DESENVOLVIMENTO DE LOOP-MEDIATED ISOTHERMAL AMPLIFICATION
PARA DETECGAO DE FEIJAO TRANSGENICO VISUALMENTE
INTERPRETADA PELA ADICAO DE CORANTES INDICADORES DE pH
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O mosaico dourado causado pelo Bean Golden Mosaic Virus (BGMV) é a principal virose do feijoeiro
comum (Phaseolus vulgaris). Aincidéncia do virus contribui significativamente para a baixa produtividade
do gréo, com perdas entre 40 a 100%. Diante disso, a Embrapa desenvolveu recentemente, a primeira
cultivar transgénica com efetiva resisténcia ao BGMV. A BRS FC401RMD é resultante da insergéo de
um evento transgénico em cultivar do grupo carioca, e ndo apresenta variagdes fenotipicas em relacéo
a cultivar de origem. Com o objetivo de diferencia-la das cultivares convencionais de uma forma
pratica, rapida, segura, de baixo custo e de facil interpretacéo foi desenvolvido um kit de deteccéo
de feijao transgénico por meio de Loop-mediated Isothermal Amplification (LAMP) com adigdo de
corantes indicadores de pH. Para adequacdo a praticidade da metodologia LAMP, foram realizados
ajustes no método de extracdo de DNA e reducdo de algumas etapas, em que folhas e sementes
foram maceradas manualmente, tamponadas e inseridas ao mix da reacdo LAMP. Foi estabelecido
um conjunto de primers especificos para detecgdo da regido transformada e otimizada quanto a
concentracao de seu uso, temperatura e tempo minimo de amplificacao. As reagbes foram conduzidas
em aparelho com temperatura controlada sob temperatura constante. A interpretagao visual direta dos
produtos amplificados foi facilitada pela adicdo de corantes indicadores Cresol Red, Neutral Red e
Phenol Red. A metodologia de amplificacdo molecular isotérmica desenvolvida neste estudo reduziu
significativamente o tempo e o custo para detecgao de BRS FC401RMD, devido a exclusdo do uso de
termocicladores, cubas de eletroforese, géis de agarose e fotodocumentadores. A adi¢gao dos corantes
indicadores de pH ao mix de reacao facilitou a interpretacao visual direta dos testes moleculares
e simplificou a deteccdo do evento em plantas e sementes sob condi¢gdes de baixa tecnologia. A
disponibilizacdo do kit LAMP oferece versatilidade e suporte tecnolégico para o reconhecimento e
diferenciacdo das linhagens transgénicas resistentes ao BGMV em ambientes como laboratdrios,
armazéns e cooperativas modestamente equipadas.
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