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RESUMO

Introdugao: Dentre os marcadores de DNA baseados em PCR para estudos de
diversidade, destaca-se o ISSR (Inter Simple Sequences Repeats), o qual apresenta
vantagens como baixo custo relativo, alta reprodutibilidade e dispensa quanto aos
conhecimentos prévios dos genomas. Objetivo: O objetivo deste trabalho foi identificar
as temperaturas de anelamento capazes de maximizar polimorfismos entre acessos de
milho crioulo, dos quais foram prospectados no Norte de Minas Gerais. Material e
Métodos: As extracoes de DNA seguiram um protocolo CTAB adaptado, utilizando-se
folhas maduras de milhos crioulos. Para otimiza¢do das amplificacdes com primers
ISSR (Colecao UCB, Canada), foram realizados testes de gradientes de
temperaturas de anelamentos em termociclador configurado para o espectro de 45°C a
65°C, gerando 12 temperaturas dentro deste intervalo. Resultados: As reagdes seguiram a
seguinte programag¢ao: uma fase inicial de desnaturaciao a 94°C por 5 min; seguida por 35
ciclos de [desnaturagdo (94°C por 1 min), anelamento (45°C a 65°C por 1 min) e
extensdo (72°C por 2 minutos)]; e uma fase de extensdo final de 72°C por 7 min /
conservagao a 4°C. Utilizou-se DNA's de dois individuos escolhidos em uma cole¢do de
44 acessos, variando-os a cada teste. Na placa de PCR (96 pogos), testou-se quatro primers
por reacdo, tendo as linhas como variantes de gendtipos e primers; € colunas quanto as
diferentes temperaturas. Durante a execu¢do do estudo, foram testados 56 primers ISSR,
sendo que 34 deles caracterizam-se como sendo amplamente polimorficos, sob
temperaturas de anelamento especificas identificadas nos gradientes: primers UCB 812
e 836 (45°C); 820, 829, 842, 850, 856 ¢ 876 (46°C); 827 e 847 (47°C); 808, 827 ¢ 828
(48°C); 825 e 848 (49°C); 807 (51°C); 849, 866 e 889 (52°C); 830 e 887 (54°C); 867
(55°C); 816, 823, 880 ¢ 888 (56°C); 855 (57°C); 818 ¢ 884 (58°C); 858 (59°C); 865 e
886 (60°C); 864 (62°C). Conclusao: A identificacio prévia das temperaturas de
anelamentos (PCR) que otimizem polimorfismos em uma populacdo sob estudo,
mostra-se como uma etapa imprescindivel na otimizagdo de tempo e insumos de
Biologia Molecular.
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1 INTRODUCAO

Dentre os marcadores de DNA mais usados em estudos de diversidade e baseados
em PCR, destaca-se o ISSR (Inter Simple Sequence Repeats), o qual apresenta vantagens de
facilidade na obten¢do de dados, custo relativamente reduzido e aplicabilidade imediata a
qualquer tipo de organismo, sem a necessidade de conhecimento prévio do seu genoma
(NYBOM, 2004). Somado a isso, a técnica de ISSR também possui elevado grau de
reprodutibilidade, resultante do comprimento dos primers empregados (16 a 25 pb) e de
condigdes de anelamento mais estrigentes (com temperaturas de anelamento entre 45°C e 65
°C (BOREM; CAIXETA, 2009; TURCHETTO-ZOLET et al., 2018).

Para um bom funcionamento e confiabilidade dos marcadores que utilizam o PCR,
ha necessidade de uma prévia padronizacido das condigdes da reagdo, para que nao sejam
produzidas amplificag¢des indefinidas e inespecificas. (HYNDMAN; MITSUHASHI, 2003).
Por conseguinte, diversos reagentes e etapas t€ém que ser padronizados para obten¢do de
resultados satisfatorios nas reagdes como, por exemplo, a adequada concentragdo de Mg?,
o desenho dos iniciadores, as condi¢des dos ciclos, sendo a temperatura de anelamento (Ta)
um dos componentes que requer maior atengdo no ajuste (ROUX, 1995).

Neste contexto, se a Ta for muito alta, os iniciadores anelam-se de maneira deficiente,
resultando em baixa produgdo de DNA amplificado. Contudo, se a Ta for muito baixa, pode
ocorrer anelamento inespecifico dos iniciadores, ocasionando a amplificacdo de segmentos
de DNA indesejaveis. (ROUX, 1995; HYNDMAN; MITSUHASHI, 2003). O objetivo deste
trabalho foi identificar as temperaturas de anelamento capazes de maximizar polimorfismos
entre acessos de milho crioulo, dos quais foram prospectados no Norte de Minas Gerais.

2 MATERIAIS E METODOS

Foram realizados testes de gradientes de temperaturas de anelamento, por meio de
termocicladores com este recurso (Equipamentos da marca Eppendorf, modelo Nexus
Gradient). As maquinas foram configuradas para o espectro de 45°C a 65°C, sendo utilizados
os DNA's de 02 (dois) individuos aleatorios da populagdo. Amostras de tecidos foliares de
44 variedades crioulas de milho prospectadas no Norte de Minas Gerais foram armazenadas
em ultrafreezer (-75°C). Os testes envolveram extragdes de DNA por um método adaptado
de Doyle e Doyle (1990) (CTAB), visando amplificacdes via PCR (Polymerase Chain
Reaction) (Quadro 1). Foram testados 56 primers ISSR (Inter Simple Sequences Repeats),
de escolhas randomizadas, oriundos da cole¢do UCB (University of British Columbia,
Canada). As reacdes foram programadas em uma fase inicial de desnaturagio a 94°C por 5
min; seguida por 35 ciclos de [desnaturagdo (94°C / 1 min), anelamento (45°C a 65°C / 1
min) e extensdo (72°C/2 minutos)]; além de uma fase de extensdo final de 72°C por 7 min.
Logo apos essas ciclagens, o aparelho conservou as reagdes a 4°C, até a retirada das
amostras. Os produtos resultantes das amplificagdes foram separados por eletroforese
horizontal com géis de agarose 1,5% (m/v), imersos em tampao TBE (Tris-Borato 90 mM,
EDTA 1 mM). No momento da aplicagdo, foram adicionados, & cada amostra, 3 uL do
corante tipo IV [0,125% (m/v) de azul-de-bromofenol e 10% (m/v) de sacarose] e 5 uL de
GelRed™ (SAMBROOK et al., 1989). Os géis foram submetidos a uma carga de 120 V, por
3 h. Findadas as eletroforeses, os géis foram analisados por meio de um sistema de
fotodocumentagao (Loccus Biotecnologia, modelo L-PIX Sti).
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Quadro 1 - Condi¢des de amplificacdo via PCR (Polymerase Chain Reaction) para primers
ISSR, envolvendo genétipos de milhos crioulos. Fonte: Adaptado de Doyle e Doyle 1990.

Reagentes Concentracao de Concentracao Volumes por
Trabalho Final Reacao
H;O ultrapura - - 12,4 ul.
MgCly 20,0 mM 2,8 Mm 3,5ul
Tris / KCl pH 8,3 100 mM / 500 mM 10 mM / 50 mM 2,5ul
dNTP (A, T, C, G) 2,5 mM (cada) 0,1 mM (cada) 1,0 uL
Primer ISSR 4,0 uM 0,4 uM 2,5ul
Taq polimerase 1,0 un/ulL 1,0 um 0,1 uL
DNA 10 ng/uL 30 ng 3,0ul
Total 25,0 u

Todos os procedimentos de manutencdo de variedades de milho e analises
moleculares foram realizados nas dependéncias do Laboratério de Biotecnologia, localizado
no Centro de Pesquisas em Ciéncias Agrarias - CPCA, Campus Regional Montes Claros da
Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap6s as extragdes de DNA, procedeu-se os testes para averiguagao das concentragoes
das amostras por espectrofotometria (Quadro 2), o que apontou as dilui¢cdes para a o preparo
dos mix na PCR. Em carater complementar foi realizada uma corrida eletroforética para
averiguacdo da qualidade do DNA Total extraido (Figura 1). Averiguou-se a inexisténcia de
arrastes, bem como notoria nitidez (espessura) das bandas, as quais estdo compativeis com
os dados da espectrofotometria (concentracdes).

Foram conduzidos ensaios de gradientes de temperaturas de anelamento, como forma
de averiguar as capacidades de amplificacdes com os diferentes primers ISSR disponiveis.
As temperaturas do gradiente foram intervaladas entre 45°C e 65°C, conforme recurso de
randomizag¢do proprio aparelho termociclador. O arranjo para o preparo das placas de PCR
possibilitou testar quatro primers ISSR simultaneamente, conforme esquema apresentado na
Figura 2. Uma exemplificagdo pratica de andlise eletroforética nos testes de gradiente esta
destacada na Figura 3.

Durante a execucdo das andlises moleculares, foram testados 56 primers ISSR, dos
quais 34 apresentaram polimorfismos sob as temperaturas de anelamento especificas
identificadas nesse procedimento (Quadro 3). Os marcadores moleculares tém sido
utilizados para estabelecer grau de parentesco entre linhagens endogamicas e para a predigao
de comportamento hibrido (BOREM; MIRANDA, 2009; CRUZ et al., 2011). Outros estudos
tém sido realizados também para investigar a relagdo entre a diversidade genética em relacao
as regioes de origem, para fins de conhecimento de similaridade entre materiais adaptados a
diferentes condi¢des ambientais (XIA et al., 2005). Silva et al. (2009), estudando 25
genotipos pela técnica microssatélite, identificaram quatro acessos mais distantes dos demais
individuos e, com isso, foi possivel sugerir o cruzamento direcionados, para aproveitamento
de efeito heterdtico. Em milho comum, cujos programas de melhoramento receberam maior
atencdo por parte dos pesquisadores, autores demosntraram a eficiéncia na quantificacdo da
diversidade genética e identifica¢do de
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grupos heterdticos (CARVALHO et al., 2002; REIF ef al., 2003; VIGOUROX et al., 2005;
BARATA; CARENA, 2006).

Quadro 2 - Resultados da quantificagdo por espectrofotometria (TECAN) de DNA's
extraidos de acessos de milhos crioulos, prospectados no Norte de Minas Gerais. Fonte: Do

autor.
Referéncia Nome do acesso Conc. Inicial Volume de Volume de
laboratorial DNA (ng/uL) | DNA (uL)* TE (uL)*

1 Milho Branco 58,1 52 248
2 Colorido Vinhedo 40,6 74 226
3 Cateto 1223 15 285
4 Milho Preto 18,9 159 141
5 Almenara 1 199.4 25 275
6 Almenara 2 171,2 18 282
7 Capitao Enéas 1 55,2 55 245
8 Capitdo Enéas 2 41,7 72 228
9 Janauba 1 50,1 60 240
10 Janatba 2 27,3 110 190
11 Janauba 3 48,2 63 237
12 Montes Claros 1 37,7 80 220
13 Montes Claros 2 43,2 70 230
14 Montes Claros 3 63,5 48 252
15 Montes Claros 4 21,2 142 158
16 Sdo Jodo do Paraiso 1 50,0 60 240
17 Sado Jodo do Paraiso 2 46,4 64 236
18 Sao Jodo do Paraiso 3 39,4 77 223
19 Sao Jodo do Paraiso 4 36,1 84 216
20 Sao Jodo do Paraiso 5 4477 68 232
21 Rio Pardo de Minas 1 166,3 19 281
22 Rio Pardo de Minas 2 83,3 37 263
23 Taiobeiras 1 107,8 28 272
24 Taiobeiras 2 80,4 38 262
25 Asteca 153,8 20 280
26 Branco da Barra 70,8 43 257
27 Sabuco Fino 76,9 40 260
28 Francés Colorido Branco 48,8 62 238
29 Mexicano 98,3 31 269
30 Vinhedo 88,4 34 266
31 Pipoqueiro Espinhudo 61,3 49 251
32 Milho Coruja 44,0 69 231
33 Janatba 6 50,4 60 240
34 Janatba 7 77,7 39 241
35 Janauba 8 76,2 40 260
36 Montes Claros 5 23,5 128 172
37 Montes Claros 6 1349 23 277
38 Montes Claros 7 37,2 81 219
39 Sao Jodo do Paraiso 6 33,2 91 209
40 Sdo Jodo do Paraiso 7 72,0 42 258

TE (Tris-HC1 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0); *Volumes em diluigdes compativeis a concentragdo de 10 ng/ul

de DNA.
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Quadro 2- Continuacao.

41 Sdo Jodo do Paraiso 8 125,5 24 276

42 Rio Pardo de Minas 3 48,9 62 238

43 Rio Pardo de Minas 4 90,9 34 266

44 Taiobeiras 3 58,9 51 249
TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0); *Volumes em dilui¢des compativeis a concentragio de 10 ng/uL
de DNA.

Figura 1 - Teste de qualidade da extragdo de DNA total envolvendo 44 acessos de milhos crioulos, prospectados
no Norte de Minas Gerais. Cada uma das amostras (canaletas no gel) continham 10 uL de DNA total, 4 uL de
GelRed™ e 3 uL de corante tipo IV, submetidas a uma eletroforese em gel de agarose 1,2% (m/v), durante 4
h. Fonte: Do autor.

|

Sle@Glel e Slela sie e ISlEl
sleloleleisloiololelelell]
slololeleislelvololeieolnl
QOO0 00OOOOOO|J
QOO0 O00CO }
[olelololeleolee]eI0le,
(IO I CHCI I }
[COO00O0O0COOOO0O

l = Vde l

Figura 2 - Interface fornecida pelo aparelho termociclador (Gradient), evidenciando a programacao do intervalo
em gradiente, quanto as temperaturas de anelamento nas placas de PCR (45°C a 65°C). Fonte: Do autor.
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Figura 3 - Exemplificagdo de corrida eletroforética para testes de gradiente de temperatura de anelamento,
envolvendo primers ISSR (45°C a 65°C) e DNA de variedades de milho crioulo. A e B referem-se a gendtipos
aleatoriamente escolhidos da colegdo resgatada. Fonte: Do autor.
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Quadro 3 - Resultados dos testes de gradiente de temperaturas de anelamento, envolvendo
DNA gendmico de acessos de milhos crioulos, resgatados no ambito deste trabalho. Fonte:

Do autor.

Codigo do primer (Sequéncia 5' — 3') Temperatura de anelamento
ISSR 807 (AGA GAG AGA GAG AGA GT) 51°C
ISSR 808 (AGA GAG AGA GAG AGA GO) 48°C
ISSR 812 (GAG AGA GAG AGA GAG AA) 45°C
ISSR 818 (CAC ACA CAC ACA CAC AG) 58°C

ISSR 820 (GTG TGT GTG TGT GTG TC) 46°C

ISSR 823 (TCT CTC TCT CTC TCT CC) 56°C

ISSR 827 (ACA CAC ACA CAC ACA CQG) 47°C

ISSR 830 (TGT GTG TGT GTG TGT GG) 54°C
ISSR 842 (GAG AGA GAG AGA GAG AYG) 46°C
ISSR 848 (CAC ACA CAC ACA CAC ARG) 49°C
ISSR 850 (GTG TGT GTG TGT GTG TYC) 46°C
ISSR 856 (ACA CAC ACA CAC ACA CYA) 46°C
ISSR 858 (TGT GTG TGT GTG TGT GRT) 59°C
ISSR 867 (GGC GGC GGC GGC GGC GGO) 55°C
ISSR 876 (GAT AGA TAG ACA GACA) 46°C
ISSR 884 (HBH AGA GAG AGA GAG AQG) 58°C
ISSR 886 (VDV CTC TCT CTC TCT CT) 60°C
ISSR 888 (BDB CAC ACA CAC ACA CA) 56°C
ISSR 828 (TGT GTG TGT GTG TGT GA) 48°C
ISSR 829 (TGT GTG TGT GTG TGT GC) 46°C
ISSR 849 (GTG TGT GTG TGT GTG TYA) 52°C
ISSR 866 (CTC CTC CTC CTC CTC CTC) 52°C
ISSR 810 (GAG AGA GAG AGA GAG AT) 48°C
ISSR 816 (CAC ACA CAC ACA CAC AT) 56°C
ISSR 825 (ACA CAC ACA CAC ACA CT) 49°C
ISSR 836 (AGA GAG AGA GAG AGA GYA) 45°C
ISSR 847 (CAC ACA CAC ACA CAC ARCQ) 47°C
ISSR 855 (ACA CAC ACA CAC ACA CYT) 57°C
ISSR 864 (ATG ATG ATG ATG ATG ATG) 62°C
ISSR 865 (CCG CCG CCG CCG CCG CCG) 60°C
ISSR 880 (GGA GAG GAG AGG AGA) 56°C
ISSR 887 (DVD TCT CTC TCT CTC TC) 54°C
ISSR 889 (DBD ACA CAC ACA CAC AC) 52°C
ISSR 890 (VHV GTG TGT GTG TGT GT) 46°C

N=(A,GCT;R=A,G;Y=(C,T);B=(C,G,T)(I.e.not A); D=(A, G, T) (I.e.not C); H=(A, C, T)
(I.e.not G); V= (A, C, G) (I. e. not T).

4 CONCLUSAO

Os testes de gradiente de temperaturas de anelamentos, executados de forma prévia
as investigacoes sobre a diversidade de acessos milhos crioulos prospectados no Norte de
Minas Gerais, foi eficiente na selecdo de primers ISSR amplificdveis e polimoérficos. Esse
procedimento otimiza recursos e esforgos nas tarefas de amplificagdo populacional.
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