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RESUMO

Os problemas enfrentados ao se trabalhar com espécies do género Trichogramma
envolvendo técnicas de biologia molecular, estdo relacionados as baixas concentra¢des do DNA
e sua qualidade inadequada. Para garantir reaces em cadeia da polimerase (PCR) eficientes e
precisas com moldes de DNA que apresentem baixas concentra¢es e qualidade comprometida,
existem enzimas DNA polimerases capazes de superar tais problemas. As enzimas isoladas de
Pyrococcus furiosus apresentam alta fidelidade. Além desta, existem outras como as originarias
da bactéria termofilica Thermus aquaticus as quais podem sintetizar extensos segmentos de
DNA em curto prazo. Este trabalho teve como objetivo realizar um estudo comparativo da
eficiéncia da polimerase obtida de Thermus aquaticus e a polimerase isolada de Pyrococcus
furiosus. Os acessos de espécies de Trichogramma que ndo amplificaram em reacfes de PCR
com a polimerase obtida a partir de Thermus aquaticus, obtiveram resultados positivos quando
submetidos a PCRs com a polimerase purificada de Pyrococcus furiosus.

PALAVRAS-CHAVE: atividade exonucleasica, PCR, inibidores.

INTRODUCAO

As técnicas de biologia molecular tém se destacado no estudo de espécies cripticas de
Trichogramma (SAMARA et al., 2008). A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é a técnica
que permite a duplicagdo de milhares de cdpias de um segmento de DNA na presenca da enzima
DNA polimerase; a eficiéncia da mesma depende da qualidade e da concentracdo dos acidos
nucléicos (OLIVEIRA et al., 2007). As dificuldades na execucdo de estudos com
Trichogramma que aplicam técnicas de biologia molecular, estdo associadas as baixas
concentracOes de DNA extraidos destes organismos e sua qualidade inadequada, devido ao seu
tamanho diminuto.

Para garantir reagdes de PCR eficientes e precisas com moldes de DNA que apresentem
baixas concentracdes, qualidade comprometida e presenca de inibidores, existem enzimas DNA
polimerases com caracteristicas que possibilitam superar esses fatores limitantes. A polimerase
isolada de Pyrococcus furiosus apresenta maior fidelidade na PCR quando comparada com
outras DNA polimerases, é considerada 50x mais precisa e possui atividade exonucleasica de
corre¢do no sentido 3’-5° (KIM et al., 2007). Outra DNA polimerase, isolada da bactéria
termofilica Thermus aquaticus, possibilita sintetizar uma fita de DNA com comprimento de mil
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bases em cerca de 30 segundos a 72°C, porém estas sdo desprovidas de atividade exonucleasica
de revisdo 3°-5’ (HAKI; RAKSHIT, 2003; VIEILLE; ZEIKUS, 2001).

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo realizar um estudo comparativo da
eficiéncia da polimerase obtida de Thermus aquaticus e a polimerase isolada de Pyrococcus
furiosus em PCR com DNA, extraido com a resina Chelex 100, de insetos do género
Trichogramma.

MATERIAL E METODOS

A extracdo de DNA foi realizada por meio da resina Chelex 100 (5%) a partir de um
individuo inteiro. Em um tubo de 0,2mL contendo o exemplar acrescentou-se 80uL de Chelex,
8uL de proteinase K (20mg/ml) e incubou-se a 95°C por 20 minutos. Decorridos 10 minutos as
amostras foram centrifugadas por 45s e posteriormente transferidas para um eppendorf e
armazenadas a -20°C.

A quantificacdo foi realizada por meio da mensuracdo pelo espectrofotdmetro
NanoDrop™, fluorimetro Qubit, e pela analise de gel de agarose a 0,8%, corado com GelRed,
sendo utilizado um marcador padrao (Lambda) com quantidade de DNA conhecida.

Para amplificagéo da regido espacadora ITS2 do rDNA, foram usados os iniciadores F —
5" TGTGAACTGCAGGACACATG 3’ e R — 5 GTCTTGCCTGCTCTGAG 3’. As reagdes
com a polimerase obtida de Thermus aquaticus foram realizadas em um volume final de 10pL
contendo, 2,4uL de amostra de DNA (concentracdo varidvel), 1uL de PCR (10x) buffer
(Tris-Cl, KCI, (NH4),S0s, 15 mM MgCI2), 1,5uL de MgCl, (25mM), 0,8uL de dNTP (10mM),
0,1pL de solugdo Q (5x), 0,2uL de cada iniciador, 0,052uL de polimerase (5U/uL) e 3,748uL
de &gua ultra pura. O programa de amplificagdo para as reacdes consistiu de uma desnaturagdo
inicial do DNA a 94°C por 3 minutos, seguido de 33 ciclos que incluiu 40 segundos a 94°C
(desnaturagdo), 45 segundos a 55°C (temperatura de anelamento) e 45 segundos a 72°C
(polimerizagdo). Decorridos os 33 ciclos ocorreu uma extensdo final de 5 minutos a 72°C. Os
acessos que ndo proporcionaram amplificagdo com a polimerase obtida de Thermus aquaticus
foram submetidos a reagcdes contendo a polimerase originada de Pyrococcus furiosus em um
volume final de 10uL contendo, 2,4uL de amostra de DNA (concentracdo variavel), 2 pL de
PCR (5x) buffer (Tris-Cl, KCI, (NH4);SO4, 15 mM MgCl2), 0,1pL de MgCl, (25mM), 0,1 pL
de dNTP (10mM), 0,5uL de cada iniciador, 0,3uL de DMSO, 0,1uL de polimerase (5U/uL) e
3,9uL de &gua ultra pura. O programa de amplificacdo para as reagGes consistiu de uma
desnaturacdo inicial do DNA a 98°C por 30 segundos, seguido de 30 ciclos que incluiu 10
segundos a 98°C (desnaturacdo), 25 segundos a 55°C (temperatura de anelamento) e 25
segundos a 72°C (polimerizagdo). Decorridos os 30 ciclos ocorreu uma extensdo final de 5
minutos a 72°C.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observa-se que 0s acessos de espécies de Trichogramma que ndo amplificaram em
reaces de PCR com a polimerase obtida a partir de Thermus aquaticus, obtiveram resultados
positivos quando submetidos a PCRs com a polimerase purificada de Pyrococcus furiosus
(Figura 1).

A resina Chelex 100 como método de extracdo de DNA tem como atividade quelar ions
que sdo catalisadores na quebra do DNA. Devido a essa caracteristica, a resina Chelex 100 inibe
a atividade do MgCI?* utilizado na PCR como cofator da enzima polimerase, consequentemente,
a enzima perde sua funcdo de polimerizacdo (BAREA et al., 2004). Diferente da enzima
polimerase obtida a partir de Thermus aquaticus, a enzima polimerase originada de Pyrococcus
furiosus apresenta uma atividade exonucleasica de correg¢do no sentido 3’-5” e sdo tolerantes a
inibidores de PCR, proporcionando maior confiabilidade e minimizando falhas de reacdo. A
mesma apresenta uma taxa de erro extremamente baixa, de aproximadamente 50x inferior a
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DNA polimerase obtida a partir de Thermus aquaticus. Além disso, esta polimerase apresenta
alta capacidade de processamento, as quais adicionam mais nucleotideos por etapas de
polimerizacdo em comparacdo a outras polimerases, com isso as mesmas exigem tempos de
extensdo extremamente curtos e consequentemente tempos de protocolos reduzidos (THERMO
FISHER SCIENTIFIC, 2016).
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Figura 1. Perfis de amplificagdo obtidos em PCR utilizando enzimas polimerases obtidas a
partir de Thermus aquaticus (a) e de Pyrococcus furiosus (b).

CONCLUSOES

As enzimas polimerases originadas de Pyrococcus furiosus sdo mais adequadas para
reacGes de PCR contendo como molde extracdes de DNA de Trichogramma que apresentem
inibidores como os obtidos com a resina Chelex 100, por apresentarem uma alta fidelidade,
atividades exonucleasicas de correcdo no sentido 3’-5° e serem tolerantes a inibidores de PCR.
Embora as enzimas polimerases extraidas de Thermus aquaticus tenham apresentado resultados
positivos em reacfes de PCR com DNA de Trichogramma, sao ineficientes em alguns casos em
gue o molde de DNA de Trichogramma contenha inibidores de PCR.

Agradecimentos: Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico —
CNPq e a Embrapa Meio-Norte.
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