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I ntroducéo

Dentre as metodol ogias mais recentes desenvolvidas
a partir da técnica de Polymerase Chain Reaction
(PCR) para a quantificagdo de doses diferenciadas de
um alelo, destaca-se a chamada PCR em tempo real ou
PCR quantitativo, pela qual pode-se determinar a
guantidade de moléculas amplificadas. Apesar de
sensivel e confiavel, esta metodologia ainda é cara,
requerendo equipamentos especificos o que limita o
Seu uso rotineiro em varios laboratérios [1]. Assim, faz-
se necessaria a adaptacdo de metodologias mais
simples e menos onerosas para andlises de
quantificacdo. Nesse sentido, a metodologia de PCR
semiquantitativo (PCR-SQ) vem sendo adaptada, com
sucesso. Embora ndo permita uma quantificacéo
absoluta, espera-se ser possivel inferir quanto ao
ndmero de mol éculas amplificadas em cada genoma se o
produto de PCR corresponder a fase exponencial, onde
0 nimero de copias é funcdo da quantidadeinicial [2].

A fdta de informatividade dos individuos
heterozigotos é uma das dificuldades do mapeamento
de QTLs em populagbes exogadmicas [3], uma vez que
nao é possivel identificar a origem de cada um dos seus
alelos, implicando na exclusdo desses individuos na
andlise do contraste entre médias. Com isso, tais
individuos ndo contribuem para a deteccdo do QTL.
Uma possivel forma de inclui-los nas andlises seria por
meio da genotipagem do seu endosperma, onde se
espera que um individuo heterozigoto M;M, apresente
um endosperma M;M;M, ou M;M,M, quando o
genitor feminino é o doador do alelo M; ou M,
respectivamente.

Devido ao potencial uso do PCR-SQ para inferir o
nimero de moléculas amplificadas, o objetivo deste
estudo foi adaptar esta metodologia para a
determinagcdo do numero de copias dos alelos em
mistura de DNA que simulam as condi¢des observadas
no tecido endospermatico.

Material e métodos

A. Material vegetal e extracdo de DNA

Foram utilizadas folhas de duas linhagens endogamicas
de milho, L3 e L1113-01. O DNA destas linhagens foi
extraido segundo o método descrito por Saghai-Maroof et
al. [4]. Neste estudo foram utilizados os DNAs das
linhagens individuais bem como de suas misturas em
diferentes proporgdes. Mistura 1:1 (15ng do DNA L3 e 15ng
do DNA L1113-01), Mistura1:2 (10ng do DNA L3 e 20ng do
DNA L1113-01) e Mistura 2:1 (20ng do DNA L3 e 10ng do
DNA L1113-01). As misturas 1:2 e 2:1 representam
constituicbes gendtipicas de endosperma de hibridos
dessas linhagens, em que a L3 foi utilizada como genitor
masculino e feminino, respectivamente.

B. Otimizacéo da técnica de PCR-SQ em agarose

Trés primers SSRs (umcl653, bnlgl006 e bnlgl82),
polimérficos entre as linhagens parentais, foram
selecionados baseando-se no estudo de informatividade e
padrdo de amplificacdo realizado por Padilha [5] para as
reacOes de amplificacdo que foram realizadas em um volume
final de 10 L contendo 30 ng de DNA, Tris-HCl 1 mM, KCl
50 mM, MgCl, 2 mM, 125 niM de cada um dos dNTPs, 0,6
nM de cadaum dos primers e 1 U daenzima Taq polimerase.
Os ciclos da reacdo de PCR consistiram de uma
desnaturacdo inicial a 95°C por dois minutos, nove ciclos de
94°C por 20 s, 68°C por 20 s com a reducéo de 1°C a cada
ciclo e 72°C por 20 s, seguidos de 15 a 25 ciclos de
amplificagdo a 94°C por 20 s, 60°C por 20 se 72°C por 20 s,
para o estudo da cinética de amplificacao.

Os fragmentos amplificados foram observados em géis de
agarose 3% sob eletroforese a 80 V, por duas horas. O gel
foi tratado com brometo de etideo (1 mg/mL) e a imagem
capturada pelo Eagle-Eye Il, sob luz ultra-violeta. As
imagens foram analisadas pelo programa ImageQuaNT®
(Molecular Dynamics), para quantificacéo das intensidades
das bandas.
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Resultados

Os produtos da reacdo de PCR foram observados a
partir de 28 ciclos de amplificacdo. As bandas
correspondentes aos fragmentos de menor tamanho se
apresentaram mais difusas em comparagdo com as
bandas dos fragmentos maiores, dificultando a anélise
da intensidade relativa entre as bandas das diferentes
misturas (Figura 1).

ApO6s a andlise da intensidade das bandas pelo
programa lmageQuaNT®, os valores correspondentesa
cada leitura foram plotados em gréficos, apresentados
na Figura 2, nos quais pode-se observar que a reagéo
de amplificacdo com 30 ciclos foi a que melhor
representou a fase exponencial, tanto para o DNA
gendmico individual quanto nas diferentes misturas,
utilizando o primer SSR bnlgl82. Para os demais
primers estudados, embora ndo tenha sido possivel a
observagdo gréfica da proporcdo 2:1 (L3 como genitor
feminino), em nenhum momento da curva, considerou-
se também o nimero de ciclos ideal igual a 30. Entre os
pontos analisados, este se apresentou ligeiramente
anterior ao inicio da fase de saturacéo, correspondendo
ainda a fase exponencial, onde o nimero de
amplificagdes é funcdo da quantidade inicial de cada
alelo.

O estudo da cinética da reacdo de amplificagdo do
primer bnlg182 mostrou que, nas misturas de DNA, a
amplificacdo do fragmento de maior tamanho atinge a
fase de saturagdo com um menor nimero de ciclos e a
intensidade do alelo de menor tamanho foi superior,
exceto em alguns ciclos onde a proporcdo do DNA
origina foi a metade. Td perfil de amplificacdo indica
que o alelo de menor tamanho foi preferencialmente
amplificado nareacdo de PCR.

Pbde-se observar ainda que quanto menor for a
diferenca de tamanho entre os alelos polimoérficos,
menor € a diferenca de intensidade entre as bandas
quando o DNA das linhagens é misturado e que o
ndmero de ciclos de amplificagdo para atingir a fase de
saturagdo tende a ser mais semel hante.

Discusséo

Neste estudo, preocupou-se com a padronizacdo da
metodologia com o intuito de diferenciar a quantidade
de DNA parental nas misturas em diferentes
proporcdes. Dessa forma, a determinacdo da
intensidade dos fragmentos amplificados a partir do
DNA parental e de suas misturas em diferentes
proporcdes foi o ponto critico para a determinacdo das
variagBes quanto ao nlimero de copias de um loco no
genoma por meio da técnica de PCR-SQ. Paratal, foram
padronizadas e mantidas constantes as condicfes
eletroforéticas (tempo e voltagem), concentracdo de
agarose, da solucdo-tampéo e da solucdo de brometo
de etidio. Os parémetros para captura e andlise das
imagens dos géis foram padronizados para minimizar

qualquer efeito que ndo fosse ao acaso. Condigoes
semel hantes também foram utilizadas por Marinet al. [1].

As diferengas quanto a intensidade das bandas no
mesmo gel foram atribuidas ao nimero de produtos
amplificados. Para o primer bnlgl006 houve uma
amplificago preferencial do alelo presente na linhagem
L1113-01 (224 pb). Independente das diferentes
concentragBesiniciais, o aelo de maior tamanho apresentou
maior intensidade em todas as amostras avaliadas,
indicando maior quantidade de moléculas amplificadas. Por
outro lado, para os locos bnlg182 e umc1653 apresentaram
uma ligeira preferéncia pela amplificacdo do alelo de menor
tamanho.

Observou-se que a cinética da reacdo foi especifica para
cada primer e em especial paracadaalelo. Deve-se ressaltar
ainda que, a diferenca de tamanho entre os alelos
polimdrficos interfere diretamente na cinética da reacdo, de
forma que os primers que apresentaram menores diferengas
de tamanho entre os aelos amplificados sdo mais
adequados para estudos de PCR-SQ, onde se pretende
diferenciar as doses dos alelos.

O gel de agarose na concentragdo de 3,0% né&o
apresentou resolugdo suficiente para avaliar diferenga
menor que 20 pb, e ainda, a observagéo de bandas difusas
foi constante, dificultando a delimitagc@o da regi&o para a
quantificagéo precisa da sua intensidade, sobretudo nos
fragmentos de menor tamanho. Ferreira & Grattapaglia [6]
recomendam o uso de matriz de alta resolugdo para a
visualizagdo desses fragmentos, como géis de
poliacrilamida corados com brometo de etidio ou prata.
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Figura 1 Eletroforese em gel de agarose 3% tratado com brometo de etidio, dos produtos amplificados com o primer
SSR bnlg182 das amostras de DNA foliar e das respectivas misturas. Fig. 1A: Produtos dareacdo com amostras de DNA
daslinhagens L3, L1113-01 edaMistura 1:1. Fig. 1B: Produtos dareacdo com as Misturas (1:2) e (2:1). O nimero de ciclos

de amplificacdo variou de 24 a 34, com intervalo de dois ciclos.

Figura 2: Cinética da reacdo de amplificagdo pelo primer bnlgl82, que variou entre 24 e 34 ciclos. Fig. 2A: Produtos das
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reacOes de amplificacdo do DNA da linhagem L3. Fig. 2B: Produtos das reacdes de amplificagcdo do DNA da linhagem

L1113-01. Fig. 2C: Produtos da reacéo de amplificagdo da Mistura 1:1 (15 ng do DNA L3 e 15 ng do DNA L1113-01). Fig.
2D: Produtos da reacéo de amplificagdo da Mistura 1:2 (10 ng do DNA L3 e 20 ng do DNA L1113-01). Fig. 2E: Produtos

dareacdo de amplificagdo daMistura2:1 (20 ng de DNA L3 e 10 ng de DNA L1113-01).




