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RESUMO- O uso de marcadores moleculares microssatélites requer extracéo e quantificagdo de DNA,
amplificagdo por PCR e comparagdo dos alelos em géis de acrilamida ou em sequenciador capilar.
Com o objetivo de comparar metodologias de genotipagem em relagdo a determinagéo de genotipos e
seus respectivos erros e cuidados para a validagdo do uso de marcadores SSR para sele¢do de
plantas de algodoeiro resistentes a doenga azul, as mesmas amostras foram genotipadas utilizando
geis de acrilamida corados com nitrato de prata, sequenciador ABI 3100 e o RT-PCR. Conforme
relatado na literatura, quando utilizado o marcador SSR DC20027 para identificar as plantas que
apresentam o gene de resisténcia para doenga azul, o marcador apresentou um alelo de 200pb em
plantas suscetiveis e 202pb em plantas resistentes e, consequentemente, pode-se utilizar esse dado
como guia para sele¢do assistida. Os resultados demonstraram diferencas significativas na
determinagdo do genotipo e entre 0s heterozigotos. Foi observado que a prata esta mais suscetivel a
apresentar erros de genotipagem de heterozigotos em relag@o as outras duas metodologias. O RT-
PCR é uma técnica com menor erro de genotipagem, porém, com maior custo que as demais.

Palavras-chave- Gossypium, marcadores microssatélites, sele¢éo assistida, sequenciador

INTRODUGAO

A utilizacdo de marcadores moleculares para sele¢do de plantas resistentes a algumas
doengas vem se viabilizando h& alguns anos com a identificacdo de marcadores moleculares
microssatélites ou SNPs ligados a genes de resisténcia a doenga azul (FANG et al., 2010), bacteriose
(XIAO et al., 2010) ou nematoides (WANG et al., 2006).

Ha dois motivos principais que torna mais factivel a utilizagdo de marcadores moleculares
ligados a resisténcia de plantas em relagdo a outros usos de utilizagdo de marcadores moleculares. O
primeiro € devido a resisténcia ser conferida por um pequeno numero de genes ou loci génicos —
quando comparado, por exemplo, a caracteristicas de fibra, controlada por um nimero maior de loci
génicos. Isto € importante para facilitar a utilizagao efetiva pelo resultado conferido pelo marcador pelo
programa de melhoramento, ja que os genes inferidos pela presenga do marcador tém um efeito

importante na resisténcia, enquanto que, caso fossem um nimero grande de genes, possivelmente
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cada um apresentasse um pequeno efeito. O segundo motivo que ressalta a importancia do uso de
selecdo assistida para resisténcia a doengas € a necessidade da presenca do patdgeno para

caracterizar a resisténcia da planta.
Biotecnologia

O melhoramento entdo depende da distribuicdo natural ou artificial da doenca, que pode ser
variavel ano a ano, dependente de indculo ou de clima, enquanto que a distribui¢do artificial pode ser
especialmente dificil no caso dos virus transmitidos por vetores. Com o uso do marcador, pode-se

inferir, mesmo se o patdgeno néo estiver presente, se a planta ou gendtipo € resistente ou suscetivel.

No caso da doenga azul, 0 uso dos marcadores moleculares SSR ou SNPs para selegao
assistida depende da efetiva correlagao entre a resisténcia apresentada pela planta e a presenga do
marcador a ser verificado, além da utilizacdo de metodologias eficientes e confiaveis no laboratdrio
(OLIVEIRA et. al., 2010). O uso de marcadores moleculares microssatélites requer extragdo e
quantificagdo de DNA, amplificacdo por PCR e comparacédo dos alelos em géis de acrilamida ou em

sequenciador capilar.

O Real Time PCR refere-se ao conjunto de tecnologias que utiliza sondas quimicas
fluorescentes para controlar o acumulo de produto de PCR em uma reagdo em tempo real, e ndo

apenas no fim do processo como acontece na PCR convencional (GLYNN et al., 2006).

Neste trabalho estdo descritos comparagdes destes métodos e cuidados para a validagéo do

uso de marcadores SSR para selegéo de plantas de algodoeiro resistentes a doenca azul.
METODOLOGIA

Onze plantas de algodoeiro de cinco diferentes variedades foram inoculadas com seis pulgdes
por planta, previamente alimentados em plantas com sintomas tipicos de doenga azul por 48 horas. A
extrago do DNA das plantas foi realizada conforme protocolo recomendado em

www.diversityarrays.com onde o tecido foliar foi colocado em microtubos de capacidade de 2,0 mL

contendo uma esfera de 3 mm de didmetro. Adicionou-se 1000 uL de tampdo de extracdo, pré-
aquecido a 65 9C, composto por 0,35M de Sorbitol, Tris HCI (pH 7,5), EDTA (pH 7,5), 2M de NaCl,
CTAB 2%, Sarcosyl 5%, PVP (2% v/v) e Bissulfito de Sédio (0,5% v/v). A suspenséo foi incubada em
banho-maria, a 65 °C por 60 minutos e emulsionada, por inversao do microtubo, 30 vezes, com 1000
ML de cloroférmio e alcool isoamilico (24:1). Posteriormente as amostras foram centrifugadas a 13200
rpm por 20 minutos. A fase aquosa foram adicionados 500 L de isopropanol gelado, invertendo-se por
aproximadamente 30 vezes até o &cido nucléico tornar-se visivel. As amostras foram levadas ao
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freezer -20°C por 2h e, posteriormente, centrifugadas a 13200 rpm por 30 minutos. O DNA precipitado
foi lavado trés vezes, sendo duas com &lcool 70% (v/v) e a ultima com alcool absoluto, e ressuspenso

em tampao T.E.
Biotecnologia

As amostras extraidas foram quantificadas por trés diferentes procedimentos que foram
comparados entre si. Para quantificagdo por Sybr Gold ou brometo de etideo, o0 DNA foi aplicado em
gel de agarose a 0,8% em tamp&o TBE (Tris-HCI 89 mM; EDTA 2 mM; acido bérico 89 mM), submetido
a eletroforese por 1h a 160 V, corado no caso do brometo e visualizado com transluminador de luz
ultravioleta, comparando as amostras com concentragdes conhecidas de DNA Lambda (50; 100; 200 e
300 ng). As mesmas amostras foram quantificadas com Sybr Gold utilizando a mesma técnica do
brometo. O terceiro método de quantificagéo foi realizado utilizando o Espectrofotémetro Nanovue Plus

da GE Healthcare pipetando 2 uL diretamente sobre a placa utilizada para medig&o.

As amostras quantificadas foram diluidas para 5ng de DNA e genotipadas com o primer
DC20027 (FANG et al., 2010), que amplifica um marcador microssatélite ligado ao gene que confere
resisténcia a doencga azul. Como controles para os alelos ligados ao marcador ligado ao gene de
resisténcia utilizou-se as variedades Delta Opal, enquanto que a variedade FM966 serviu como
controle onde o gene de resisténcia ndo esta presente, utilizando as metodologias de gel de acrilamida

corado com nitrato de prata ou sequenciador ABI 3100.

A reagéo para coloragé@o com nitrato de prata foi realizada para volume final de 15 L, contendo
Tampéo1X, 3,5mM MgCly, 0,6 uM de cada Primer (forward e reverse), 0,2mM dNTP, 1U TAQ e 15 ng
de DNA. Esta reacéo foi submetida ao programa de ciclagem com denaturagéo inicial a 95 °C por 3
minutos; seguido de 35 ciclos contendo uma etapa de denaturacdo a 94 OC por 45s; uma de
anelamento a 55°C por 45s e uma de extensao a 72 °C por 1 minuto. E por fim, 72 °C por 10 minutos
de extenséo final. Foi aplicado 5 pL do produto de PCR com 2 L do tampao de carregamento (azul de
bromofenol e xileno cyanol) e os fragmentos do DNA produzidos foram separados em de gel de

poliacrilamida 6% e corados com nitrato de prata (CRESTE, 2001).

A PCR para o sequenciador foi conduzida em sistema usando o Kit PCR Multiplex (Qiagen).
Esta reacéo foi realizada para volume final de 5 pL, contendo 10 ng de DNA, 2,5 L de 2x Qiagen
multiplex PCR Master mix (HotStarTaq DNA Polymerase, PCR amplification buffer, 3mM de MgCly), 0,5
de Q-solution, 0,24uM de cada par de primer (forward e reverse) e agua livre de RNAase. A

programacao da PCR em termociclador seguindo as etapas: denaturagao inicial a 95°C por 15 minutos;
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seguido de 34 ciclos e cada consistindo de uma etapa de denaturacdo a 95 °C por 1 minuto; uma de
anelamento a 55 °C por 1,5 minuto e uma de extensao a 72 °C por 1 minuto. E por fim, 60 °C por 30

minutos de extensao final.
Biotecnologia

Em seguida foi preparado um mix contendo 0,5 UL desta diluigéo, 0,08uL de Rox 500
GeneScan e formamida a 94,2%. Este foi denaturado a 95°C por 5 minutos e submetido a eletroforese
de capilar em sequenciador automatico ABI 3100. O tamanho dos fragmentos amplificados em pares

de bases foi estimado usando o programa Genemapper verséo 3.5.

O SNP NG0204310 foi revelado em reagdo com 20 uL para o Real Time contendo
TagMan Genotyping Master Mix, Primer e sonda NG0204310 (Applied Biosystems) e 10ng de DNA. As
condigdes de amplificagdo foram: 50 °C 2 min, 95 %C 10 min, com 40 ciclos de 92 %C 15 s e 60 °C 1
min, usando o equipamento ABI 7300 Real-Time PCR System e os alelos genotipados com software
SDS 1.1 (Applied Biosystems).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A quantificacdo de DNA com brometo de etidio ou Sybr Gold foi comparada em 18 amostras
para as mesmas quantidades de DNA de algoddo. Verificou-se que quantidades menores de 30ng
foram reveladas por Sybr Gold (Figura 1) e que as mesmas quantidades nao foram reveladas pelo
brometo de etidio. Assim, a comparagao para quantificacdo de DNA mostrou o Sybr Gold mais sensivel
que o brometo de etidio para detecgdo de baixo nivel de DNA, com maior robustez por incluir a
possibilidade de uso de pequenas quantidades de DNA, de até cerca de 30 ng. As duas quantificacdes
foram realizadas por estimativa ao comparar com concentragdes conhecidas de Lambda DNA, e nao
se diferenciaram entre si para quantidades maiores que 50 ng. Ao usar o Nanovue obteve uma
quantificagéo rapida e precisa da concentragdo das amostras utilizando menor volume de amostra e
com possibilidade de recuperacdo da mesma utilizando uma pipeta o que proporciona uma maior

facilidade de manuseio de amostras.

Todas as onze plantas que apresentaram sintomas de doenga azul quando inoculadas com
pulgdo vetor apresentaram o alelo de 200pb ndo ligado ao gene de resisténcia quando genotipadas
com o marcador SSR DC20027 com gel de acrilamida e coloragdo com nitrato de prata. A genotipagem
das plantas foi compativel com o comportamento apresentado pelas linhagens as quais pertenciam

estas plantas no campo quanto a resisténcia a doenga azul.
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A comparagdo da genotipagem pelo marcador DC20027 pelo gel de acrilamida ou
sequenciador capilar foram feitas em 74 plantas do programa de melhoramento. Os resultados foram

identicos para 72 das 74 plantas. Duas das plantas apresentaram-se como possiveis heterozigotas nos
Biotecnologia

géis de acrilamida, em um perfil que gerava duvida devido ao fato de uma das bandas
apresentar intensidade maior que a outra, 0 que ndo deveria ocorrer no caso de heterozigotos. A
genotipagem no sequenciador mostrou claramente que ndo se tratavam de heterozigotos, e sim
sombreamento no gel. A homozigizidade das amostras foi confirmada pelos SNPs revelados com

sondas no termociclador em tempo real.

No uso em rotina, ndo existe a necessidade da confirmacdo dos resultados em diferentes

metodologias, utilizadas apenas para validagéo inicial.
CONCLUSAO

O Espectrofotdmetro Nanovue possui uma técnica mais répida e precisa para quantificagéo de
DNA, pois mesmo o Sybr Gold sendo mais sensivel que o brometo ambas sdo realizadas por
estimativa. O RT-PCR é uma técnica com menor erro de genotipagem, porém, com maior custo que as

demais.

Observou que o uso de controles com mesmos alelos para verificar o perfil do pico no
sequenciador diminui os erros, porém, na prata ha uma maior probabilidade de erros porque mesmo
usando o controle isso ndo impede a formagdo de sombra nas amostras ocasionando os falsos

heterozigotos.
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