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RESUMO

O milho (Zea mays L.) representa uma cultura anual de alto impacto econdmico e social. Por
ser afetada por diferentes pragas no campo, hibridos transgénicos resistentes a insetos foram
rapidamente difundidos no mercado. As principais proteinas responsaveis por esta resisténcias
sdo as proteinas da familia Cry, como a Cry2a, e a proteina Vip3a. Para verificar a presenca e
expressao dos genes ou suas respectivas proteinas, diferentes métodos podem ser utilizados,
sendo o teste ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) um deles. ELISA ¢ baseado na
interagdo antigeno-anticorpo e na reagdo da enzima ligada ao anticorpo com o seu substrato
cromoéforo, aonde a mudanga de coloracdo indica que ha presenca da molécula-alvo. Os
anticorpos utilizados no teste podem ser monoclonais ou policlonais. Existem diferentes tipos
de ELISA, sendo o ELISA direto (sem anticorpo de captura) e o ELISA sanduiche (com
anticorpo de captura) os mais comuns para analisar presen¢a de antigenos. O objetivo deste
trabalho foi testar e desenvolver um protocolo de ELISA sanduiche utilizando anticorpos
policlonais para detectar expressdo de Cry2a em sementes de milho e um protocolo de ELISA
direto para detectar proteina Vip3a em sementes e plantulas de milho transgénico. Os
anticorpos policlonais anti-Cry2a foram produzidos e isolados pela MyBiosource. As
sementes foram trituradas, raizes e parte aérea de plantulas foram cortadas e adicionou-se
solugdo-tampao para extragdo de proteinas destes tecidos. Foi testada a variagdo no volume de
amostra, concentracdo de anticorpos de captura, concentracdo de anticorpo conjugado,
volume de substrato e especificidade para a placa de ELISA Cry2a. Para montagem das placas
de ELISA direto para Vip3a, foram testados volumes de amostra de diferentes tecidos e
volume de conjugado aplicado. Os resultados demonstraram que o protocolo testado para
ELISA sanduiche utilizando anticorpos policlonais foi sensivel e especifico na identificacao
de amostras que expressam a proteina Cry2a, porém os resultados de ELISA direto para
detectar a proteina Vip3a foram inconsistentes e seria melhor desenvolver também um

protocolo de ELISA sanduiche para esta proteina.

Palavras-chave: ELISA. Milho. Bt. Cry2a. Vip3a.



ABSTRACT

Maize (Zea mays L.) represents an annual crop with high economic and social impact. As it is
affected by different pests in the fields, insect-resistant transgenic hybrids were quickly
disseminated in the worldwide market. The main proteins responsible for this resistance are
the Cry family proteins, such as Cry2a, and the Vip3a protein. To verify the presence and
expression of genes or their respective proteins, different methods can be used, ELISA
(Enzyme-linked Immunosorbent Assay) is an example. Antibodies used in the assay can be
monoclonal or polyclonal. There are different types of ELISA, the most common being the
direct ELISA (without capture antibody) and the sandwich ELISA (with capture antibody) to
analyze the presence of antigens. The aim of this work was to test and develop a sandwich
ELISA protocol using polyclonal antibodies to detect Cry2a expression in corn seeds and a
direct ELISA protocol to detect Vip3a protein in transgenic corn seeds and plantlets. Anti-
Cry2a polyclonal antibodies were produced and isolated by MyBiosource. Seeds were
crushed, roots and shoots were cut from plantlets and buffer solution was added to extract
proteins from these tissues. Variation in sample volume, capture antibody concentration,
conjugated antibody concentration, substrate volume and specificity for the Cry2a ELISA
plate were tested. To assemble the direct ELISA plates for Vip3a, sample volumes from
different tissues and applied conjugate volume were tested. The results demonstrated that the
sandwich ELISA protocol using polyclonal antibodies was specific and sensible to identify
Cry2a expression in maize seeds samples. However, the results for direct ELISA in order to
detect Vip3a protein in samples were inconsistent and developing a sandwich ELISA protocol

for this protein must be considered too.

Key words: ELISA. Maize. Bt. Cry2a. Vip3a.
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1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) é o cereal mais produzido no Brasil e no mundo, tornando-se
uma base da alimentacdo animal e humana. A maior parte do milho plantado atualmente no
Brasil corresponde a hibridos transgénicos. Estes hibridos sdo gerados a partir do cruzamento
de linhagens endogamicas, resultantes de longos processos de autofecundagdo, em que pelo
menos um dos parentais seja portador de um evento transgénico.

A partir da descoberta e desenvolvimento da tecnologia do DNA recombinante, o ser
humano tornou-se capaz de inserir sequéncias de DNA exdgeno no genoma de organismos
vegetais, a fim de que os mesmos e seus descendentes expressem um fenodtipo que
naturalmente ndo ¢ observado no germoplasma de sua espécie.

Em fungdo da alta demanda na producao de milho, seja grao ou semente, os programas
de melhoramento incorporaram genes provenientes de microrganismos ao genoma no milho,
com o intuito de superar desafios no campo. Desta maneira, proteinas que conferem tolerancia
a herbicidas, como CP4-EPSPS e PAT, e resisténcia a lagartas, como as proteinas da familia
CRY e VIP3A rapidamente se difundiram na cultura desta espécie.

Considerando que a expressao destes genes confere vantagens as plantas no campo, as
empresas responsaveis pela produciao de sementes precisam atestar a presenca destes eventos
com o proposito de atender padrdes internos de comercializagao e fornecer sementes com alta
pureza genética.

Por outro lado, em algumas regides e paises, ¢ proibida a importacdo e plantio de
sementes transgénicas da espécie, sendo assim, necessario certificar-se de que nao ha
presenca a nivel significativo de proteinas transgénicas neste material.

Sendo assim, de quais maneiras ¢ possivel testar e verificar se uma semente, plantula
ou planta de milho, ou qualquer outra espécie vegetal, se trata de um organismo
geneticamente modificado?

Diversas metodologias ja foram e continuam sendo desenvolvidas e otimizadas para
identificar a presenga ou expressdo de genes e proteinas transgénicas. Algumas técnicas se
baseiam na molécula de DNA, utilizando sondas de DNA, Southern Blot, marcadores
moleculares juntamente com PCR e eletroforese ou PCR em tempo real. Outras andlises se
baseiam na expressdo de proteinas, como Western Blot, imunocromatografia e ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), por exemplo.

O teste ELISA baseia-se na interagdo antigeno-anticorpo e na reacdo de um substrato

com a enzima ligada a um anticorpo. O teste tem como vantagens sua alta especificidade e



sensibilidade e a possibilidade de andlise quantitativa ou qualitativa, porém a producao,
isolamento e ligacdo dos anticorpos as enzimas possuem um custo elevado e requerem uma
equipe técnica altamente capacitada e tempo; e estes anticorpos sdo bastante sensiveis,
necessitando de armazenamento sob condi¢des ideais de temperatura e/ou luz.

Empresas da area de biotecnologia comercializam kits para execucdo de testes de
ELISA com procedimentos simples e com alta reprodutibilidade, porém com um custo
financeiro agregado e poucas possibilidades de otimizagao.

Portanto, o objetivo deste trabalho ¢ desenvolver um protocolo de ELISA sanduiche
para deteccdo de proteina Cry2a em sementes de milho utilizando anticorpos policlonais
customizados e também desenvolver um protocolo de ELISA direta para detec¢ao de proteina
Vip3a em sementes ¢ plantulas de milho.

O desenvolvimento de protocolos para o teste de ELISA com a possibilidade de
reprodutibilidade e simplicidade de execucdo similar aos protocolos de testes
comercializados, porém com menor custo, seria uma hipotese de interesse para laboratdrios e

empresas que, por vezes, dependem de um tnico fornecedor.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Milho: caracteristicas e impacto econdmico e social

O milho (Zea mays ssp. mays L.) ¢ uma planta al6gama, monoica e monocotiledonea
pertencente a familia Poaceae (gramineas). E uma cultura distribuida mundialmente e
produzida em larga escala, sendo o cereal de produgdo mais expressiva no Brasil. O mesmo
possui extrema importancia na cadeia produtiva como matéria-prima de alimentos
diretamente para o homem, assim como principal constituinte da ragdo animal. (Magalhaes et
al., 2002; Ono; Hirooka, 2003).

O Brasil € um grande produtor de milho, com crescimento anual na producao do grao.
A estimativa inicial para o ano safra 20/21 era de 106,4 milhdes de toneladas, porém em
funcdo da baixa ocorréncia de chuvas, a estiva caiu para 96,4 milhdes de toneladas, um
decréscimo de 6% em comparacdo com o ano anterior (CONAB, 2021).

A razdo pela qual o milho se tornou tdo impactante na dieta humana e animal € por ser
um alimento de alto valor energético, contendo até¢ 72% de amido na composi¢cdo do grao
seco, além de proteinas, fibras e 6leo (Paes, 2006). A tabela 1 ilustra a composi¢ao nutricional

de graos de milho avaliados pela Embrapa.



Tabela 1 - Resultados de analises quimicas e experimentos de digestibilidade com diferentes partes de milho,

na Embrapa Suinos e Aves.

Parametro N Média Valor Valor
minimo maximo

Matéria seca, % 489 87,68 82,69 91,97
Proteina bruta, % 637 8,49 6,43 10,99
Oleo, % 356 3,67 1,41 6,09
Cinza, % 305 1,15 0,24 2,00
Fibra bruta, % 362 2,25 1,10 3,48
Energia digestivel, suinos, kcal/kg 21 3.472 3.21 3.567
Energia metabolizavel, suinos, kcal’kg 28 3.421 2.952 3.937
Energia metabolizédvel, aves, kcal/kg 23 3.229 3.045 3.407
Ca, % 273 0,04 0,01 1,05

P, % 281 0,26 0,11 0,68
Mg, % 23 0,10 0,08 0,12

K, % 10 0,35 0,30 0,41
Na, % 3 0,00 0,00 0,00
Cu, mg/kg 47 4,65 0,91 19,39
Fe, mg/kg 43 58,67 22,48 182,30
Mn, mg/kg 44 7.34 1,10 20,00
Zn, mg/kg 47 27,39 13,93 151,88
Lisina, % 95 0,24 0,19 0,31
Metionina, % 74 0,21 0,14 0,27
Metionina + cistina, % 75 0,48 0,32 0,62
Treonina, % 92 0,27 0,22 0,33
Trip-'(()fano, % 119 0,05 0,02 0,14

Fonte: Cruz, 2011.

2.2 A cultura do milho

Algumas mudangas ocorreram na cultura do milho do século XX até os dias de hoje.
Nos Estados Unidos, por exemplo, as primeiras plantas de milho difundidas territorialmente e
plantadas em larga escala pertenciam a cultivares de polinizagdo aberta foram predominantes
até 1930 (Duvick, 2005).

Dai em diante, os hibridos se tornaram prevalentes nas grandes planta¢des, sendo que
até 1960 os hibridos duplos predominavam sobre os demais hibridos. Na década de 1960, os
hibridos simples modificados e os triplos adquiriram popularidade entre os agricultores. De
1970 até 1995, o plantio de hibridos simples se tornou quase unanime no pais. De 1995 em

diante, os hibridos transgénicos dominaram o mercado americano e mundial (Duvick, 2005).



2.3 Milho transgénico

Os conceitos para modificacdo genética e transgenia sdo bastante amplos e variados.
De acordo com Halford e Shewry (2000), a modificacdo genética de plantas pode ser
caracterizada como a alteragdo da estrutura, composi¢do, ou desenvolvimento de plantas
através da inser¢do de sequéncias de DNA especificas.

As plantas transgénicas, bem como suas biotecnologias e desenvolvimento, podem ser
divididas em trés geragdes: a primeira geracdo como portadora de genes de interesse
agrondmico como resisténcia a doengas, pragas, herbicidas, stress hidrico, etc; a segunda
geracdo de transgénicos teve como objetivo alimentagdo funcional, com expressdo de
vitaminas e compostos a fim de enriquecer nutricionalmente os alimentos; e a terceira geracao
utiliza faz com que plantas produzam farmacos, vacinas, anticorpos € hormonios, por exemplo
(Garg et al., 2018; Rocha; Marin, 2011).

Tratando-se do milho, o cultivo e produg¢do se enquadram quase totalmente na
primeira geragdo de transgénicos. Os hibridos transgénicos se estabeleceram na cultura do
milho nos Estados Unidos a partir de 1995, majoritariamente hibridos Bt (Bacillus
thuringiensis) para a resisténcia a broca europeia do milho (Ostrinia nubilalis Hubner), que
era a maior praga dentro do corn belt, regido produtora de milho nos Estado Unidos, na época
(Duvick, 2005).

O desenvolvimento de cultivares transgénicas com os genes Bt ¢ um exemplo de
sucesso no melhoramento de plantas para a resisténcia aos insetos. O primeiro cultivar
transgénico Bt foi lancada em 1995 nos EUA para controle da broca, uma batata com
expressao do gene cry3A, cujo produto proteico tem a capacidade de matar larvas de insetos
por se ligar a células do seu intestino e provocar a lise (Datta, 2007), possibilitando a redug¢ao
de 40% do uso de inseticidas na cultura deste tubérculo. Pouco tempo depois, 0 mesmo gene
foi introduzido em algoddo e milho (Borém; Miranda, 2013).

De acordo com o Conselho de Informagdes sobre Biotecnologia, o primeiro cultivar de
milho transgénico no Brasil foi aprovado no ano de 2007. Segundo o ultimo levantamento
anual de culturas transgénicas, feito pela International Service for the Acquisition of Agri-
biotech Applications (ISAAA) referente ao ano de 2017, 15,6 milhdes de hectares de milho
transgénico foram plantadas no Brasil, de maneira que 88,9% de todo o milho produzido em
territorio nacional corresponde a hibridos transgénicos (CIB, 2019). A figura 1 apresenta a
distribui¢do percentual das principais caracteristicas de interesse agrondmico em hibridos e

linhagens de milho no Brasil
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Figura 1. Distribuicdo percentual das caracteristicas dos eventos de milho aprovados no Brasil. Fonte: CTNBio,

https://maissoja.com.br/desmistificando-o-milho-transgenico/. Acesso: 24 de julho de 2021.

2.4 Proteinas Cry e Vip3a

A maior parte de genes transgénicos que codificam proteinas de resisténcia a insetos
presentes no milho sdo oriundos de Bacillus thuringiensis, uma bactéria encontrada na
natureza, cujas proteinas produzidas durante a sua esporulacdo apresentam propriedades
entomopatogénicas, como as proteinas Cry (Bravo et al. 2007).

As proteinas Cry, nomenclatura abreviada de Crystal em fungdo da sua estrutura
cristalizada, representam uma familia de d-endotoxinas com alta similaridade filogenética e
com dominios que interagem com receptores no sistema gastrointestinal de lepidopteras e
coleopteras, formando poros no intestino médio destes insetos (Parker; Feil, 2005).

Da mesma maneira, o gene que codifica a proteina Vip3a foi identificado em
Bacillus thuringiensis, especificamente na estirpe AB88; e que, apesar de também ser toxica
para lepidopteras, a proteina possui um modo de acdo diferente, de maneira que, seus
receptores no intestino dos insetos sdo bastante distintos dos receptores das proteinas Cry

(Estruch et al, 1996).


https://maissoja.com.br/desmistificando-o-milho-transgenico/

2.5 Métodos de detecciao de expressao de genes transgénicos

A fim de testar a qualidade, pureza e seguranca de vegetais geneticamente
modificados, diferentes métodos foram desenvolvidos para detectar ou identificar, de maneira
qualitativa ou quantitativa, a ocorréncia ou expressao de genes transgénicos (Conceicdo et al.,
2006).

A utilizacdo de primers e marcadores para identificacdo destes genes apos
amplificacao por PCR e eletroforese, sdo um exemplo de deteccao de presenga de transgenes
em um genoma. Este tipo de teste tem alta repetibilidade, facilidade de execugdo e baixo custo
relativo (Guimaraes et al., 2009).

Quando a reagdo de amplificagdo de DNA ¢ realizada pelo método de PCR em tempo
real, ainda héd a possibilidade de quantificar o nimero de copias do gene ou sequéncia de
DNA testada. Porém, independente da técnica, métodos baseados na analise de DNA apenas
informar que ali existe a sequéncia alvo, porém nao ¢ possivel determinar a respeito de sua
expressao a menos que obtenha-se uma copia de DNA a partir de RNA (Fletcher et al., 2014).

Testes de bioensaio analisam diretamente a expressao do fendtipo de interesse,
oferecendo o estimulo ou condi¢do que se deseja testar e observando a resposta apos o tempo
determinado, o que simularia o que serd observado em larga escala, porém tanto a expressao
do fenotipo quanto a andlise do teste estdo sujeitos a influéncia do ambiente (Torres et al.,
2003).

E, temos os testes de detec¢do de proteinas, como o Western Blot, cromatografias,

imunocromatografias e ELISA (Conceigdo et al., 2000).

2.6 Teste ELISA

O teste ELISA ¢ um teste imunoenzimatico utilizado para deteccao de anticorpos ou
de antigenos. Esta metodologia ¢ amplamente utilizada para diagnostico clinico e detecgao de
infeccdes como hepatite, HIV e mais recentemente, COVID-19 (Torane. Shastri, 2008;
Dhamad; Rhida, 2020).

O teste se baseia na relagdo entre antigeno e anticorpo. Os anticorpos, ou
imunoglobulinas, sdo proteinas secretadas a partir de linfocitos B apds o contato com
moléculas estranhas, ou antigenos, de maneira que os anticorpos reconhecem e se ligam
especificamente a regides destes antigenos, chamadas de epitopos. Por isso, ensaios que

utilizam anticorpos sao de alta especificidade (Crowther, 1995).



Para analise visual ou fotométrica, os anticorpos usados para deteccao sdo ligados a
enzimas que, em contato com determinados substratos, apresentam mudanca na coloragao.
Majoritariamente, a intensidade de coloragao pode ser correlacionada com a expressao da
proteina-alvo, seja um antigeno ou anticorpo (Crowther, 1995).

Existem diferentes tipos de teste ELISA, sendo os principais: direto, indireto e
sanduiche (Crowther, 1995).

O ELISA direto consiste na fixacdo do conteudo proteico da amostra, aplicacdo do
anticorpo com enzima e reagdo com substrato, para detec¢do da presenca de antigeno. E uma
metodologia mais barata e rapida, considerando que ¢ feita em menos etapas e utiliza apenas o
anticorpo conjugado a enzima, porém ¢ menos sensivel que os demais métodos,
principalmente quando o antigeno possui baixa expressao (Crowther, 1995).

O ELISA indireto ¢ utilizado para detectar a presenca de anticorpos na amostra. O
antigeno ¢ fixado a placa, a amostra ¢ aplicada e os anticorpos presentes se ligam ao antigeno,
em seguida o anticorpo de deteccdo e o substrato (Crowther, 1995).

O ELISA sanduiche ¢ oposto ao método indireto. O anticorpo ¢ fixado aos pogos da
placa, a amostra ¢ adicionada e em seguida os anticorpos conjugados, se houver antigeno
presente na amostra, o anticorpo de detec¢do se mantém no poco apds lavagem e a enzima
reage com o subtrato (Crowther, 1995).

O ELISA tipo sanduiche pode utilizar anticorpo primario de detec¢do ligado ou ndo a
enzima. Quando este ndo ¢ conjugado, entdo se inclui no processo um anticorpo secundario
com enzima e que se liga ao anticorpo primario (Crowther, 1995).

A figura 5 abaixo ilustra as diferencas entre os principais métodos de ELISA,

esquematizando as etapas e reagentes utilizados.
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Figura 5. Diferentes metodologias de ELISA. A. ELISA direto. B. ELISA indireto. C. ELISA sanduiche. Fonte:

<https://www.hhub.com.br/noticias/metodo-elisa>. Acesso em: 24 de julho de 2021.

Os anticorpos utilizados para captura e detec¢do do antigeno podem ser monoclonais
ou policlonais. Para obter anticorpos policlonais, o antigeno ¢ injetado mais de uma vez em
um animal, como um coelho, e depois os anticorpos sdo isolados do soro deste animal apds o
tempo necessario para resposta imune. Desta maneira, os anticorpos sdo obtidos de diferentes
clones de linfocitos B e reconhecem diferentes epitopos de um mesmo antigeno (Lipman et
al., 2005).

J4 a produgdo de anticorpos monoclonais, o antigeno ¢ injetado uma vez no animal.
Linfocitos B sao isolados do baco do animal e fundidos com células de mieloma, criando um
hibridoma. Este hibridoma ¢ mantido em cultura e os anticorpos sdo produzidos enquanto
estas células crescem e se reproduzem. Os anticorpos entdo sdo purificados desta cultura de
hibridoma. Estes anticorpos monoclonais sdo obtidos de um unico clone de linfocito B e
reconhecem somente um epitopo (LIPMAN et al., 2005).

No teste de ELISA, ambos os tipos de anticorpos apresentam vantagens e
desvantagens diferentes. Anticorpos monoclonais apresentam reconhecimento de altissima
especificidade, repetibilidade e previsibilidade do ensaio, minima reatividade cruzada e

facilidade de purificagdo; porém, por serem muito especificos, podem ndo reconhecer o
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antigeno se ocorrer qualquer alteracdo na sequéncia ou estrutura do epitopo (Ascoli; Aggeler,
2018).

Ja os anticorpos policlonais podem ser obtidos de maneira facil e com baixo custo,
apresentam alta afinidade, estabilidade molecular e abrangéncia de reconhecimento, porém
pode apresentar variabilidade entre lotes produzidos e € preciso verificar se ha reatividade
cruzada antes de validar seu uso (Morikawa et al., 1995; Ascoli; Aggeler, 2018).

Assim, o tipo de anticorpo mais indicado para cada teste varia de acordo com o as
caracteristicas do analito e a condugdo da analise (Morikawa et al., 1995).

Existe uma gama de enzimas passiveis de utilizacdo no teste de ELISA, porém as
mais comumente empregadas na conjugacdo com o anticorpo sdo a HRP, Horseraddish
Peroxidase, e PAL, fosfatase alcalina. Estas enzimas sdo capazes de reagir a mais de um

substrato cromodforo e se mantém estaveis ligadas ao anticorpo (Konstantinou, 2017).
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Cry proteins represents a family of d-endotoxins, produced by Bacillus thuringiensis (Bt),
which cause harm towards insects larvae and their death. The Cry genes are widely used in
crops, such as maize. Different molecular methods can be used to detect those genes in
transgenic crops, ELISA is an example. In this work, a sandwich ELISA protocol was tested
using polyclonal antibodies to detect Cry2a presence in maize seeds. In trial to develop
optimal reagent usage, variations in sample and TMB substrate volumes and antibodies
concentrations were tested. After establishing the conditions of 100 pL of sample volume,
1.80 pug/mL of capture antibody, 1.08 pg/mL of HRP-conjugate antibody and 100 pL of TMB,
the protocol was tested in Cry2a and non-Cry2a maize seeds samples. The data obtained
indicated the assay was specific and sensitive to detect presence and expression of Cry2a
protein in maize seeds.

Key words: ELISA. Cry proteins. Bt maize. Polyclonal antibodies.

Introduction

Bacillus thuringiensis (Bt) is a bacteria whose pathogenic capacity towards insects was
discovered about 1911." This entomopathogenic activity occurs due to 8-endotoxins those
bacteria produce in their sporulation cycle. Based in their crystal structure, they received the
name Cry. They can also be called Bt proteins.’

Various Cry proteins have already been identified and molecularly described. Those
proteins have conserved domains, which present similarities in their structure and function.

Those sites link to receptors present in the microvilli of lepidopteran, coleopteran and dipteran
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larvae’s intestines and form pores on the cell’s membrane, causing their lysis. Because of this,
those bacteria have been and still are used for biological control of pests.’

Considering how interesting those proteins’ potential is on the agronomical point of
view, Cry genes were inserted on the potato’s genome, and a little later in crops like cotton,
soybean and maize, creating genetically modified organisms with resistance to insects.”

Maize (Zea mays L.) is one of the species with most transgenics production and planted
area, especially of Bt biotechnology. This enabled the crop, a good management a control of
pests in fields, like Helicoverpa spp, using less insecticide, thus helping to keep biodiversity
and reducing the pollution of water and soil. ™

In crop breeding and production process of transgenic seeds, it’s important to test and
ensure that plant material actually possess the transgenic trait as informed. Different
methodologies can be used, by analyzing the phenotype itself as bioassays or by molecular
techniques based in analysis of DNA or protein. The ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) assay is an example of method used to verify the presence and expression of
transgenic proteins in maize.’

To verify if the sample is positive or negative for the analyte’s presence, detection
antibodies linked to an enzyme are added to the plate’s wells. After washing the plate, a
substrate is added. If the substrates presents color changing or light emission, it means that the
conjugated antibody remained in plate well, because it’s bound to the target molecule.
Therefore, that sample is positive.®

For identification of transgenic proteins in plants, the most used ELISA methodology is
the sandwich ELISA. The capture antibody is coated on the plate and, if the antigen is present,
to the end of the assay’s steps, there will be an antibody-antigen-antibody complex, similar to
a sandwich.’

The antibodies used in ELISA assay might be monoclonal or polyclonal. The polyclonal
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antibodies are purified from serum of an animal that was consecutively exposed to the
antigen, and multiple clones from B lymphocytes secreted antibodies that recognize different
parts of the antigen, called epitopes.'

The use of polyclonal antibodies on ELISA assay has the advantage of low cost and
production time, high affinity and tolerance to sequence and/or structure changes on the
antigen, however variability on the assay and cross reactivity with non-target protein may
happen."!

The aim of this work was to test ELISA plates using polyclonal antibodies for analysis
of Cry2a expression in maize seeds, in order to establish an optimized, specific and sensitive

protocol for this assay.

Experimental

Antibodies

The capture and detection antibodies for Cry2a were produced and isolated by the
company MyBiosource.com. Both antibodies are polyclonal, were extracted from rabbits
serum, purified and lyophilized, so ressuspension in PBS (phosphate-buffer saline) solution
was necessary. The detection antibody is linked to the HRP enzyme, Horseraddish Peroxidase,
which react to many different substrates.

After ressuspension, the antibodies were diluted in PBS 0.01M, so the concentration of
capture and detection antibody were 360 pg/mL and 54 pg/mL, respectively.

Cry2a protein, used as control, was also synthetized and isolated by MyBiosource.com.

Plant material and protein extraction

The Cry2a and non-Cry2a maize seed samples were given by KWS Seeds Inc (KWS

Saat SE & Co.).
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In Eppendorf® Deepwell Plate 96/2000 uL, one seed from the samples was put inside
each well until all plate was filled, verifying if there were no empty wells or wells with more
than one seed.

Using multichannel micropipette, 150 uL of distilled water were added to each well of
the plates and those were incubated overnight in seed germinator at 40° C, so they would soak
and their mechanical resistance would decrease.

Stainless steel spheres of 7mm diameter were inserted in each well of the plates and
those plates were taken to the hydraulic press for 96-deep wells plate, in purpose of crushing
the seeds. The use of steel spheres avoids direct contact between the press and the samples,
avoiding contamination between samples.

The spheres were removed by cautiously leaning the plate and then, whole seeds were
searched in it. When intact seeds were found, they were manually crushed manually, using a
tweezer and sterilizing it with ethanol 70% V/V.

In each well, 900 pL of extraction buffer solution were added (PBS 1X, NaCl 0.138M,
KC10.0027M, Tween-20 1%, pH 7,4). The minimum time for protein extraction was 1 hour at

25 °C and the maximum storage time was 24 hours at 25 °C, 48 hours at 4 °C or 96 at -4 °C.

Capture antibody coating

The capture antibody was diluted at 1.80 pg/mL in coating buffer solution (carbonate-
bicarbonate 0.5M) and 100 pL were applied in each well of Greiner Bio-One 96-well high-
binding ELISA plates. The plate was sealed with film adesive and incubated overnight at 4 °C.

The plates were washed in microplate washer, for 2 cycles of washing with 200 pL of
washing buffer solution (PBS 1X, 0.5% Tween-20). This washing process was repeated

between each of the following steps of this procedure.
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Plate blocking and sample application

The blocking of the plates was done by adding 100 uL of non-fat milk powder solution
(3% m/m in PBS 1X) in each well and incubating overnight at 4 °C. This step is crucial, once
it blocks empty spaces where other molecules could bind and cause cross-reactivity and/or
false-positive signals. The proteins present on milk, like casein and albumin, must not have
had cross reactivity with anti-Cry2a antibodies.

Past the plate blocking, 100 uL of sample aliquot were applied to plates and, then again,

they were incubated overnight at 4 °C.

Plate readout

The detection antibody was diluted at 0.54 pg/mL in PBS buffer and 100 pL of the
antibody was pipetted. The plates were sealed and incubated overnight at 4 °C.

After the washing step, 100 uL of TMB (3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine) substrate were
poured in each well of the ELISA plate. The plates were stored in a clean, dry and lightless
place for 10 minutes, for the reaction between enzyme and substrate.

The plates were analysed in the Multiskan™ FC Microplate Photometer, using 620 nm
of wave length. Then the stop solution (HCL 1M) was applied and the plate was againd read

in the Multiskan™ equipment with 450 nm of wave length.

Variables testing

First, the sample volumes of de 50 puL, 100 pL, 150 uL and 200 uL were tested, keeping
the other measures and concentrations reported in the procedure above.
Then, a plate was tested with different capture antibody concentrations, such as 0.0

pg/mL (direct ELISA method), 0.9 pg/mL, 1.8 ug/mL and 3.6 pg/mL.
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Further, the influence of detection antibody concentration was assayed by using 100 uL
at 0.27 pg/mL, 0.54 pg/mL, 1.08 pg/mL and 50 pL conjugate from Envirologix® Qualiplate
kit.

Finally, 50 puL, 100 pL, 150 pL and 200 pL of TMB substrate were used to verify its

response in results.

Specificity testing
After variables testing, the specificity of this ELISA protocol was put to test by using

Cry2a sample aliquots and non-Cry2a sample which Express Vip3a, Pat and M-EPSPS.

Statistical analysis
The statistical analysis and graphic plotting was made using the software GraphPad
Prism 9. Analysis of variance and Tukey’s test were executed in order to find out if the means

were significantly different from each other, with 95% of confidence interval (p<0,05).

Results and Discussion

Variables analysis

By testing different sample aliquot volumes, it was possible to observe the saturation in
the plate with 50 pL of sample. The absorbance reading at 620 nm, for the blue color of TMB,
and at 450 nm for the yellow color after application of stop solution, generated a matrix with
very similar values. A statistical analysis of means and standard deviation for the optical
densities (OD) of the sample volumes of 50 pL (1.62+ 0.29 OD 620 nm, 2.00+ 0.39 OD 450
nm), 100 pL (1.60+ 0.38 OD 620 nm, 2.11+ 0.45 OD 450 nm), 150 pL (1.56+ 0.31 OD 620
nm, 2.03+ 0.59 OD 450 nm) and 200 pL (1.67+ 0.48 OD 620 nm, 2.13+ 0.60 OD 450 nm) as

shown in Fig. 1A and 1B, demonstrated that there was no significant difference between the
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sample means.
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Fig 1. Absorbance results for sample volumes variation in wave-length readings at (A) 620 nm and (B)
450 nm. ns, *,** **** mean, respectively, no significant difference, p<0.05, p<0.01 and p<0.0001.

In order to detect Aflatoxin in maize flour samples from Kenya through ELISA assay,
Mutiga et al. (2014) used a 100 pL-aliquot from protein extract obtained by adding NaCl and
methanol to samples. The volume used by these authors were sufficient to precisely determine
the concentration of Aflatoxin in samples.'?

When testing the variation in concentrations of capture antibody, a difference in staining
was observed only in the wells where the sample was directly applied (0.0 pg/mL of capture
antibody), obtaining a mean optical density value equal to 0.85+ 0.39 at 620 nm and 1.01+
0.39 at 450 nm, while the plate lines with 0.9 pg/mL, 1.8 pg/mL and 3.6 pg/mL obtained
mean absorbance results in the range of 2.0 OD. Fig. 2 below demonstrated those results.

This result reinforces the idea that the direct ELISA has a lower sensitivity when
compared to the sandwich ELISA, especially in cases where the antigen has low or variable

.
expression. 3
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Fig 2. Absorbance results for capture antibody variation in wave-length readings at (A) 620 nm and
(B) 450 nm. ns, * ** **** mean, respectively, no significant difference, p<0.05, p<0.01 and p<0.0001.

Varying the concentration of the conjugate, it was observed the formation of a color
gradient whose intensity is directly proportional to the concentration of the antibody.

Comparison of mean absorbance at 620 nm for wells tested with detection antibody
variation, shown in Fig. 3A. At a concentration of 0.27 pg/mL (1.06+ 0.30 OD) and 0.54
ug/mL (1.73+ 0.70 OD), the means were considered statistically equal. Means between 0.54
pg/mL and 1.08 pg/mL (2.25+ 1.13 OD) were also considered equal, but between 0.27 pg/mL
and 1.08 pg/mL, the means were statistically different (p<0.001). All absorbance means for
the different concentrations of polyclonal antibody detection were lower and statistically
different from the mean obtained using the commercial conjugate (3.07+ 0.48 OD).

However, when analyzed after the addition of stop solution, the absorbance means at
450 nm (Fig. 3B) at concentrations of 0.27 pg/mL (1.21+ 0.41 OD), 0.54 pg/mL (1.92+ 0.70
OD), 1.08 pg/mL (2.57+ 0.88 OD) and the commercial conjugate (3.36+ 0.62 OD) were all

considered statistically different from each other.
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Fig 3. Absorbance results for conjugate antibody variation in wave-length readings at (A) 620 nm and
(B) 450 nm. ns, * ** **** mean, respectively, no significant difference, p<0.05, p<0.01 and p<0.0001.

Considering that there was saturation and homogeneity varying the sample volumes
applied and the capture antibody concentration, this linear increase in the mean absorbance is
an indication that the detection antibody concentration may have been a limiting factor in
previous tests. In this way, the amount of conjugated antibodies inserted into a well is a
determining point for the sensitivity of the test.

Yet, a dark background in the well is not advantageous, once, depending of the
equipment used to run the plate reading, the peaks of signal might surpass the limits for
absorbance reading.

Liu et al. 2020 used 100 pL of capture and detection monoclonal antibodies at
concentration of 2.0 pg/mL and 1.0 pg/mL, respectively, to develop a sandwich Elisa protocol
to detect Vip3Aa in Mir162 maize samples. These amounts were enough to detect the antigen
with a range of 31.25-500 pg/ml Vip3Aa proteins concentration.'* In this work, it was proved
that concentration lower than those might be used to detect Cry2a protein in maize using
polyclonal antibodies, which indicates again that polyclonal antibodies might be more
sensitive in ELISA assays.

By varying the volume of the substrate, the opposite was observed, but in a slighter way.
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The color was more intense where the substrate volume was smaller and lighter where the
substrate volume was greater.

Absorbance means between tested wells with 50 puL (2.249 + 0.312 620 nm OD, 2.494 +
0.492 450 nm OD), 100 puL (1.701 £ 0.367 620 nm OD, 1.869 + 0.508 450 nm OD), 150 pL
(1.482 £ 0.415 620 nm OD, 1.436 + 0.506 450 nm OD) and 200 pL (1.482 £+ 0.415 620 nm
OD, 1.436 + 0.506 450 nm OD) were different from each other when analyzed at 450 nm (Fig
4B), but at 620 nm only the wells with 50 puL of substrate showed statistical difference in

relation to the others substrate volumes (Fig. 4A).
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Fig 4. Absorbance results for substrate volumes variation in wave-length readings at (A) 620 nm and
(B) 450 nm. ns, * *** **** mean, respectively, no significant difference, p<0.05, p<0.001 and
p<0.0001.
Specificity test

The specificity test was very positive, indicating little or no cross-reactivity, since the
mean absorbance of the non-Cry2a sample (0.214 = 0.209 620 nm OD, 0.322 £+ 0.438 450 nm

OD) was statistically equal to negative control (0.190 £+ 0.035 620 nm OD, 0.240 £+ 0.035 450

nm OD).
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The transgenic Cry2a sample (1.855 £+ 0.458 620 nm OD, 2.148 £ 0.334 450 nm OD)
had a higher absorbance mean than the positive control (0.717 £ 0.063 620 nm OD, 0.767 +
0.134 450 nm OD) and the other samples, with p<0.001 in most of the compared means. All
those results are displayed in Fig 5.

The standard deviation observed in non-Cry2a samples was due to a positive seed for

Cry2a. This result could be verified by rapid testing using paper immunochromatography

strips.
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Fig 5. Specificity assay for Cry2a samples. Absorbance measures in wave-length of (A) 620 nm and
(B) 450 nm. ns,*** **** mean, respectively, no significant difference, p<0.001 and p<0.0001.

Dong et al. 2020 tested the specificity of VL-VL antibodies for detection of Cryl
proteins and also obtained mean absorbance at 450 nm between 2.0 and 2.5 for specific
antigens, while the results for Cry2a, Vip3 and CBS were below 0.5. The results obtained in
this work were similar.

Therefore, the ELISA test protocol using anti-Cry2a polyclonal antibodies proved to be

specific and sensitive to analyze the expression of Cry2a in maize seeds.



22

Acknowledgments

This work was financially supported by KWS Seeds Inc. (KWS SAAT SE & Co.

KGaA) and CAPES (Coordination for the Improvement of Higher Education Personnel).

Conflicts of Interest

Part of the authors is employed by KWS Seeds Inc., which financially supported this

work and may use the results and methodology in its analysis processes.

References

1. R. C. Reardon. Bacillus thuringiensis for managing gypsy moth: a review, 1994, 1.

2. M. W. Parker and S. C. Feil. Progress in biophysics and molecular biology, 2005, 88.1, 91-
142.

3. A. Bravo, S. S. Gill, and M. Soberon. Toxicon, 2007, 49.4, 423-435.

4. D. N. Duvick. Advances in agronomy, 2005, 86, 83-145.

5. S. O. Duke. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2011, 59.11, 5793-5798.

6. S. Kumar, A. Chandra, and K. C. Pandey. J Environ Biol, 2008, 29(5), 641-653.

7. F.R. Conceicdo, A. N. Moreira, and P. C. Binsfeld. Ciéncia Rural, 2006, 36(1),315-324.

8. J. R. Crowther “ELISA: theory and practice.” 1995, Vol. 42. Springer Science & Business
Media.

9. R. Kumar and M. Aizawl. Senhri Journal of Multidisciplinary Studies, 2016, 1.1, 6.

10.N. S. Lipman et al. ILAR journal, 2005, 46(3), 258-268.

11.C. A. Ascoli and B. Aggeler. BioTechniques, 2018, 65(3), 127-136.

12.S. K. Mutiga et al. Phytopathology, 2014, 104(11), 1221-1231.

13.K. Shah and P. Maghsoudlou. British journal of hospital medicine, 2016, 77.7, C98-C101.



14.W. Liu et al. Biotechnology letters, 2020, 42.8, 1467-1478.

15.S. Dong et al. Food Analytical Methods, 2020, 13, 1570-1582.

23



24

Original Papers

Test and protocol development for direct ELISA to detect
Vip3a protein in transgenic maize seeds and plantlets

Willian E. PAULINO,***" Jodo L. G. COSTA**
* Institute of Biotechnology, Federal University of Uberlandia, Patos de Minas 38700-128,

Brazil
** Seeds Analysis Laboratory, KWS Seeds Inc., Patos de Minas 38700-973, Brazil

" To whom correspondence should be addressed.

E-mail: willianelias81@gmail.com

Maize (Zea mays L.) represents a crop with widely use of insect-resistant transgenic hybrids,
as it is affected by different pests in the fields. Vip3a, originally secreted by Bacillus
thuringiensis, is one of the proteins responsible for this resistance. To verify the presence and
expression of genes proteins, different methods can be used, like ELISA. Direct ELISA might
detect antigen’s presence without capture antibodies. In this work, a direct ELISA protocol
was tested to detect Vip3a protein in transgenic maize seeds and plantlets. Seeds were
crushed, roots and shoots were cut from plantlets and buffer solution was added to extract
proteins from these tissues. To assemble the direct ELISA plates for Vip3a, sample volumes
from different tissues and applied conjugate volume were tested. The results obtained for
direct ELISA in order to detect Vip3a protein in samples were inconsistent and developing a
sandwich ELISA protocol for Vip3a must be considered.

Key words: ELISA. Vip3a. Bt maize.

Introducao

O milho (Zea mays L.) como ¢ atualmente, assim como muitas espécies cultivadas, € o
resultado da intervengdo direta do ser humano, selecionando caracteristicas que atendam seus
interesses. Este processo ¢ conhecido como melhoramento genético vegetal. A sele¢do de
individuos com fenotipos superiores € feita baseado no principio de que os genes serdo
verticalmente transferidos para a proxima geragéo.l’2

Porém, com o advento da tecnologia do DNA recombinante, métodos foram
desenvolvidos para que genes de interesse fossem transferidos horizontalmente de uma

espécie para outra, originando individuos transgénicos.**
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Isto revolucionou a produgdo de milho mundialmente, pois foi possivel obter
rapidamente linhagens e hibridos com caracteristicas como tolerancia a herbicidas, tolerancia
ao stress hidrico e resisténcia a insetos, a partir de genes de microrganismos.”*

Para produzir as primeiras plantas de milho resistentes a pragas do campo, foram
inseridos genes da bactéria Bacillus thuringiensis (Bt) que produzem proteinas capazes de
degradar severamente o trato intestinal de lagartas, levando os insetos a morte apos ingestao
de tecidos da planta. Estas proteinas sio chamadas de Cry .”®

Muitas proteinas Cry estdo aprovadas como eventos transgénicos para o milho, porém a
quebra de resisténcia ¢ uma realidade. Muitos individuos da espécie Spodoptera frugiperda
sdo resistentes a proteinas Cry, por exemplo.9

Outra proteina de Bacillus thuringiensis com capacidade patogénica a insetos foi isolada
e estudada anos apos o langamento dos milhos Bt. Vip3a ¢ uma proteina que, apesar de causar
danos similares aos insetos quando ingerida, possui sequéncia, estrutura e receptores
totalmente distintos. '’

Se tratando de uma biotecnologia mais recente, quando comparada a CP4-EPSPS ou
Cry, existem ainda muitas metodologias a serem desenvolvidas e otimizadas para
identificacdo da presenga de Vip3a em milho.

Esta identificacdo e andlise da expressdo sdo importantes para que os programas de
melhoramento e a produgdo comercial de sementes possam verificar se ha segregacdo do
evento dentro de um campo ou lote ou se esta expressao satisfaz padrdes de qualidade e
pureza genética, bem como orgdos reguladores do setor agropecuario e alimenticio precisam
verificar o percentual de proteinas transgénicas na composi¢io de vegetais e alimentos."

O teste ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) ¢ um exemplo de método
usado para verificar a presenca e expressdo de proteinas transgénicas no milho. '' O ELISA

direto consiste na fixacdo do contetido proteico da amostra, aplicagdo do anticorpo com
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enzima e reagdo com substrato, para detec¢do da presenca de antigeno. E uma metodologia
mais barata e rapida, considerando que ¢ feita em menos etapas e utiliza apenas o anticorpo
conjugado a enzima, porém ¢ menos sensivel que os demais métodos, principalmente quando
o antigeno possui baixa expressdo.'?

O objetivo deste trabalho ¢ desenvolver um protocolo de ELISA direto para detecgao de

Vip3a em plantulas e sementes de milho transgénico.

Experimental

Material vegetal e extrag¢do de proteinas

As amostras de sementes de milho portadoras de biotecnologia foram cedidas pela
empresa KWS Sementes.

Em placa deep well de 96 pogos com capacidade de 2 mL, foi colocada uma semente
por poco, verificando se ndo haviam pogos vazios ou pogos com mais de uma semente.

Utilizando micropipeta multicanal, adicionou-se 150 pL de dgua destilada em cada poco
das placas e estas foram incubadas em germinadores em periodo overnight a 40 °C, para que
embebessem e diminuissem sua resisténcia mecanica.

Foi inserida uma esfera de 7 mm de diametro, feita de aco inoxidavel, em cada pogo das
placas e estas foram levadas para a prensa hidraulica de 96 dentes para trituracdo das
sementes. A utilizagdo das esferas de aco impede o contato direto dos dentes da prensa com as
sementes, evitando a contamina¢ao entre uma amostra e outra.

As esferas foram removidas inclinando cuidadosamente a placa e entdo, foi observado
se haviam sementes inteiras. Quando foram observadas sementes inteiras, estas foram
trituradas manualmente, utilizando uma pinga e esterilizando-a em alcool 70% entre cada

semente triturada.
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Para obten¢ao de plantulas, as sementes foram germinadas por 6 dias em rolo de papel,
umedecido a 2,5 L de agua/kg de papel, a uma temperatura de 25 °C + 2 °C, sob iluminagao
constante.

A excisao de tecido da parte aérea da plantula e da raiz primaria foi realizada através de
corte com ldmina de bisturi, realizando a assepsia da ldmina em &lcool 70% entre cortes. Os

explantes foram dispostos em pogos de placa deep well.

Foram adicionados 900 pL de solugdo-tampao de extragdo (POi' 0,01M, NaCl 0,138M,
KC10,0027M, Tween-20 1%, pH 7,4) em cada poco da placa. O tempo minimo para extracao
de proteinas foi de 1 hora a temperatura ambiente (25 °C) e o armazenamento maximo foi de
24 horas a 25°C, 48 horas a 4 °C ou 96 horas se congelado (-4 °C).

As placas deep well contendo tecidos de plantulas foram congeladas overnight, pois a
formagdo de cristais de dgua causa a lise das membranas plasmaticas, aumentando a

exposic¢do do conteudo intracelular.

Aplicagdo de aliquota da amostra

De cada um dos tecidos vegetais testados, foram aplicados os volumes de 50 pL, 100
uL, 150 uL e 200 pL (tratamentos 1, 2, 3 e 4, respectivamente) em placas de ELISA de 96
pogos de alta afinidade, da marca Greiner Bio-One.

Foram adicionados 50 pL de solugdo-tampao carbonato-bicarbonato 0,5M, a fim de
auxiliar na fixagdo das proteinas da amostra aos pogos. Foram utilizados 50 pL de controle
positivo da proteina Vip3a, comercializado pela empresa Envirologix®. Como controle
negativo, foram utilizados 50 uL de solucdo-tampdo de extragdo. As placas foram seladas e

incubadas em periodo overnight a 4 °C.
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As placas foram lavadas em maquina lavadora de microplaca de 96 pogos com 200 uL
solugdo-tampao PBS com 0,5% de Tween-20 por dois ciclos de lavagem. Este processo de

lavagem se repetiu entre cada etapa do procedimento.

Blogueio da placa

O bloqueio das placas foi feito adicionando 100 pL de solu¢do 3% m/m de leite em pod
desnatado em solucdo de PBS e incubando overnight a 4 °C. Esta etapa ¢ importante, pois
bloqueia espacos que possivelmente ndo estariam ocupados com o anticorpo, evitando
resultados imprecisos.

Apbs o bloqueio das placas, aplicou-se o volume de 100 pL de aliquota da amostra

extraida e as placas foram novamente incubadas em periodo overnight a 4 °C.

Leitura da placa

Testaram-se os volumes de 50 pL (a) e 100 pL (b) de solucdo de anticorpo de deteccao,
comercializada em kits de ELISA pela empresa Envirologix, em po¢os com os volumes de
amostra testados.

A ambientagdo do conjugado nos pocos foi feita agitando suavemente as placas em
movimentos circulares. As placas foram seladas e armazenadas a 4 °C em periodo overnight.

Ap0s a etapa de lavagem, 100 pL de substrato TMB foram adicionados a cada pogo das
placas de ELISA. As placas foram reservadas em ambiente limpo, seco e ao abrigo da luz por
10 minutos para reagdo da enzima com o substrato.

As placas entdo foram analisadas na leitora de placas de ELISA Multiskan™ FC
Microplate Photometer, utilizando comprimento de onda de 620 nm.

Entdo foi aplicada a solucdo stop (HCl 1M) e a placa foi novamente lida no

equipamento Multiskan™ com comprimento de onda de 450 nm.
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Analise estatistica

A andlise estatistica e criacdo de graficos foi feita utilizando o software GraphPad Prism
9. Foi executada a andlise de variancia e teste de Tukey para testar igualdade entre as médias,

com intervalo de confianca de 95% (p<0,05).

Resultados e discussao

A analise quantitativa da placa de ELISA montada com amostras de sementes de milho
com biotecnologia Vip3a apresentou variagdes entre as leituras de absorbancia nos
comprimentos de onda de 620 nm e 450 nm. O apéndice I traz o resumo dos resultados
obtidos desta analise.

As médias foram consideradas estatisticamente diferentes entre os volumes de amostras
aplicados quando a densidade oOptica foi medida a 620 nm, porém ndo foram observadas
diferencas entre diferentes volumes de conjugado dentro de um mesmo volume de amostra
(Fig 1A). Contudo, apods aplicar a solugdo stop e realizar a leitura a 450 nm, os resultados

obtidos ndo indicaram diferenca entre as médias (Fig 1B).
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Fig 1. Absorbance results for different treatments of seeds samples in wave-length readings at (A) 620
nm and (B) 450 nm, * ** *** *¥%* mean, respectively, p<0.05, p<0.01, p<0.001 and p<0.0001.
Treatments: 1, 2, 3 and 4 means, respectively, 50, 100, 150 and 200 pL of sample aliquots; a and b
means 50 and 100 pL of conjugate.

A deteccao de Vip3a por método direto utilizando amostras de parte aérea de plantulas
foi ineficaz. Os resultados das médias de absorbancia a 620 nm foram bastante inferiores
quando comparados a 450 nm, como mostrado na Fig. 2. Neste comprimento de onda, a placa
demonstrou picos muito altos de absorbancia. O apéndice II também apresenta uma
compilagao destes dados.

Um dos fatores que provavelmente tenha influenciado nesta divergéncia € a presenca de
pigmentos como clorofila e antocianina. A antocianina como composto fenolico pode
interferir nos resultados e até causar reatividade cruzada nos teste ELISA", principalmente

em um teste de ELISA direto aonde este componente poderia ficar adsorvido nos pogos.
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Fig 2. Absorbance results for different treatments of plantlets shoots samples in wave-length readings
at (A) 620 nm and (B) 450 nm. * ** ****¥** mean, respectively, p<0.05, p<0.01, p<0.001 and
p<0.0001. Treatments: 1, 2, 3 and 4 means, respectively, 50, 100, 150 and 200 pL of sample
aliquots; a and b means 50 and 100 pL of conjugate.

Os resultados das amostras de raizes também ndo apresentaram diferengas a 620 nm
(Fig 3A), mas a 450 nm (Fig. 3B) a média de absorbancia dos pocos com 200 uL de amostra e
100 pL de conjugado foi estatisticamente diferente quando compara as médias com 100 pL de
amostra e a média de 150 uL de amostra e 50 uL de conjugado.

Os dados obtidos das leituras a 450 nm, de maneira geral, apresentaram menor desvio
padrdo quando comparados aos resultados a 620 nm, também retratado no apéndice III,
contudo, em ambos 0s casos e para todos os tipos de tecidos, houve muita variancia residual.

De qualquer forma, a ocorréncia de sinais baixos de absorbancia e algumas variagdes ja
eram esperados, uma vez que, o ELISA direto é uma técnica menos sensivel que as demais.'*
O método depende da ligacao do antigeno presente na amostra ao material de fase solida que
compde a placa. Utilizando um extrato bruto de proteinas de amostras de sementes e plantas,

o antigeno Vip3a teve que competir com demais proteinas e compostos presentes nas

amostras.
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Além disso, existem indicios de que pode ter ocorrido contaminagdo das placas de
ELISA entre o bloqueio ¢ a revelagao da placa.

Os resultados obtidos neste experimento ndo sao suficientes para estabelecer um
protocolo de ELISA direto para detecgao de Vip3a em amostras de milho, necessitando de
que o mesmo seja refeito a fim de garantir que o protocolo € eficaz ou ndo para a detecg¢ao do

antigeno Vip3a.
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Fig 3. Absorbance results for different treatments of plantlets roots samples in wave-length readings at
(A) 620 nm and (B) 450 nm. *** *** mean, respectively, p<0.05, p<0.01 and p<0.001. Treatments:
1, 2, 3 and 4 means, respectively, 50, 100, 150 and 200 puL of sample aliquots; a and b means 50
and 100 pL of conjugate.
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5 CONCLUSAO

Pdde-se observar que o teste de ELISA sanduiche para detec¢do de Cry2a se mostrou
sensivel mesmo variando os volumes da amostra e a concentragdo dos anticorpos de captura,
porém a sensibilidade foi afetada de acordo com a concentragdo do anticorpo de deteccdo.
Utilizando 100 pl de conjugado a 0,54 pg / ml e 1,08 pg / ml, foram obtidos resultados
satisfatorios na detecc¢ao de Cry2a.

Além disso, quando a placa foi lida a 450 nm, apos a interrupcao da reagdo enzima-
substrato, os valores de absorbancia foram maiores € menos variaveis do que quando lidos a
620 nm. Exceto quando a intengdo do experimento ¢ fazer varias leituras ao longo do tempo e
acompanhar a reagdo, usar uma solugao acida que interrompa a rea¢ao pode ser essencial para
obter dados mais precisos.

Os resultados obtidos testando amostras de sementes e plantulas de milho nao foram
conclusivos para estabelecer um protocolo seguro e eficaz de ELISA direto para detec¢ao de
Vip3a. Houve muitas variagdes de sinal com efeitos aleatorios que afetaram diretamente a
analise, incluindo a possibilidade de contaminagao do teste.

A amostra de sementes obteve resultados mais lineares quanto ao sinal de absorbancia
e o volume de aliquota aplicada.

Portanto, o protocolo do teste ELISA utilizando anticorpos policlonais anti-Cry2a
mostrou-se especifico e sensivel para analisar a expressdao de Cry2a em sementes de milho.
Porém, para Vip3a, testes posteriores e ajustes precisam ser feitos a fim de verificar a
possibilidade de utilizacdo do método direto para amostras de milho.

Ainda, deve ser considerada também a hipotese de utilizagdo de ELISA sanduiche para

analisar a expressao de Vip3a em amostras de milho, sendo este, um ensaio mais sensivel.
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APENDICE I
Table 1 Absorbance means and standard deviations of seeds samples analyzed at 620 nm' and

at 450 nm?>.

Conjugate Sample Volume (uL)
Volume (uL) 50 100 150 200
50 0,335+ 0,101" 0,940+ 0,433" 0,863+ 0,414' 1,268+ 0,730"
0,9878+ 0,420* 1,425+ 0,597> 0,928+ 0,304° 1,127+ 0,593
100 0,7698+ 0,572" 0,667+ 0,271" 0,924+ 0,479" 1,475+ 0,515"
1,172+ 0,427 1,271+ 0,386 1,105+ 0,955> 1,711+ 0,928>
APENDICE II

Table 2 Absorbance means and standard deviations of plantlets shoots samples analyzed at

620 nm' and at 450 nm”.

Conjugate Sample Volume (uL)
Volume (uL) 50 100 150 200
50 0,4365+0,6133'  0,5958+0,4831" 0,35+ 0,2756' 0,6127+0,4194'
0,9488+ 0,39 2,008+ 1,09 1,587+ 0,5889> 2,162+ 1,413°
100 0,6563 0,685' 0,38+ 0,2689" 0,6996+ 0,8278'  0,9173+0,5936'
1,721+ 1,411 1,337+ 0,4139° 1,679+ 0,5998” 3,425+ 1,669
APENDICE III

Table 3 Absorbance means and standard deviations of plantlets roots samples analyzed at 620

nm' and at 450 nm>.

Conjugate Sample Volume (uL)
Volume (uL) 50 100 150 200
50 1,055+ 1,317 1,466 1,486 0,7728+0,4229' 1,156+ 0,4702'

0,9743+0,7821°  0,8721+0,691° 0,7427+ 0,4522% 1,469+ 1,087

100 1,287+ 1,321 1,074+ 1,082 1,63+ 1,879' 1,89+ 1,371
1,125+ 0,7063> 0,5273+0,3578% 1,112+ 0,5086° 1,939+ 1,138>
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