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Introducéo

A histéria contemporénea considera o desenvolvimento e cultivo de transgénicos a tecnologia agricola mais rapidamente difundida na agricultura
moderna. Dados do ISAAA (International Service for the Acquisition of Agri-Biotech Applications) apontam que a éarea globa dedicada ao cultivo de
Organismos Geneticamente Modificados (OGM) aumentou muito. Nos Ultimos 20 anos observou-se que dois bilhdes de hectares de culturas biotecnol dgicas
tém sido cultivadas, refletindo multiplos beneficios acancados por pequenos e grandes agricultores em paises industrializados e em desenvolvimento que
utilizam culturas biotecnol6gicas comercialmente, compreendidos principalmente por soja, milho, algoddo e canola. O cultivo e o comércio de OGM vém
crescendo significativamente em todo o mundo, no entanto, a utilizagdo da biotecnologia na agricultura é vista de forma diferente em distintas regides.
Variedades aprovadas em um pais e usadas comumente na agricultura comercial, as vezes, sd0 proibidas em outros paises (MUMM et a., 2001). Vérios
métodos para identificagdo de OGM baseados na detecgéio de DNA por PCR sdo descritos na literatura dentre os quais: PCR cléssico, PCR em tempo real com
sondas quimicas TagMan ou SYBR Green (CARDOSO et a., 2017).

O passo chave na andlise genética de populagdes de plantas, através de fragmentos de DNA, é o isolamento e a purificaggo de quantidades suficientes de DNA
de boa qualidade, ou seja, 0 DNA obtido deve estar integro, livre de impurezas e ser passivel de amplificagéo por PCR (MAZZA E BITTENCOURT, 2000).
Vérios kits comerciais para extragdo de DNA sdo disponiveis no mercado, bem como uma imensa gama de protocolos para esse processo. O idea para um
protocolo de extragdo de DNA ¢é o rendimento maximo que nédo deve afetar a qualidade e pureza do DNA com contaminantes que podem atuar ao longo das
etapas de extracdo, reduzindo significativamente a sensibilidade da PCR (FULTON et a., 1995). Vérios autores descrevem problemas no isolamento e
purificacdo de DNA vegetal os quais sd0 resultantes, principalmente, do co-isolamento de polissacarideos, proteinas, substancias fendlicas e compostos
secundérios (MAZZA E BITTENCOURT, 2000). Diante do exposto o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de trés métodos de extragéo de DNA de
tecido foliar em amostras transgénicas de Glycine max e Zea mays, visando posteriormente a padronizag&o de uma metodol ogia baseada na detec¢@o de DNA
para rastreamento de cultivares transgénicos de soja e milho.

Material e métodos

A. Obtencao de tecido foliar

Um total de 12 sementes de diferentes linhagens de soja (Glycine max) e 04 linhagens de milho (Zea mays) gentilmente cedidas pela UFMG e Sementes Shull
Ltda foram plantadas em substrato Bioplant (Bioplant Misturadora Agricola Ltda) mantidas em condic¢Ges apropriadas de luminosidade e regadas diariamente
com &gua. Ap6s 10 dias surgiram as plantulas que foram utilizadas como fonte de tecido foliar para o procedimento de extracéo de DNA.

B. Extracéo de DNA

A andlise comparativa dos métodos de extracdo baseou-se nos protocolos CTAB (cetyltrimethylammonium bromide) (DOYLE & DOYLE, 1990), Moog e
Bond (2003) conforme descrito pelos autores e kit PrepManTM (Applied Biosystem) conforme recomendagdes do fabricante. Os &cidos nucleicos foram
quantificados por eletroforese em gel de agarose a 1,0%, fotodocumentados e utilizados em reacdes de PCR.

C. Reacdo PCR para deteccdo dos genes lecitina e zeina

A presenca dos genes lecitina e zeina (marcadores endogenos das epécies Glycine max e Zea mays) foi verificada respectivamente com os primers LECF-
5 TGCCGAAGCAACCAAACATGATCGT3, LEC-R 5 TGATGGATCTGATAGAATTGAGGTTS, ZEO-2F — 5-TGCATTGTTCGCTCTCCTAG-3 e
ZEO-2R — 5-GTCGCAGTGACATTGTGGCAT-3 gerando amplicons de 419 (ABRAAO, 2008) e 329 pares de base (primer desenhado pelos autores),
respectivamente. Os primers foram sintetizados pela GenOne Biotechnologies. As reagdes foram redizadas em um mix contendo 2x Go taq Green Master
Mix® (Promega, Corporation, USA) , MgCl2 (1,5mM) ,10 uM de cada primer e 50ng de DNA em um volume final de reacdo de 50 pl. As condicdes de
amplificagdo foram as seguintes: um ciclo inicial de desnaturagdo a 95° C durante 2 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturagéo a 95 © C por 2 minutos,
temperatura de anelamento a 60°C por 50 segundos, extensdo a 72°C por 1 minuto e extensdo final por 10 minutos. Os amplicons foram visualizados em gel de
agarose a 1,5% corados com brometo de etideo e fotodocumentados.
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Resultados e discussao

Na extragdo de DNA optou-se pelo congelamento com nitrogénio liquido, pistilo e cadinho como método inicia de ruptura da parede celular das plantulas
(Fig.1F). Entretanto, devido ao perfil de degradacdo de DNA observado através da eletroforese em gel de agarose optou-se por maceragéo com areia estéril
(Fig.1E). Os trés protocolos de extragdo de DNA testados neste trabalho geraram perfis de bandas correspondentes a &cidos nucleicos quando visualizados em
eletroforese gel de agarose a 1% (Fig.1A, Fig.1B e Fig.1C). O método de extracdo de Moog e Bond (2003) apesar de apresentar baixo rendimento e degradacéo
de DNA (Fig.1C) permitiu a amplificagdo dos genes end6genos lecitina e zeina confirmando a identificacio genética das espécies Glycine max e Zea mays
(Fig. 1D). Entretanto, quando rastreado a presenga de outros genes marcadores de transgenia (CrylAc e P35S ndo foi possivel a deteccdo em amostras
transgénicas (resultados ndo mostrados). Autores na literatura revelam a dificuldade na reprodutibilidade de protocolos para extragdo de DNA de espécies
vegetais dificultando estudos moleculares que dependem diretamente da qualidade da extragdo deste acido nucleico A presenca de polissacarideos, fendis e
compostos secundérios e o principal desafio encontrado no isolamento e purificagdo do DNA podendo inibir a acdo da Taq polimerase na reagdo de PCR
(MAZZA E BITTENCOURT, 2000; VIEIRA et al., 2010).

O método de extragdo CTAB (DOYLE E DOYLE, 1990) apesar de mais trabalhoso e necessitando maiores cuidados devido a volatilidade e toxicidade do ?-
Mercaptoetanol foi 0 que apresentou maior rendimento e menor degradacdo de DNA (Fig.1A). Também foi possivel utilizar com éxito esse DNA para
amplificagdo por PCR dos dois genes enddgenos marcadores das espécies vegetais aqui estudadas. Como método com maior rendimento e pouca degradagéo
serd utilizado em experimentos para deteccéo de genes marcadores de transgenia de milho e soja, conforme ja testado com amostras de DNA extraidas pelo
método Moog e Bond (2003).0 método de extracéo utilizando o kit PrepMan™ apesar de ser 0 que demandou menos tempo na execugdo, apresentou 0 menor
rendimento (Fig. 1B) quando comparado ao CTAB (DOYLE E DOYLE, 1990) e ao Moog e Bond (2003) (Fig.1A e Fig.1C). Néo foi possivel amplificar os
genes endogenos lecitina e zeina com os DNAs extraidos com esse kit devido ao baixo rendimento e degradacéo das amostras. Além disso, o custo deste kit
inviabiliza o seu uso quando se pretende trabalhar com o grande nimero de amostras.

Conclusao

Os protocolos Moog e Bond e CTAB foram eficientes em proporcionar a extragdo DNA de espécies e Glycine max e Zea mays utilizados com éxito na PCR
paraidentificagdo de marcadores end6genos para essas espéci es.
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Figura 1. Resultados da padronizagdo de metodologias para extragdo de DNA foliar de espécies transgénicas de Glycine max e Zea mays. FiglA.
Eletroforese em gel de agarose a 1,0% de 12 amostras de DNA de Glycine Max extraidas pelo método Doyle & Doyle, 1990. FiglB. Eletroforese em gel de
agarose a 1,0% de 12 amostras de DNA de Glycine max extraidas pelo kit PREPMAN® (Applied Biosystems). FiglC. Eletroforese em gel de agarose a 1,0%
de 12 amostras de DNA de Glycine max extraidas pelo método Mogg & Bond, 2003. MMM=Marcador de Massa Molecular 100pb (Luidwig). Amostras de
DNA analisadas nas Fig. 1A, 1B e 1C: 1- Soja NS7338 IPRO; 2- Soja NS7300 IPRO; 3- Soja N5947 IPRO; 4- Soja CD2730 IPRO; 5- Soja NS5959 IPRO; 6-
Soja NS7000 IPRO; 7- Soja DS5916 IPRO; 8- Soja M6210 IPRO; 9- Soja DM6563 RSF; 10- Soja BMX Ponta IPRO; 11- Soja M7110 IPRO; 12- Soja
CD2728 IPRO. FiglD. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% com os produtos de PCR correspondentes a genes enddgenos L ecitina e Zeina, respectivamente,
marcadores de espécies de Glycine max e Zea mays. Marcador de Massa Molecular 100pb (Luidwig). 1- Milho DKB177PROIII e 2- Soja M6210 IPRO.
FiglE. Procedimento de maceragdo de tecido foliar de Glycine max com areia em um cadinho de porcelana. FiglF. Aspecto do crescimento das espécies de
Glycine max e Zea mays 10 dias ap6s plantadas as sementes.



