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O objetivo deste trabalho foi a reamplificacdo e visualizagdo em gel de agarose e de

poliacrilamida denaturante de dois fragmentos do cDNA da sintase do fator de
lacrimejacao (SFL), amplificados por PCR em 15 gendtipos de cebola e um de Allium
tuberosum Rottl. Ex Spreng, para analisar-se a reprodutibilidade dos mesmos. As bandas
dos fragmentos de 330 e 260 pb, excisadas do gel de poliacrilamida, foram re-
amplificadas e visualizadas com sucesso em gel de agarose 1,5% e poliacrilamida, néo
sendo observadas contaminagdes entre as bandas. As bandas do fragmento de 330 pb
foram novamente amplificadas em todos os gendtipos, exceto A. tuberosum, enquanto a
reamplificagdo do fragmento de 260 bp resultou em dois fragmentos, sendo um de 330 e
outro de 260 pb, reproduzindo o resultado da amplificagao. Estes resultados indicam que
o fragmento inesperado visualizado, excisado do gel de poliacrilamida, re-amplificado, re-
visualizado em gel de agarose e poliacrilamida denaturante ndo é um artefato, mas
resultado de amplificagao diferenciada na regiao alvo do cDNA da SFL. A reamplificagédo
dos fragmentos de 330 e 260 pb a partir do fragmento excisado de 260 pb permanece,
contudo, sem explicacdo, sendo que outros estudos sdo necessarios para elucidar a
natureza do fragmento de 260 pb. ‘Screening’ via PCR dentro das familias de meio-irmas
(FMI) das plantas deste estudo sdo também necessarios para observar-se a consisténcia
genética da amplificagcao do fragmento de 260 pb numa dada FMI.

Palavras-chaves: Allium cepa, genoétipos e acido piruvico.

ABSTRACT- Re-amplification of cDNA fragment of the lachrymatory gene of onion
amplified via PCR and excised from polyacrylamide gel.

The goal of this study was to re-amplify and to visualize in agarose and denaturing
polyacrylamide gels two fragments of the lachrymatory factor synthase (SFL) cDNA,
amplified by PCR from 15 onion genotypes and one of Allium tuberosum, in order to
analyze its reproducibility. The fragment bands of 330 and 260 bp excised from
polyacrylamide gel were successfully re-amplified and re-visualized in 1,5% agarose and
5.7% polyacrylamide gels. It was not observed any contamination among the fragments
bands. All 330 bp fragments were re-amplified in all genotypes, except in A. tuberosum.

Re-amplification of the 260 bp fragment resulted again in two fragment, one of 330 and
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other of 260 bp, reproducing the same result of the primary amplification. These results
suggest that the unexpected fragment visualized and excised from polyacrylamide gel and
re-amplified and re-visualized in agarose and denaturing polyacrylamide gels was not an
artifact, but a result of a different amplification in the targeted region of the SFL cDNA.
However, a deep genetic explanation for this phenomenon remains open, being necessary
other studies to elucidate the nature of the 260 bp fragment. Screening via PCR within
families of half sib (FHS) are also necessary to investigate the genetic consistency of the
amplification of the 260 bp fragment in a given FHS.
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INTRODUGCAO

A lacrimejagdo ndo é um subproduto da reagcédo da aliinase, conforme assumido
anteriormente, sendo a sintase do fator de lacrimejacéo (SFL) a responsavel por uma das
caracteristicas mais indesejaveis da cebola: a lacrimejagao (Imai et al., 2002). Estes
resultados abriram a possibilidade para o desenvolvimento de populagdes de cebola sem
lacrimejacdo, mantendo-se os compostos responsaveis pela pugéncia, desde que sejam
facilmente identificadas, via rea¢cdes de PCR de sequéncia do gene da SFL, em plantas
com a sequéncia inativa para a lacrimejagao.

Amplificacdo via PCR de parte do cDNA do SFL em 14 gendtipos de cebola
resultou na amplificacdo e visualizacdo de dois fragmentos em gel de poliacrilamida
denaturante, corado com nitrato de prata: um esperado de, aproximadamente, 330 pares
de bases (pb) e outro inesperado de, aproximadamente, 260 pb (Lima et al., submetido,
2007).

Este trabalho teve como objetivo reamplificar e visualizar em gel de agarose dois
fragmentos do gene da SFL, amplificados por PCR e excisados de gel de poliacrilamida
denaturante para analisar a reprodutibilidade dos fragmentos, especialmente, os de 260
pb, para possibilitar novas investigagcdes que resultem na utilizacdo dos fragmentos para o
desenvolvimento de populacdes de cebola sem o fator de lacrimejagao.

MATERIAL E METODOS

DNA gendmico total foi extraido de 15 gendtipos de cebola (Fig.1) e um de Allium
tuberosum segundo o protocolo CTAB 2x. As reagdes e o programa de PCR, para
amplificacdo de parte da SFL, foram realizados para um volume final de 25 uL, segundo
procedimentos descritos por Santos et al. (2006).

Os produtos das reagdes de PCR foram submetidos a eletroforese vertical em gel
de poliacrilamida 5,7% (16 mL de tampdo TBE, 36 g de uréia, 12 mL de 40%
acrilamida/bis (19:1), 410 uL de APS 10% e 40 uL de Temed, ajustado para volume final
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de 80 mL). As bandas no gel de poliacrilamida denaturante foram visualizadas em nitrato
de prata, segundo protocolo de Creste at al. (2001).

As bandas foram excisadas do gel seco de poliacrilamida com uma lamina de
bisturi, segundo protocolo descrito por Santos e Simon (2002). As re-amplificacées das
bandas excisadas foram visualizadas em gel de agarose comum a 1,5 % e em gel de
poliacrilamida denaturante, adotando-se os mesmos protocolos para a amplificagao.
RESULTADOS E DISCUSSAO

A reacdo de PCR de parte do fragmento de SFL resultou na amplificagdo e
visualizagcdo de duas bandas no gel de poliacrilamida, sendo uma de, aproximadamente,
330 pb, e outra de, aproximadamente, 260 pb (Fig.1A). As bandas dos fragmentos de 330
e 260 pb, excisadas do gel de poliacrilamida (Fig. 1B), foram re-amplificadas e
visualizadas com sucesso em gel de agarose 1,5% (Fig. 2).

As bandas do fragmento de 330 pb foram novamente amplificadas em todos os
gendtipos, exceto A. tuberosum (Fig. 3A), enquanto a reamplificagdo do fragmento de 260
bp resultou em dois fragmentos, sendo um de 330 e outro de 260 pb (Fig. 3B),
reproduzindo o resultado da amplificagdo (Fig. 1A). Estes resultados indicam que o
fragmento inesperado visualizado e excisado em gel de poliacrilamida, re-amplificado e
visualizado em gel de agarose e de poliacrilamida denaturante ndo € um artefato, mas um
resultado de amplificacdo diferenciada na regido alvo do gene da SFL. DNA denaturado
migra através do gel de poliacrilamida a uma taxa constante que quase independe da
composi¢ao de bases e sequéncia (Sambrook e Russell,2001).

Estudos de sequenciamento, bem como de nivel de expressdo do RNA do SFL,
entre outros, sdo necessarios para elucidar a natureza do fragmento de 260 pb excisado e
re-amplificado em géis de agarose e poliacrilamida. ‘Screening’ via PCR sera realizado
dentro das familias de meio-irmés (FMI) das plantas selecionadas para baixo teor de
acido piruvico neste estudo, visando observar-se a consisténcia genética da amplificagcao
do fragmento de 260 pb numa dada FMI.
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Figura 1. Painel A: Gel de poliacrilamida 5.7% com fragmentos do fator de lacrimegacéo de 15
gendtipos de cebola e um de Allium tuberosum. Painel B: fragmentos excisados do gel de

poliacrilamida. A primeira coluna do lado esquerdo é o padrdo de 50 pb da Fermentas. Petrolina,
PE, 2007(AP= acido piravico).
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Figura 2. Visualizagcao de fragmentos em gel agarose 1,5% de parte do cDNA da lacrimejacéo
excisado de poliacrilamida denaturante 5.7% de 15 gendtipos de cebola e um de Allium
tuberosum. A primeira coluna do lado esquerdo é o padrédo de 50 pb da Fermentas. Petrolina, PE,
2007 (AP= acido piruvico).
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Figura 3. Visualizagdo de fragmentos em gel poliacrilamida denaturante de parte do cDNA da
lacrimejacédo excisado de poliacrilamida denaturante 5.7% de 15 gendtipos de cebola e um de
Allium tuberosum. A primeira coluna do lado esquerdo é o padrdao de 50 pb da Fermentas.
Petrolina, PE, 2007(AP= acido piravico).
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