.000.000.000 10° 10° 1,3496 Diluigio: 3 ul de DNA +27 H.O
03374 100.000.000 107 10°* 0.13496 Diluigio: 3 ul de DNA +27 H.0
0.03374 10.000.000 107 10’ 0.013496 Diluigio: 3 ul de DNA +27 H,0
0,003374 1000000 10°F 10 ° 0,0013496 Diluigio: 3 ul de DNA +27 H:0
0.0003374 100000 107 10° 000013496 Diluigio: 3 ul de DNA +27 H:0
0.00003374 10000 10* 10* 0,000013496 Diluigio: 3 ul de DNA +27 H;0
0000003374 1000 107 10° 1.3496E-06 Diluicie: 10 uL de DNA + %0 H:0
3,374E-07 100 107% 102 1,3496E-07 Diluigio: 10 uL de DNA + 90 H,O
3,374E-08 10 10" 10’ 1,3496E-08 Diluigio: 10 uL d= DNA + 90 H.O
3,374E-09 1 10’ 10° 1.3406E-09 Diluigio: 10 uL de DNA + %0 H:O
_— i inacio d e 1 coni
m=*n X [ 1mole 1 X 660 ¢ )
6.023 x 10~ moléc. mols
m=*n X [ 1.096x 107" 7

m=3079 x 1,086 x 107"
m=3374,584 = 10 'z
=3 374x10 ¥ ng

*n = temanho do plasmidao + inserto



Planilha de diluicdo DNA genémico, evento P58 Ts contendo 1 copia

Material: DNA gendmico soja
Concetragdo: 100 ngul
Tamanhe do genoma sofa 1.115Mb
Massa de 1 C: 122 x10 12 z
0000122000 ng
Vol Final Reagdo: 23 ul
Vol Final diluigdo: 30 ul
Quantidadede DNA (ng) Cipias do Genoma Diluigio Exp Conc. dasdiluicies ngil Volde DNA Vol H2O
122,204 100.000 10 103 48 8316 14.66 1534
122204 10.000 10+ 10 488816 Diluigdo: 10 ul de DNA + 20 H.O
122204 1.000 10 103 0488814 Diluigdo: 10 ul de DNA+ 20 H O
0,122204 100 102 102 00488816 Diluigdo: 10 ul de DNA+ 20 H.O
0.0122204 10 107 101! 000488816 Diluigio: 10 ul de DNA+ S0 H O
000122204 1 10° 10° 0.000488816 Diluigdo: 10 ul de DNA + 20 H,O
Formula para determinacio da massa de 1 copia
m=*n X [ 1male ] X [ 6602 )
6.023 x 10 % moléc. mole
m = *n x [ 1.006x 1070 ]

m=1115x10°x 1,096 107 g

m = 0,000122 ng

*n = tamanhe do genoma da soja
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