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INTRODUCAO

“High Resolution Melting” (HRM) é uma técnica baseada na andlise de dissociacdo do DNA, que permite
detectar diferentes tipos de polimorfismos, como inser¢des, dele¢fes e polimorfismo de uma Unica base
(SNP), além de variacBes epigenéticas. E uma metodologia vantajosa, pois é rapida e ndo requer o uso
de sondas que encarecem o processo. Para sua realizacdo, exige o uso de equipamento de PCR em
tempo real com a opg¢éo fast e corantes fluorescentes saturantes que permitem a detec¢éo da variacao de
até um unico nucleotideo (1). O gene da Calmodulina2 (CALM2) pertence a familia das calmodulinas e
apresenta funcdo na ligagdo de canais de célcio, desempenhando um papel importante nas vias de
sinalizagéo, proliferacéo e progressao do ciclo celular (2). Em muitas espécies, o gene da Calmodulina é
estudado devido a sua importéncia como regulador na concentracdo de célcio intracelular em processos
bioldgicos vitais (4). Desta maneira, o presente trabalho teve como objetivo padronizar a técnica HRM
para deteccdo de um polimorfismo no gene da calmodulina2 em galinhas.

MATERIAL E METODOS

Para a padronizagdo da técnica, foram utilizadas aves da populagdo F2 (TCTC) da Embrapa Suinos e
Aves, cujo DNA ja havia sido previamente sequenciado em equipamento ABI 3130 (Applied Biosystems).
Primeiramente, os primers para a regido de interesse no gene da Calmodulina2 (NC_006090.3) contendo
0 SNP240.C>T foram desenhados utilizando o software primer-blast (6) e avaliados quanto a qualidade
utilizando o software Netprimer (3), produzindo um fragmento de 177 pares de bases. Em seguida, foi
realizada uma reagcdo de PCR em tempo real (QPCR) em equipamento QuantStudio6 (Applied
Biosystems) com volume final de 20 ulL, contendo o reagente MeltDoctor HRM Master Mix (Applied
Biosystems) na concentragédo de 1X, 0,3 uM de cada primer F (5-AAAGCGAGATGCTGACCCTA-3) e R
(5-CAGGTATGGCCACAAACAAG-3’) e 25 ng de DNA por amostra. Para esse primeiro teste, 13
amostras com genotipo conhecido foram utilizadas, sendo que uma amostra de cada gendtipo CC, CT e
TT foram usadas como controle. Para validar a genotipagem, 39 amostras, além dos trés controles
previamente genotipados, foram submetidas a uma segunda reagdo de gqPCR utilizando os mesmos
parametros descritos acima. A fim de otimizar a quantidade de reagentes, foi realizado um terceiro teste
com volume final de 15 uL, com nove amostras e trés controles previamente genotipados e mantendo as
concentragfes utilizadas anteriormente. Para isso, os volumes dos reagentes foram ajustados para
manter as concentracdes. Para todos os testes, a reagdo de amplificacdo foi efetuada utilizando-se um
ciclo de 95°C por dez minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturacdo de 95°C por 15 segundos e
anelamento e extensdo de 60°C por um minuto. Ao final da ciclagem, foi realizada a etapa de obtenc¢&o da
curva de melting em que as temperaturas variaram de 95°C por 10 segundos e 60°C por um minuto, com
incremento de rampa a 1,6°C/segundo. Para a obtencdo dos genétipos, foi realizada a analise de
discriminacéo alélica e a avaliacdo da presenc¢a de todos os trés gendtipos, além da comparagdo dos
genotipos obtidos pela técnica de HRM e pela técnica de sequenciamento de DNA.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A andlise de discriminagdo alélica utilizando a obtencdo das curvas de melting foi introduzida em 1997 e
desde entdo tem sido uma alternativa na deteccdo de polimorfismos (5), ndo requerendo a utilizagdo de
sondas ou de processamento p6s-PCR, como ocorre na técnica de PCR-RFLP. Desta maneira, torna-se
uma técnica pratica e viavel para a genotipagem de grandes populacdes de animais. Neste estudo, foi
possivel observar a amplificacdo das amostras entre os ciclos de amplificagédo (CTs) 15 a 22, assim como,
apenas um pico na curva de dissociagdo, indicando a especificidade do par de primers utilizado (Figura
1). No primeiro teste, utilizando as recomendag8es do fabricante com 20 uL de volume final, foi possivel
discriminar os trés genotipos, ocorrendo a concordancia genotipica com as amostras sequenciadas
previamente. Analisando as outras 39 amostras, os trés gendtipos foram observados, havendo
concordancia em 100% das amostras com os genétipos obtidos no sequenciamento. Por fim, no terceiro
teste, em que a reacdo final foi otimizada para 15 ulL, as nove amostras analisadas tiveram seus
genotipos corretamente discriminados (Figura 2), sendo possivel utilizar um volume menor que o
recomendado pelo fabricante, economizando os reagentes em cada reacado e reduzindo os custos por
genotipagem, permitindo sua utilizacdo em um maior namero de animais. Além da alta especificidade,
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esse método de genotipagem também é mais rapido que outros como PCR-RFLP, tagman, ou

sequenciamento de DNA.
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CONCLUSAO
Foi possivel efetuar a discriminacdo dos trés gendtipos possiveis do SNP240.C>T do gene da
Calmodulina2 utilizando a técnica de High Resolution Melting. Dessa forma, este ensaio esta validado

para genotipagem desse gene em galinhas.
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Figura 1. Curva de amplificacdo das amostras (A) e curva de melting para visualizagcdo da especificidade do fragmento

do gene da calmodulina2 amplificado (B).
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Figura 2. Visualizagéo da discriminagdo alélica utilizando a andlise de curva de melting alinhada (A) e do grafico de

diferenciacéo dos gendtipos (B).
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