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Estimativa do Niumero de Insercées de

Transgenes em Milho por PCR Quantitativo
(qPCR)

Introducéao

O milho é um dos principais cereais produzidos no mundo, e o Brasil

€ o terceiro maior produtor mundial, com uma estimativa para plantio
de 13,3 milhdes de ha e produgao de 55,6 milhdes de toneladas

de graos na safra 2010/11 (CONAB, 2011). As areas de produgéo

de milho concentram-se na regiao dos cerrados, que possuem

solos originalmente acidos, com presencga de aluminio (Al) téxico,
principalmente nas camadas subsuperficiais. Assim, o desenvolvimento
de gendtipos adaptados a esses solos € uma importante estratégia
para os programas de melhoramento genético de milho.

O principal mecanismo associado a tolerancia ao aluminio em plantas
consiste na exsudagao de acidos organicos pelo sistema radicular (MA
et al., 2001) que formam complexos estaveis com o metal, anulando ou
minimizando seus efeitos toxicos. Em sorgo, Magalhaes et al. (2004,
2007) mapearam e clonaram o gene de tolerancia ao aluminio Alt,,,
que codifica um transportador de citrato do tipo MATE (Multidrug and
Toxic Compound Extrusion), cuja expressao € induzida pela presenca

de Al nos apices radiculares de gendtipos tolerantes ao Al.

Buscando alcancgar novos patamares de adaptacdo do milho ao cultivo
em solos acidos, a Embrapa Milho e Sorgo tem direcionado esforgos na
superexpressdo do gene Alt,, em milho via transgenia. Varios eventos
transgénicos ja foram obtidos por meio de biobalistica e Agrobacterium
tumefaciens, tornando a sua caracterizagao molecular necessaria

para a selecédo dos eventos-elites que apresentem uma copia do gene
de interesse. Eventos com insercao unica sdo desejaveis, pois sao
geneticamente estaveis e sao os alvos primarios para a selegcéao de
eventos-elites (GADALETA et al., 2011).

Tradicionalmente, essa caracterizacao tem sido feita utilizando
Southern blotting (SOUTHERN, 1975). Essa técnica combina a
transferéncia de fragmentos de DNA para uma membrana e a detecgao
daqueles de interesse por meio da hibridizagdo com sondas marcadas.
Como os fragmentos de DNA s&o obtidos pela digestdo com enzimas
de restricao e a sonda representa um fragmento do gene-alvo, o
numero de bandas pode ser associado ao numero de copias do
transgene no genoma avaliado. Apesar de ser uma técnica robusta, é
uma metodologia demorada e laboriosa, dificultando a analise de um
grande numero de eventos.

Recentemente, a metodologia de PCR em tempo real ou PCR
quantitativo (QPCR) tem se apresentado como uma alternativa
rapida, sensivel e acurada para este tipo de analise. No entanto, os
trabalhos que relatam a utilizacédo do qPCR para esse fim baseiam-
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se no método TagMan®, que tem um alto
custo pelo fato de utilizar combinacdes de
primers e sondas marcadas, onerando a
analise de um grande numero de amostras,
como € o caso do screening de eventos
transgénicos. Uma alternativa de melhor
custo-beneficio para ensaios de qPCR seria
o método SYBR Green®, uma molécula que
se liga, com alta especificidade, a dupla fita
do DNA. A fluorescéncia emitida pelo SYBR
Green® é utilizada para detectar o acumulo
dos produtos de amplificagao ao longo dos
ciclos da reagao de PCR, ndo necessitando
de sondas especificas. Assim, a reagao
torna-se mais simples e os custos séo
significativamente reduzidos em comparagéao
com o TagMan®. Além disso, o fato de varias
moléculas de SYBR® Green se ligarem a um
mesmo fragmento aumenta a sensibilidade
da deteccao do ensaio.

O método SYBR® Green ja havia sido
proposto para a quantificagdo do numero
de cdpias de transgenes por Song et al.
(2002), mas por meio do estabelecimento
de uma curva padrao. Essa curva deve

ser estabelecida para cada experimento e
requer pelo menos trés amostragens com
diferentes diluigdes do DNA-alvo para cada
evento, aumentando os custos e dificultando
a operacionalizagao das analises em larga
escala.

Assim, o objetivo deste trabalho € apresentar
uma metodologia mais simples e eficiente
para estimar o numero de inser¢des de
transgenes combinando PCR quantitativo
com a fluorescéncia SYBR® Green e o
método de quantificagdo relativa por 2-22¢,

Metodologia

Material Vegetal

Foram utilizadas quatro plantas (T1) de
milho transformadas com o gene Alt, sob

o controle do promotor da ubiquitina e com
o terminador NOS, sendo dois eventos
obtidos via Agrobacterium tumefaciens
(A2.17 e A4.13) e dois clones de um mesmo

evento gerado por biobalistica (B59.9 e
B59.20). O marcador de selegdo utilizado
no cassete de transformacao foi o gene

bar que confere resisténcia ao herbicida
glufosinato de aménio. O hibrido Hi Il ndo
transformado, utilizado como gendétipo
receptor nos processos de transformacao, foi
utilizado como controle negativo. O evento
A2.22RC1, resultado do primeiro ciclo de
retrocruzamento do evento A2.22 com a
linhagem L3 foi utilizado como amostra
calibradora nas analises. Esse evento ja
havia sido previamente caracterizado por
Southern Blotting e pelo teste de progénie e
apresenta apenas uma coépia do transgene
Alt,.

Extracao de DNA

DNA genémico foi extraido de folhas jovens,
individualmente coletadas, de acordo com
Saghai-Maroof et al. (1984). A integridade

e a concentragcao do DNA foram verificadas
por eletroforese em gel de agarose e por
espectrofotometria, respectivamente.

Desenho de primers

Os primers para a reacao de PCR
quantitativo foram desenhados

utilizando o software Primer Express®
(Applied Biosystems, Foster City,

CA). Como referéncia de copia unica,
foram utilizados os primers para o

gene que codifica a enzima alcool
desidrogenase 1 (adh1) de milho adh1-F:
5" GTAACATCGTCCAGCACTGCTATT3’

e adh1-R:

5 TCGTATGATGTGTTCAGCCAGACT3’
proposto por Ingham et al. (2001). Para o
transgene, foram desenhados primers para
0 gene bar, utilizado como marcador de
selecdo no cassete de transformacéao bar-F:
5"ACAGCGACCACGCTCTTGAS e bar-R:
5'GCTCTACACCCACCTGCTGAS'.

PCR Quantitativo

Todas as reacdes de PCR quantitativo foram
conduzidas no equipamento 7500 Fast Real-
Time PCR System (Applied Biosystems,
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Foster City, CA) com trés réplicas técnicas.
Cada reacao continha 20 ng de DNA
gendmico, 1X Fast SYBR® Green Master
Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA)
e 12 pmols de cada primer em um volume
final de 20 pyL. Além disso, para avaliar

a sensibilidade da metodologia, reacdes
contendo 40, 60 e 80 ng de DNA da amostra
calibradora foram incluidas nas analises.
Essas reacdes simulam amostras contendo
2, 3 e 4 copias do transgene. As condi¢coes
de amplificagao foram aquelas sugeridas
pelo fabricante.

A eficiéncia da reacgao foi calculada por
meio de uma curva padrao obtida a partir de
dilui¢des seriadas de 1, 1:10, 1:100 e 1:1000
do DNA da amostra calibradora A2.22RCA1
baseada na formula:

E = 10" — 1, onde:
E = eficiéncia da reagao

B1 = é o coeficiente de inclinagdo da reta
obtida plotando-se o log da diluicdo do
DNA pelos valores de Ct, que indicam o
ciclo da reagao de PCR onde o acumulo de
fluorescéncia atingiu um limiar previamente
estabelecido pelo equipamento.

O valor de Ct do gene-alvo € normalizado
pelo valor de Ct do gene de referéncia, com
0 numero de copias conhecido (ACt = Ct_ _
— Ct .. .eneia)- P€lO fato de o numero de copias
do gene de referéncia permanecer constante,
a alteracao no valor de ACt corresponde

a uma variagdo no numero de copias do
gene alvo. Pela comparagao do valor de
ACt de amostras desconhecidas com o

ACt de uma amostra calibradora, no caso a
A2.22RCA1, o valor de AACt € obtido. Assim,
0 numero de copias é calculado aplicando-
se a equacao 222¢ método de quantificagdo
relativa proposto originalmente por Livak

e Schmittgen (2001) para quantificar a
expressao de genes.

Resultados

O método de quantificacao relativa
pelo 224t assume que as eficiéncias de
amplificagdo do gene de referéncia e do
transgene sdo semelhantes. Assim, as
eficiéncias de amplificagao para ambos os
genes, calculadas com base na diluicao
seriada do DNA do evento A2.22RC1,
foram de 95% para o gene adh1 e de 99%
para o bar (Figura 1). O coeficiente de
correlagao entre os valores de Ct e o log da
concentragdo de DNA em torno de 0,99 para
ambos 0s genes, indicando que os valores
de Ct sdo adequados para a estimativa do
numero de insergdes de transgenes pelo
método de quantificagcéo relativa (FAIZE et
al., 2010).

¥ = -3, 4435 + 12,675

tud
o
12 2P sadopey

-3 -2 -1 a
Log da diluigis do DNA

v=-31071x + 18,514 30
R'=0,9945
+ 25

A0 B SREN,

3 -2 =1 o
Log da diluicao de DNA
Figura 1. Eficiéncia de amplificacdo dos
genes adh1 (A) e bar (B). O coeficiente de
correlacao linear (R?) e o coeficiente de
inclinagdo da reta estdo apresentados no
grafico.
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Apds a normalizagao do Ct, o numero de
copias do transgene foi calculado pelo
método 222t comparando-se cada amostra
desconhecida com o DNA do evento
A2.22RC1, que continha uma unica copia

do transgene. Como esperado, o controle

Hi Il ndo transformado nao apresentou
amplificacdo para o gene bar. Ja os clones
gerados por meio de biobalistica, B59.9

e B59.20, apresentaram acima de quatro
insercdes do transgene, enquanto os eventos
obtidos por transformacgéo utilizando A.
tumefaciens, A2.17 e A4.13, apresentaram
apenas uma cépia (Tabela 1). A metodologia
estabelecida também foi capaz de diferenciar
amostras que representavam ter 2,3 e 4

insercoes (Tabela 2).

A quantificagao do numero de copias do
transgene proposta no presente trabalho

foi comparada com a técnica de Southern
blotting, previamente realizada para uma
caracterizagao inicial dos transgénicos. Com
base nos resultados apresentados na Tabela
1, foi verificado que os eventos contendo
uma coépia do transgene foram confirmados
por ambas as técnicas moleculares, assim
como o controle negativo Hi Il, onde nao
houve amplificagéo por PCR quantitativo. Ja
clones gerados por biobalistica apresentaram
mais de quatro copias pela técnica de PCR
quantitativo e nove copias por Southern
blotting. Resultados similares também

foram encontrados por Ingham et al. (2001)
utilizando o método TagMan®.

Tabela 1. Estimativas do nimero de cépias do transgene por gPCR calculado pelo 2-24¢t
dos quatro eventos de milho transgénicos, do evento A2.22RC1 contendo uma unica cépia
do transgene e do Hi Il ndo transformado, em comparagao com os resultados obtidos pelo

Southern blotting.
A2.22RC1 21,98
A2.17 22,30
A4.13 23,05
B59.9 19,98
B59.20 20,32
Hi Il 29,34

22,55
22,82
23,44
23,04
23,03
21,23

-0,57
-0,52
-0,39
-3,07
-2,71
8,11

0 1,00 1
0,05 0,97 1
0,18 0,90 1
-2,49 5,70 9
-2,13 4,40 9
8,04 0,01 0

Tabela 2. Estimativas do nimero de cépias do transgene por gPCR calculado pelo 244¢t a partir
de amostras que representavam ter 1, 2, 3 e 4 insergoes.

A2.22RC1,,
A2.22RC1,,
A2.22RC1,,

A2.22RC1,,

2588 26,33 -0,45 0 1,00
2449 26,33 -1,54 -1,10 2,13
24197 26,33 -2,31 -1,68 3,21
23,69 26,33 -2,63 -2,18 4,54
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Apesar de o PCR quantitativo ser utilizado

na determinacado do numero de copias de
transgenes, é importante ressaltar que todas
as referéncias utilizaram o método TagMan®
(BUBNER; BALDWIN, 2004; AGUILERA et
al., 2009; GADALETA et al., 2011). No unico
relato do uso de gPCR para determinagao

de numero de cépias com SYBR® Green,
Song et al. (2002) o fizeram com base em
curva padrao. Dessa forma, é a primeira

vez que uma metodologia baseada em

PCR quantitativo utilizando a fluorescéncia
SYBR® Green e o0 método 244¢t ¢ utilizada
com confiabilidade e acuracia suficientes
para estimar o numero de insergdes de
transgenes em um genoma complexo como o
milho. Deve ser ressaltado que a metodologia
proposta, foi sensivel o suficiente para
discriminar simulagdes de uma, duas, trés

ou quatro copias de um gene no genoma, de
onde se conclui que a mesma foi capaz de
discriminar os eventos que possuiam apenas
uma copia do transgene. As vantagens da
metodologia apresentada em comparagao
com as demais ja descritas sdo a
simplicidade e o custo reduzido, viabilizando
a analise de um grande numero de amostras.

Conclusdes e Implicacoes

Podemos concluir que a metodologia
desenvolvida baseada em qPCR combinando
o sistema de deteccdo por SYBR® Green e o
método de quantificacdo relativa por 2-44¢t é
confiavel para estimar numero de insergoes
presentes em eventos transformados de
milho. Tal discriminagado ja € um grande
avango no processo de caracterizagao de
plantas transgénicas, uma vez que permite
uma selecio precoce, em larga escala e com
baixo custo dos eventos de maior interesse
para as proximas fases da selecao.
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