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Resumo: Este estudo avaliou a eficiéncia de uma metodologia de extragao, amplificagao e
visualizagdo de DNA por eletroforese. Embora a técnica de amplificacdo e eletroforese tenha
permitido a observacdo das bandas de DNA, verificou-se que a extracdo foi inadequada,
conforme indicado pelo "arrasto” e pela baixa definicdo das bandas no gel. Esses resultados
sugerem possivel degradacdao do material genético, contaminac¢do das amostras ou adulteragao
durante o processo. Testes adicionais indicaram que as amostras podem ter sofrido altera¢des no
tamanho dos fragmentos, comprometendo a andlise. Conclui-se que, apesar da eficacia da
metodologia de visualizacdo, a etapa de extragao necessita de otimizacao, incluindo controles de
qualidade mais rigorosos e técnicas complementares para assegurar a integridade do DNA.
Recomenda-se a utilizacdo de espectrofotometria ou kits comerciais especificos em estudos
futuros para evitar falhas semelhantes e garantir resultados confiaveis.
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Abstract: This study evaluated the efficiency of a methodology for DNA extraction, amplification,
and visualization via electrophoresis. Although the amplification and electrophoresis techniques
enabled the observation of DNA bands, the extraction process was found to be inadequate, as
indicated by the “smearing” and poor band resolution on the gel. These results suggest possible
degradation of genetic material, sample contamination, or adulteration during the process.
Additional tests indicated that the samples may have undergone changes in fragment size,
compromising the analysis. It is concluded that, despite the effectiveness of the visualization
methodology, the extraction step requires optimization, including stricter quality controls and
complementary techniques to ensure DNA integrity. The use of spectrophotometry or specific
commercial kits is recommended in future studies to prevent similar failures and ensure reliable
results.
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1INTRODUCAO

O milho é um cereal de elevado valor nutritivo, amplamente consumido em
todo o mundo. Além disso, destaca-se pela ampla gama de produtos derivados, como o
biocombustivel, o que reforga a relevancia de seu cultivo (Coélho, 2023). Contudo, os
produtores enfrentam desafios significativos relacionados a infestacao por plantas
daninhas, uma vez que estas competem com o milho por recursos, sobretudo nas fases
iniciais do desenvolvimento e em periodos de maior precipitacao, provocando perdas
econdmicas muitas vezes irreversiveis. Objetivando otimizar o controle dessas espécies
invasoras, tem-se adotado o manejo quimico, especialmente por meio da aplicagao de
herbicidas nao seletivos, como o glifosato e o glufosinato (Sachan et al., 2023).

Entretanto, observou-se que o controle quimico pode ocasionar danos a lavoura,
especialmente nas estruturas reprodutivas da planta. Nesse contexto, uma das
alternativas vidveis para aumentar a produtividade e reduzir custos tem sido o
melhoramento genético. Por meio dessa abordagem, tornou-se possivel a introdugao de
genes de tolerancia aos herbicidas glifosato e glufosinato no material genético do milho,
viabilizando o controle eficiente das plantas daninhas sem comprometer o
desenvolvimento da cultura (Albrecht, 2014).

A capacidade do glifosato de inibir a sintese do dcido 5-enolpiruvil-chiquimico-
3-fosfato, composto essencial ao metabolismo vegetal, foi descoberta pela empresa
Monsanto. Anos mais tarde, foram introduzidas no mercado sementes geneticamente
modificadas contendo genes como AM79 aroA, G2-EPSPS, gat4621, mepsps, 2mepsps, cp4
epsps e G10-EPSPS, os quais conferem resisténcia ao referido herbicida (Liu et al., 2018).
Contudo, o uso intensivo e prolongado dessa molécula ao longo de cinco décadas
resultou na selegao de espécies daninhas resistentes a sua agao.

Nesse cenario, o glufosinato passou a ser adotado como alternativa, dada sua
atuacdo na inibicao da enzima glutamina sintetase, essencial no processo de assimilagao
do nitrogénio pelas plantas. Diferentemente do glifosato, que possui agdo sistémica, o
glufosinato apresenta acdo de contato. A combinac¢do de ambos tem sido empregada
como estratégia para diversificar os mecanismos de agao dos herbicidas. Para conferir
tolerancia ao glufosinato em cultivares comerciais, foram inseridos os genes pat
(fosfinotricina N-acetiltransferase) e bar, os quais atuam bloqueando o sitio de agao do
herbicida, impedindo sua atuagdo e conferindo, assim, resisténcia as plantas
geneticamente modificadas (Brunharo; Christoffoleti; Nicolai, 2014)

Dessa forma, torna-se relevante verificar a presenca dos genes cp4 epsps e
mepsps, responsaveis por conferir tolerancia ao glifosato, bem como dos genes bar e pat,
que promovem tolerancia ao glufosinato, em linhagens de milho (Nandula, 2019). A
identificacao desses genes visa facilitar a aplicacdo do controle quimico de plantas
daninhas no campo, além de possibilitar a previsdao do comportamento agronémico dos
hibridos.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a presenga dos genes cp4 epsps, mepsps, pat e bar em linhagens de
milho (Zea mays).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Aferir a presenga dos genes cp4 epsps, mepsps, pat e bar em dez linhagens de
milho por meio do teste PCR convencional.

3 METODOLOGIA

Com o objetivo de verificar e identificar eventos de tolerancia ao glifosato e ao
glufosinato de amonio em cultivares com as tecnologias PRO2, PRO3, PRO4 e VIP3,
realizou-se a extracdo do DNA gendmico a partir de sementes trituradas, utilizando o
método de Murray e Thompson (1980), com modificagdes. Amostras de 100 mg de
sementes foram transferidas para microtubos de 1,5 mL, e submetidas a extragao com
800 puL de tampao CTAB (brometo de hexadeciltrimetilamonio), seguidos de agitacao
por 1 minuto e incubagao em banho-maria a 65 °C por 15 minutos.

Posteriormente, adicionou-se um volume igual de wuma solugao
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (24:24:1), com homogeneizacao em vortex por 1
minuto. A mistura foi centrifugada a 12.000 rpm por 2 minutos para separacao das fases.
A fase aquosa foi cuidadosamente transferida para um novo microtubo de 1,5 mL,
repetindo-se o processo de extracdao com cloroférmio:alcool isoamilico (24:1).

Ap0s nova centrifugacao, a fase aquosa foi novamente transferida e recebeu a
adigao de 400 pL de etanol a 92%, sendo homogeneizada e incubada por 10 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 12.000 rpm por 5
minutos, e o sobrenadante foi descartado por inversao. A amostra seca de DNA foi entao
ressuspendida em 200 uL de tampao TE (Tris-HCI-EDTA, pH 8,0).

Para melhor visualizagao em eletroforese, as amostras de DNA extraidas foram
submetidas a amplificagao por meio da técnica de reagao em cadeia da polimerase (PCR),
utilizando primers especificos para os genes cp4 epsps e mepsps, associados a tolerancia
ao glifosato (EURL GMFF, 2005, 2008, 2010, 2016), e para os genes pat e bar, relacionados
a tolerancia ao glufosinato de amonio (Barbau-Piednoir et al., 2011), conforme descrito
na Tabela 1.

As reagoes de PCR foram conduzidas em microtubos de 200 uL, contendo 25
puL de mix para PCR (Sigma-Aldrich), 1 puL de primer forward, 1 pL de primer reverse, 15
uL de amostra de DNA e 8 puL de dgua livre de nucleases, totalizando 50 pL por reagao.
Os ciclos de amplificagdo em termociclador foram ajustados individualmente conforme
as especificagoes de temperatura e tempo requeridas para cada par de primers utilizados.

Para a leitura do DNA amostral, utilizou-se a técnica de eletroforese em gel de
agarose a 1,5%. Foram pipetados 10 uL da amostra de DNA, previamente misturados
com 4 pL do corante intercalante SYBR Green I, 4 uL de tampao de carregamento e 2 uL
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de dgua ultrapura. O volume total foi entdo aplicado nos respectivos pocos do gel. A
corrida eletroforética foi realizada sob tensao constante de 120 V, corrente de 250 mA e
poténcia de 90 W, durante 120 minutos. Apds esse periodo, as bandas de DNA foram
visualizadas em transiluminador, permitindo a avaliagao da presenca dos genes alvo por
comparagao com os controles positivos, tanto para o gene da zeina (Barbau-Piednoir et
al., 2011) quanto para os genes de interesse.

Tabela 1: Sequenciamento dos principais genes de inducao a tolerancia
ao Glifosato e Glufosinato de Amdnio

Sequéncia de DNA )
(5" para 3) Comprimento (bp)
MON 87427 F ACG GAA ACG G("l;"C GGG TCA AAT
95
CCATGT AGATIT
MON 87427 R CCC GGTTTT CTC
MON 88017 F GAG CAG GACCTG CAG AAGC(CT
95
cp4 epsps MON 88017 R TCC GGA GTT GAC CAT CCA
ATG AAT GACCTC
NK 603 F GAG TAA GCT TGT
TAA
108
AAG AGATAA
NK 603 R CAG GAT CCA CTC
AAA CACT
CTT ATC GTIT ATG
GA21F CTA TTT GCA ACT
meps ps TTAGA 112
TGG CTC GCG ATC
GA21 R CTC CT
{F CCG CGG TTT GTG
pa ATA TCG TT
pat TCT TGC AAC CTC 109
pat R TCT AGA TCA TCA
A
bar F CGT CAA CCA CTA
“ CAT CGA GAC AA
bar 69
bar R GTC CACTCCTGC
GGTTCCT
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. TGC TTG CAT TGT
ze TCG CTC TCC TAG
zeina 329
R GTC GCA GTG
ze ACA TTG TGG CAT
Fonte: dados da pesquisa, 2024.
RESULTADOS FINAIS

A metodologia adotada demonstrou-se eficiente para a amplificacao e posterior
visualizagdo do DNA por eletroforese, conforme evidenciado na Figura 1. Contudo,
observou-se que a extracdo de DNA a partir de algumas amostras nao foi plenamente
satisfatoria, o que pode ser verificado pela presenca de “arrasto” (blur) no gel, indicando
possivel degradagao do material genético ou contaminagdo por impurezas.

Figura 1: Visualizagao do DNA ampliado em eletroforese

Fonte: arquivo dos autores, 2024.

Foram realizadas diversas tentativas de adequagao da metodologia de extragao,
contudo, ndo se obteve éxito na obtencao de DNA de qualidade a partir das amostras
fornecidas das linhagens. Os resultados obtidos indicam que, possivelmente, as amostras
passaram por algum tipo de tratamento ou interferéncia, resultando em alteragdes no
tamanho das bandas de DNA e inviabilizando a conclusao do trabalho.

Apesar da eficdcia da metodologia para a amplificagao e visualizagdo do DNA
por eletroforese, a baixa qualidade da extracao sugere a presenca de contaminantes ou
degradacao do material genético. O “arrasto” observado nas bandas pode estar
relacionado a fragmentacdo do DNA ou a presenca de impurezas, como proteinas,
polissacarideos ou residuos de solventes, que comprometem a integridade e a pureza do
material extraido. Ademais, a auséncia de bandas bem definidas pode indicar
inadequagdes nas condi¢cdes de armazenamento ou manipulagdo das amostras,
resultando em degradagdo excessiva do DNA (Hasan, 2021).

Outro fator que pode ter contribuido para os resultados insatisfatorios refere-se
a possivel adulteragdo das amostras, evidenciada pela inconsisténcia no tamanho das
bandas de DNA observadas na eletroforese. Tal inconsisténcia pode estar relacionada ao
uso de reagentes inadequados ou a variagao nos protocolos de extracao empregados.
Para mitigar falhas semelhantes em experimentos futuros, recomenda-se a
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implementagao de controles mais rigorosos, como a avaliacao prévia da qualidade do
DNA antes da etapa de amplificacdo e a padronizacao dos procedimentos de extracao
(Bhoyar; Mehar; Chavali, 2024). Além disso, a confirmagao da integridade das amostras
por meio de técnicas complementares, como a espectrofotometria, pode ser tutil para
detectar eventuais contaminagdes ou adulteragdes, assegurando maior confiabilidade
aos resultados obtidos.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de a metodologia de amplificagao por PCR e a visualizagao em gel de
agarose terem se mostrado eficientes, os resultados obtidos indicam que a extragao do
material genético foi comprometida, possivelmente em decorréncia de degradacao,
contaminagao ou adulteragao das amostras. O padrao de “arrasto” observado no gel e a
inconsisténcia nas bandas amplificadas reforcam a necessidade de otimiza¢ao dos
protocolos de extragdo, com a inclusdao de controles de qualidade mais rigorosos e a
verificagao prévia da integridade do DNA antes da amplificagao. Estudos futuros devem
investigar as causas especificas dessas limitagdes, como a presenga de inibidores da PCR,
variagoes nos reagentes ou condigOes inadequadas de armazenamento. Ademais, a
adogao de técnicas complementares, como espectrofotometria ou andlise por
microfluidica, pode contribuir para a detec¢ao de interferentes e para o aumento da
confiabilidade dos resultados. Esses ajustes sdo fundamentais para assegurar a
reprodutibilidade do método e a robustez das conclusdes em estudos de gendmica
aplicada e analises forenses.
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