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RESUMO

MARTINS, Francielle Alline, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro
de 2006. Genotipagem de endosperma como estratégia auxiliar no
mapeamento e deteccdo de QTLSs em populacdes exogéamicas.
Orientador: Pedro Crescéncio Souza Carneiro. Co-Orientadores: Claudia
Teixeira Guimardes, Cosme Damido Cruz e José Eustaquio de Souza
Carneiro.

No mapeamento genético e deteccdo de QTLs em populagdes exogamicas
nem sempre é possivel a determinacao da fase de ligagao dos alelos. Assim,
individuos heterozigotos sdo descartados dessas analises por serem n&o
informativos, uma vez que n&o é possivel, por meio do seu gendtipo, distinguir
a origem de seus alelos em relagao aos dois genitores. Dessa forma, o objetivo
principal deste trabalho foi propor a genotipagem do endosperma para
identificar a origem alélica dos individuos heterozigotos. Inicialmente,
fragmentos do endosperma representando 10, 25 e 50% do peso das
sementes de milho foram retirados, sendo as sementes submetidas ao teste de
germinagao. Observou-se que a remocgado de até 50% do endosperma nao
afetou a taxa de germinagdo das sementes. A metodologia de PCR
semiquantitativo foi otimizada para diferenciar doses dos alelos nas misturas de
DNA foliar de duas linhagens de milho (L3 e L1113-01), representando as
diferentes propor¢des alélicas observadas no tecido endospermatico dos seus
cruzamentos reciprocos, tendo como base a quantidade maxima de
endosperma que podia ser utilizada na extracdo do DNA. Marcadores SSR
foram gerados pela técnica de PCR semiquantitativo, e os fragmentos
amplificados foram avaliados tanto em gel de agarose tratado com brometo de

etidio quanto em gel de poliacrilamida, usando-se primers fluorescentes. A
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resolucao do gel de agarose nao possibilitou a diferenciacdo das misturas dos
DNAs parentais. No entanto, por meio da analise de regressédo e da
comparacgao da intensidade da banda correspondente a um mesmo alelo nas
diferentes misturas, pbéde-se inferir a concentracdo inicial de cada um dos
alelos. A necessidade de um padrao de alelos limitou o uso dessa técnica nas
analises de QTLs em populagdes nas quais pelo menos um dos genitores é
conhecido. Ja a resolugdo do gel de poliacrilamida utilizando marcadores
fluorescentes foi mais eficiente na genotipagem de endospermas, uma vez que
possibilitou a diferenciagdo da origem materna das sementes dos hibridos
reciprocos. Assim, a estratégia de genotipagem do endosperma utilizando
primers SSR fluorescentes amplificados pela técnica de PCR semiquantitativo
possibilitou a determinagdo da origem dos alelos dos descendentes
heterozigotos derivados de populagbes exogamicas, permitindo a inclusao
destes na deteccéo de QTLs e, conseqientemente, aumentando a precisao

das analises.



ABSTRACT

MARTINS, Francielle Alline, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, September
de 2006. Endosperm genotyping as assistant strategy in the QTLS’
detection and mapping in outbred populations. Adviser: Pedro
Crescéncio Souza Carneiro. Co-Advisers: Claudia Teixeira Guimaraes,
Cosme Damiao Cruz and José Eustaquio de Souza Carneiro.

In the genetic mapping in outbred populations not always it is possible to
determine the linkage phase of the alleles. Thus, heterozygous individuals are
discarded from these analyses due to the lack of information, once it is not
possible, through their genotype, to distinguish the origin of their parental
alleles. In this way, the main objective of this work was to propose the
endosperm genotyping as a strategy to identify the allelic origin of those
heterozygotes individuals. Initially, fragments from the endosperm representing
10, 25 and 50% of the corn seeds weight were extracted and the seeds were
submitted to the germination test. The results suggest that the elimination of up
to 50% of the endosperm did not affected the seed germination. The
methodology of semiquantitative PCR was optimized to differentiate doses of
the alleles in the mixtures of DNA derived from leaves of two maize inbred lines
(L3 and L1113- 01). It was represented different allelic proportions observed in
the endosperm of their reciprocal crosses, based on the maximum amount of
endosperm that could be used for DNA extraction. SSR markers were
generated by semiquantitative PCR technique and the amplified fragments were
evaluated in both agarose gels treated with ethidium bromide and
poliacrylamide gels using fluorescently labeled primers. Gel resolution using
agarose did not allow the differentiation of the mixtures of parental DNAs.

However, through the regression analysis and comparison of the band intensity
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corresponding to the same allele in the different mixtures, the initial
concentration of each one of the alleles could be inferred. The requirement of
an allelic pattern limited the use of this technique to QTL analysis in populations
where at least one of the genitors is known. Although the resolution of
poliacrylamide gels using fluorescent markers was more efficient in the
endosperm genotyping, once it was allowed to differentiate the maternal origin
of reciprocal hybrids seed’s. So, the strategy of endosperm genotyping using
fluorescent SSR primer amplified by semiquantitative PCR allowed the
determination of allelic origin in the heterozygous offspring derived from outbred
populations, including these individuals in the QTL detection, and consequently,

increasing the precision of this analysis.
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1. INTRODUCAO GERAL

Muitas caracteristicas de importancia econémica na agropecuaria, como
producdo de graos, volume de leite, altura, peso e teor de proteina, dentre
outras, apresentam padrao continuo de variagéo, ou seja, em dada populagao
ndao ha clara distincdo entre as classes fenotipicas de individuos. A
fundamentagdo genética dessas caracteristicas foi elucidada logo apos a
redescoberta das leis de Mendel, quando foi proposto que essa variagcao
continua poderia ser o resultado da agao cumulativa de um numero grande de
genes. Isso deu origem a chamada Genética Quantitativa, que estuda as
caracteristicas governadas por uma grande quantidade de genes, em geral
afetados por fatores ambientais (BEARZOTI, 2000).

Geldermann (1975), assim, prop0s o termo locos controladores de
caracteristicas quantitativas (QTL) para designar um grupo de genes
responsaveis pela expressdo de determinada caracteristica. O
desenvolvimento dos marcadores moleculares, no entanto, principalmente a
partir do final da década de 1980, estimularam o desenvolvimento de novas
ferramentas de analise que procuraram, de modo preciso, detectar, localizar e
caracterizar os locos que participam do controle da expressdo desses
caracteres (COELHO, 2000).

De modo analogo as metodologias de mapeamento genético, o principio
que fundamenta as analises de mapeamento de QTLs & a existéncia de
desequilibrio gamético de ligagdo decorrente da reducdo da frequéncia de
recombinacdo entre genes situados em regides proximas entre si ao longo de
determinado cromossomo. Nesse sentido, diversos delineamentos genéticos

podem ser utilizados para que esse desequilibrio possa ser obtido com maior



poder de resolugao possivel, de modo a permitir o mapeamento genético dos
locos de interesse (COELHO, 2000). Assim, a selecdo da populagdo de
mapeamento, a escolha de genitores e a determinagao do tipo de cruzamento
sao consideradas etapas criticas para o sucesso da construcdo do mapa
(STAUB et al., 1996).

Em estudos envolvendo populagbes exogamicas, a determinagdo da
fase de ligacdo nem sempre é possivel, pois muitas vezes um dos genitores é
desconhecido (populagbes de meios-irméos) ou até mesmo ambos
(populagdes naturais). Além disso, a descendéncia pode ser resultado do
cruzamento de ambos o0s genitores que apresentam o mesmo marcador
heterozigoto, e, nesse caso, somente a progénie homozigota € informativa
(LIU, 1998). Em todos esses casos, a descendéncia heterozigota M{M; n&o
possibilita, por meio de seu gendtipo, distinguir a origem de seus alelos em
relacdo aos dois genitores do cruzamento MM, x MiM,. A falta de
informatividade dos individuos heterozigotos faz que as avaliagdes destes
sejam descartadas das analises, ndo contribuindo para a detec¢do do QTL.
Assim, estratégias de identificagdo da origem dos alelos, se paternos ou
maternos, sdo de grande interesse para uma deteccdo mais acurada dos
QTLs.

Uma possivel forma de incluir os individuos heterozigotos nas analises é
por meio da genotipagem do seu endosperma. Espera-se que um individuo
heterozigoto M{M, apresente um endosperma M{M{M, ou M{M;M,, quando os
genitores femininos sdo doadores do alelo My ou M, respectivamente. A
distincdo quanto ao numero de doses diferenciadas de cada alelo tem sido
realizada com sucesso por meio da metodologia de PCR em tempo real.
Apesar de sensivel e confiavel, esta metodologia é excessivamente cara, o que
limita o seu uso rotineiro em varios laboratérios (MARIN et al., 2002).

Nesse sentido, a metodologia de PCR semiquantitativo (PCR-SQ) vem
sendo adaptada ao longo dos ultimos anos. Embora ndo permita uma
quantificacdo absoluta, espera-se ser possivel a inferéncia do numero de
moléculas amplificadas de cada genoma, se o produto da PCR-SQ
corresponder a fase exponencial, em que o numero de cépias € fungao do
ndmero inicial (GENETHON, 2001).



Devido ao potencial uso da PCR-SQ para inferir o niumero de moléculas
amplificadas, o objetivo deste estudo foi adaptar uma metodologia de extragéo
e genotipagem do DNA de endosperma de populagdes exogamicas de milho
para a determinagdo do numero de copias dos alelos nesse tecido e, dessa
forma conhecer a origem deles para que individuos heterozigotos possam

compor as analises utilizadas na detecgao de QTLs.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Mapas genéticos

Com a redescoberta dos trabalhos de Mendel, no final do século XIX,
por Hugo de Vries, Carl Correns e Erick von Tschermak-Seysenegg, foram
realizadas inumeras pesquisas, a fim de esclarecer os mecanismos basicos da
heranga. Essas pesquisas culminaram na formulagdo da Teoria Cromossdmica
da Heranca por W. Suton e T. Boveri, em 1902, que estabeleceram a relacéo
entre cromossomos e fatores mendelianos (genes), ou seja, 0s Cromossomos
s&o elementos celulares portadores dos genes (CARNEIRO; VIEIRA, 2002).

No mesmo ano, W. Bateson, E.R. Saunders e R.C. Punnett
demonstraram, em ervilha-doce, que as segregacgdes dos caracteres cor da flor
e formato do pdlen ndo ocorriam de forma independente (LANDER;
WEINBERG, 2000). T.H. Morgan, C.B. Bridges, H.J. Muller e A.H. Sturtevant,
em 1910, trabalhando com Drosophila melanogaster, também observaram
distorcbes da Segunda Lei de Mendel. Morgan supés, entdo, que alguns genes
estariam situados no mesmo cromossomo e que durante a meiose,
ocasionalmente, ocorreriam, entre os homologos, trocas de segmentos
denominadas crossing-over, ou permuta. A ocorréncia de quiasma, que € a
visualizagdo citolégica da permuta, dava suporte aos resultados genéticos
encontrados por Morgan, que também percebeu que a propor¢ao da progénie
recombinante variava bastante, relatando que estas variagdes, de algum modo,
refletiam a distancia entre os genes no cromossomo (CARNEIRO; VIEIRA,
2002).



Em 1913, A.H. Sturtevant, interpretando dados oriundos da segregagao
de genes ligados, sugeriu o uso da porcentagem de recombinantes como
indicador quantitativo da distancia linear entre dois genes na construgdo de
mapas genéticos, que evidenciaram que a posi¢ao dos genes correspondia a
sua ordem linear nos cromossomos. Assim, o conceito de localizagdo dos
genes em uma ordem linear passou a ser incorporado a teoria cromossémica
da heranga (GARDNER; SNUSTAD, 1986; GRIFFITHS et al., 1998).

O mapeamento genético tornou-se, rapidamente, uma poderosa
ferramenta para os geneticistas. Os primeiros mapas genéticos eram
fundamentados em marcadores morfolégicos e citoldgicos. Estes se originaram
de estogues cromossOmicos com aberragcbes (como aneuploidias,
translocagdes, delegbes e inversdes), principalmente nas culturas do milho,
tomate e ervilha (Coe et al., 1988; Rick; Yoder, 1988, citados por CARNEIRO;
VIEIRA, 2002).

A partir da década de 1980, com o advento dos marcadores de DNA, o
mapeamento genético tornou-se, efetivamente, ilimitado a todas as espécies
(BOSTEIN et al.,, 1980). Mapas genéticos que levaram décadas para serem
desenvolvidos, em virtude da restrita disponibilidade de marcadores
morfolégicos e isoenzimaticos, foram amplamente saturados com o uso de
marcadores de polimorfismo em nivel de DNA. Varias espécies sobre as quais
os estudos de heranca eram restritos tiveram mapas genéticos rapidamente
desenvolvidos (GRATTAPAGLIA; SEDEROFF, 1994).

2.2. Marcadores morfoldgicos, bioguimicos e moleculares

Caracteres de heranga simples, apresentando variagao discreta, cujas
classes sao facilmente distinguiveis, sdo bons marcadores morfolégicos ou
fenotipicos. Caracteristicas como nanismo, deficiéncia de clorofila, cor das
pétalas e morfologia foliar sdo usadas como marcadores fenotipicos, sendo de
avaliagdo simples e de baixo custo. Entretanto, a disponibilidade de
marcadores morfologicos é restrita a poucas espécies vegetais para as quais o
numero de informagdes genéticas é maior, por exemplo o milho, o tomate e a
ervilha (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1996; LIU, 1998). Outra desvantagem

do uso desses marcadores € a necessidade de grande numero de descritores

5



que serao identificados, em sua maioria, na planta inteira ou adulta; além do
tempo gasto e da necessidade de espaco fisico para a avaliagdo do material,
os marcadores morfoldégicos podem ser influenciados pelo ambiente (PADILHA,
2002). Pode-se destacar, ainda, a dificuldade de obtencao de populagdes com
grande numero de marcadores morfolégicos segregando e a desvantagem de
frequentemente possuirem heranga dominante (BEARZOTI, 2000).

Apods 1949, uma nova classe de marcadores foi descoberta a partir de
polimorfismos bioquimicos, as isoenzimas. Essas sao formas moleculares de
uma mesma enzima que, embora desempenhando as mesmas funcdes
cataliticas, podem apresentar propriedades cinéticas distintas, diferenciadas via
eletroforese (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1996). As isoenzimas passaram a
ser usadas como marcadores bioquimicos, permitindo a construgcao de mapas
genéticos, potencialmente, em todas as espécies de plantas (GARVIN;
WEEDEN, 1994). Os marcadores isoenzimaticos apresentam um controle
genético normalmente simples, em que a agao alélica €, na maioria dos casos,
codominante (CARNEIRO; VIEIRA, 2002). Dessa forma, pode-se dizer que os
marcadores bioquimicos apresentam um nivel de polimorfismo, embora
limitado, superior ao dos morfolégicos, sendo menos influenciados pelo
ambiente (PADILHA, 2002).

A primeira classe de marcadores de polimorfismo em nivel de DNA
desenvolvida foi o Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP). Essa
técnica se baseia no comprimento dos fragmentos polimérficos obtidos a partir
da reagcdo do DNA com enzimas de restricdo especificas para determinadas
sequéncias de nucleotideos. O nivel de polimorfismo obtido com o RFLP,
embora maior que o de isoenzimas e consideravelmente alto em plantas
albgamas como o milho, é relativamente baixo em algumas espécies
autégamas (BEARZOTI, 2000).

Nos anos de 1990, marcadores com nivel de polimorfismo ainda maior
foram obtidos com o uso da chamada reagao em cadeia da enzima polimerase
(PCR). Essa técnica deu origem a diferentes classes de marcadores, com
destaque para o RAPD, AFLP e SSR (microssatélites).

O Simple Sequence Repeat (SSR), ou microssatélite, € um marcador
multialélico e codominante, apresentando elevado conteudo de informacgao

genética por loco. Tal técnica € caracterizada pela simplicidade, rapidez,
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confiabilidade, precisdo e reprodutibilidade em prover um perfil genético
detalhado, além de apresentar a possibilidade de automacéo (PADILHA, 2002).

Os genomas eucariotos sdo densamente povoados por diferentes
classes de sequéncias repetidas. Os microssatélites ou SSR sido sequéncias
curtas com um a seis nucleotideos repetidos em tandem ao longo da molécula
de DNA, as quais sido flanqueadas por sequéncias conservadas. Apds sua
descoberta, os microssatélites tornaram-se extensivamente usados em
analises genéticas, pois sao frequentes, encontram-se distribuidos ao acaso no
genoma e originam locos genéticos altamente polimérficos (ROIZES, 2000).

Cada microssatélite constitui um loco genético altamente variavel,
multialélico e com um elevado conteudo informativo de polimorfismo
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1996). O polimorfismo de um loco
microssatélite pode ser constatado por meio de PCR, utilizando-se um par de
primers especificos e complementares as sequéncias unicas que flanqueiam a
regido repetida. Desse modo, cada segmento amplificado com diferente
tamanho representa um alelo diferente do mesmo loco (QUEIROZ, 2004). Os
SSRs apresentam elevado poder discriminatério e, normalmente, poucos locos
garantem a completa diferenciacdo dos genotipos de interesse (PADILHA,
2002).

A identificagcdo dos SSRs € um processo trabalhoso e de elevado custo,
envolvendo a construgdo de bibliotecas genbmicas, selecdo de clones
contendo os microssatélites, sequenciamento desses clones, desenho dos
primers especificos e sua confirmacédo por PCR. Para o milho, sequéncias de
1855 pares de primers SSR encontram-se publicamente disponiveis no Maize
Genetics and Genomics Database (http://www.maizegdb.org/ssr.php), estando

bem caracterizados e mapeados ao longo de todo o genoma.



2.3. Mapeamento de QTLs

Ha grande quantidade de mapas genéticos disponiveis, tanto para
espécies animais quanto vegetais (CARNEIRO; VIEIRA, 2002). O
desenvolvimento de mapas genéticos € considerado uma das aplicagbes de
maior impacto da tecnologia de marcadores moleculares. Com base nas
informagbdes fornecidas pelos mapas genéticos, procedimentos como a
localizagdo e o mapeamento de Quantitative Trait Loci (QTLs), estudos de
sintenia e clonagem de genes com base em mapas genéticos passaram a
representar complementos importantes a serem considerados em programas
de melhoramento de diferentes espécies vegetais (LEE, 1995).

Uma das aplicagbes mais importantes dos mapas genéticos é a
localizagdo de genes que controlam caracteristicas de importancia econdémica,
como produgao de graos, altura da planta e teor de proteina que resultam da
acao cumulativa de um conjunto de genes. Essas caracteristicas séo
denominadas poligénicas, quantitativas ou de heranga complexa, e os locos
que as controlam sdo chamados de QTLs (TANKSLEY, 1993).

O mapeamento de QTLs possibilita mensurar o numero de locos
quantitativos envolvidos na heranga complexa, bem como suas localiza¢des
cromossOmicas e modo de acao génica (aditividade, dominéancia, heterose e
epistasia) (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1996; AUSTIN; LEE, 1998). A
capacidade de detecgdo de um QTL é fungéo da magnitude do seu efeito sobre
a caracteristica, do tamanho da populagdo segregante avaliada, da frequéncia
de recombinacido entre o marcador e o QTL, bem como da herdabilidade da
caracteristica (PATERSON et al., 1991; TANKSLEY, 1993).

Uma vez detectados os marcadores ligados a determinada caracteristica
de interesse, € possivel selecionar os individuos com base no fenotipo do
marcador, sem que haja a necessidade de avaliar o fendtipo da caracteristica.
Essa abordagem é conhecida como selegao assistida por marcadores (SAM),
sendo uma estratégia importante, principalmente, nos casos em que a
caracteristica de interesse € de avaliagao dificil e cara, nos estudos de
espécies perenes de ciclo longo e para caracteristicas fenotipicas de
herdabilidade baixa, o que pode significar redugdo no tempo e nos custos de

programas de melhoramento (SOUZA, 2001).
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Dentre os métodos utilizados para a localizacdo de QTLs, encontram-se
o método Bulked Segregant Analysis (BSA), a detecgdo por marcas simples, o
mapeamento por intervalo simples, o mapeamento por intervalo composto e o
mapeamento por intervalo multiplo ou multiponto.

A metodologia conhecida como BSA, ou analise de bulks segregantes,
normalmente utilizada para detecgdo de genes que controlam caracteristicas
de herangca mendeliana simples, € considerada processo mais direto de
deteccdo de um marcador associado a um QTL. Trata-se de procedimento
baseado em selecdo prévia de marcadores, no sentido de otimizar o
mapeamento de regides flanqueando locos de caracteres quantitativos. O
procedimento consiste em estabelecer dois grupos de individuos obtidos dos
pontos extremos de uma populagdo segregante para determinado carater
quantitativo e, entdo, avaliar a ocorréncia de polimorfismo em locos de
marcadores moleculares entre os grupos (SCHUSTER; CRUZ, 2004).

Segundo Tanksley (1993), os procedimentos mais simples para
detecgcao de QTLs sdo os modelos lineares ou mapeamento por marcas
simples que analisam, separadamente, a diferenca entre os valores fenotipicos
médios para cada marcador (EDWARDS et al., 1987), ndo sendo necessaria a
construcdo de mapas de ligagdo. O procedimento consiste na comparagéo
estatistica do valor médio do carater para as distintas classes genotipicas do
marcador. Um resultado significativo denotaria a existéncia de ligagao entre o
marcador e um QTL do carater em questao, embora os efeitos do QTL e a sua
distdncia do marcador ndo possam ser estimados (COELHO, 2000). Como
limitagdo, ha o fato de quanto maior for a distédncia entre o QTL e o marcador,
menor sera a probabilidade de detecta-lo em vista da possibilidade de
recombinagao entre o gene marcador e o QTL. Além disso, a magnitude do
QTL, pelo mesmo motivo, € normalmente subestimada (LIU, 1998).

O método de mapeamento com base em intervalo simples foi proposto
por Lander e Botstein (1989) e tem sido alternativa para aumentar o poder de
deteccdo das associagdes, permitindo estimar o efeito e a posicao dos QTLs.
Esse método tem como base informacbes de segregacdo de pares de
marcadores adjacentes como unidades de analise, utilizando o método de
maxima verossimilhanga para estimar a freqiéncia de recombinantes e a

magnitude do efeito do QTL no intervalo entre dois marcadores ligados
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(LYNCH; WALSH, 1998). Uma desvantagem atribuida ao mapeamento
fundamentado em intervalo é a de que os outros QTLs fora do intervalo sdo
ignorados, o0 que pode resultar em duas consequéncias principais. Toda a
variagao genética devida a esses outros QTLs € residual, o que pode diminuir a
precisao das estimativas e o poder dos testes. Além disso, eventuais QTLs que
estejam ligados ao intervalo interferem no processo de estimagéo, levando, em
casos extremos, a declarar a existéncia de um QTL no intervalo quando na
realidade ndo ha nenhum (BEARZOTI, 2000).

A fim de resolver esses problemas, Jansen (1993) e Zeng (1993; 1994),
propuseram o mapeamento por intervalo composto, método em que se
consideram os QTLs fora do intervalo em questdo, por um modelo de
regressao linear multipla, proporcionando maior resolugdo no mapeamento
(COELHO, 2000).

Outra abordagem mais recente € o mapeamento por intervalo multiplo,
proposto por Kao et al. (1999), que trouxe consideravel aprimoramento no
mapeamento de QTLs, pois incorpora parametros de epistasia ao modelo. Em
presenca de epistasia, esse método apresenta algumas vantagens potenciais
como maior eficiéncia e precisao na identificacdo de QTLs; seus efeitos sao
estimados sem viés e, ao contrario de outros modelos, pode aumentar a
eficiéncia da selecdo assistida, considerando os efeitos epistaticos
(BEARZOTI, 2000).

2.4. Populagdes de mapeamento

A selecdo da populagdo para mapeamento envolve a escolha de
genitores e a determinagao do tipo de cruzamento, sendo considerada uma
etapa critica para o sucesso da constru¢do do mapa (STAUB et al., 1996). Para
isso, duas condi¢des basicas devem ser atendidas: o0 maximo de polimorfismo
entre os genitores e que sejam produzidas geragdes em que os locos estejam
em desequilibrio de ligagado (PATERSON et al., 1991; TANKSLEY, 1993).

Os genitores escolhidos para gerar uma populacdo de mapeamento
devem ser contrastantes em relagdo aos genes que determinam a

caracteristica de interesse e para os possiveis locos marcadores. Em casos
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cujo polimorfismo é baixo, podem-se realizar cruzamentos interespecificos para
obter maior numero de locos informativos (TANKSLEY, 1993).

Geragdoes F, ou oriundas de retrocruzamentos, cruzamentos entre
heterozigotos e linhagens duplo-hapldides sdo as populagbes mais usadas na
construgcdo de mapas de ligagao (TANKSLEY, 1993; LYNCH; WALSH, 1998).
Conforme salientou COELHO (2000), determinados gendtipos (individuos F»)
sdo portadores de dois gametas informativos, enquanto em outras populagdes
(retrocruzamento) cada individuo carrega somente um gameta informativo,
sendo o outro complemento nao informativo. Assim, de modo aproximado, um
individuo F, fornece duas vezes mais informag¢des que um individuo oriundo de
uma geragao de retrocruzamento. Essa relagdo é aproximada, porque nem
todos os genotipos de F» sdo informativos (LIU, 1998).

A escolha do tipo de populagdo mais apropriada ao mapeamento esta
também relacionada com o tipo de marcador. O maximo de informagao
genética € alcangado quando se usam uma populacdo F, e marcadores
codominantes (STAUB et al., 1996). Lynch e Walsh (1998) distinguiram duas
populagdes de cruzamento: as linhagens de cruzamento endogamico e as
populacdes exogamicas, sendo que esta ultima pode ser separada em
populagdes de cruzamento controlado e populagbes naturais, ou seja, sem

controle de cruzamento.

2.4.1. Populagbes endogamicas

A forma mais simples e eficiente de detectar um QTL & por meio de
cruzamento de populagbes endogamicas, pois, cruzando duas linhagens ou
populagcdes endogamicas, a progénie apresentara uma diferenca fixa entre
todos os marcadores e o loco para a caracteristica. Dessa forma, todos os
locos ligados na progénie (geragao Fq) estardo em desequilibrio de ligagao, e
esta pode ser utilizada para gerar as populagdes de mapeamento. Dentre
essas, as mais comuns sado as populagdes F,, que sdo geradas a partir do
intercruzamento dos individuos Fq, e as populagcbdes de retrocruzamento, que
sdo obtidas com os cruzamentos entre os individuos F4 e a populagao parental.

Nas populagdes F,, todos os trés gendtipos possiveis estdo representados,
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enquanto nas populagdes de retrocruzamento apenas o genétipo heterozigoto

e um dos homozigotos estéo representados na progénie (LIU, 1998).

2.4.2. Populacdes exogamicas

Algumas vezes é dificil fazer a clara distingdo entre populagdes naturais
e artificiais (experimentais). Populagbes obtidas a partir de cruzamentos
controlados entre pais selecionados podem ser consideradas como populagdes
experimentais. As populacbes produzidas por cruzamentos de ocorréncia
natural (sem controle artificial) sdo consideradas populagdées naturais.

Para algumas espécies, populagbes naturais podem ser geradas por
acasalamentos preferenciais, até mesmo por completa autofecundagao, ou por
acasalamento ao acaso. Exemplos de populagdes naturais podem ser as
familias de meios-irmaos, mistura ao acaso e autopolinizacdo. Populacdes
geradas de uma unica planta polinizada por muitas fontes de podlen
desconhecidas ou parcialmente conhecidas sao tipicas familias de meios-
irmaos. Em termos genéticos, as fontes de pdlen sdo subconjuntos ao acaso
de populagdes. Outro tipo de populagdo natural, comum no reino vegetal, é
gerado pela combinagcdo de polinizagdo ao acaso e autopolinizagdo como

sementes de uma arvore (LIU, 1998).

2.5. Deteccao de QTLs em populacdes exogamicas

Em linhagens endogamicas, varios delineamentos tém sido propostos
para a deteccdo do desequilibrio necessario para o mapeamento de QTL. A
maior diferenca entre cruzamentos endogamicos e exogamicos esta no fato de
0s genitores, deste ultimo, ser gendtipos geralmente desconhecidos (SLATE,
2005).

Segundo Lynch e Walsh (1998), esta situacdo traz sérias
consequéncias, pois somente uma fragdo dos descendentes é informativa em
uma populagdo exogamica. Um gendtipo informativo contém pelo menos um
gameta informativo, o qual permite a identificagdo da origem dos seus alelos,
mesmo que nao seja possivel determinar se esse gameta é recombinante ou

nao. A frequéncia de gendtipos nao informativos é caracteristica de cada tipo
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de populagao e esta relacionada diretamente com a frequéncia alélica e com o
tipo de cruzamento (DA; LEWIN, 1995).

2.5.1. Cruzamentos marcador-informativos

Trés tipos de cruzamentos marcador-informativos foram descritos por

Lynch e Walsh (1998) para o mapeamento de populagdes exogamicas:

Cruzamentos completamente informativos (M;M, X M3 My)

Os pais sao diferentes heterozigotos. Toda a progénie € informativa,
uma vez que é possivel, por meio de seu gendtipo, distinguir a origem de seus
alelos em relagdo a ambos os genitores (DA; LEWIN, 1995).

Para a detecgdo do QTL, devem ser analisados os individuos que
constituem a familia. Nessa situagdo s&o identificadas quatro classes
genotipicas, em relagcdo ao loco M, das quais duas (MiM; e M{M4) sé&o
representadas por individuos portadores do alelo M4 do genitor Py e as outras
duas, MaM3 e MoMy4, sdo representadas por individuos portadores do alelo M,
do genitor P4 (CRUZ, 2005, comunicagao pessoal).

O estudo da ligagao entre um loco Q e uma marca M pode ser feito com
base na média dos individuos agrupados de acordo com a presenca de
diferentes alelos do loco M. A hipdtese de associagcao entre os locos Q e M
pode ser avaliada pela significancia do contraste entre essas médias, através
da estatistica t (COELHO, 2000).

Retrocruzamento (Mi1M, X M3Ms)

Um pai € heterozigoto para o marcador, e o outro é homozigoto,
consequentemente toda a progénie é informativa, uma vez que é possivel, por
meio de seu gendtipo, a distingdo da origem de seus alelos em relagdo a cada
um dos genitores (DA; LEWIN, 1995). Desse modo, em relag&o ao loco M, s&o
identificadas duas classes genotipicas, das quais M{M3 é representada por
individuos portadores do alelo M1 do genitor Py e M;M3 é representada por

individuos portadores do alelo M, do genitor P4. Assim, estabelece-se o
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contraste entre as médias e utiliza-se a estatistica t para avaliar a existéncia da
ligacdo entre os locos M e Q (COELHO, 2000).

Cruzamentos (M1M; x M1My)

Ambos os pais apresentam o mesmo marcador heterozigoto e somente
a progénie homozigota € informativa, pois a descendéncia heterozigota n&o
possibilita, por meio de seu gendtipo, distinguir a origem de seus alelos em
relacdo aos dois genitores (DA; LEWIN, 1995).

Assim, em relacao ao loco M, sao identificadas trés classes genotipicas,
mas apenas duas sdo informativas, das quais M{M; €& representada por
individuos portadores do alelo My do genitor Py e MM, o é por aqueles
portadores do alelo M, do genitor P4. Desse modo, o contraste entre as médias
pode ser estabelecido e sua significancia, avaliada pela estatistica t (COELHO,
2000). Portanto, observa-se que, nesse caso, a detecgdo do QTL realizada por

meio deste contraste envolve apenas os individuos informativos.

2.5.2. Frequéncia de gendtipos ndo informativos

A falta de informatividade dos heterozigotos faz que as avaliagbes
destes sejam descartadas, pois ndao é possivel distinguir qual genitor foi o
doador da marca, uma vez que ambos apresentam-na.

A frequéncia de individuos ndo informativos varia entre os tipos de
cruzamentos e depende do conhecimento do gendtipo dos pais, como pode ser
observado na Tabela 1, adaptada de Da e Lewin (1995) e Guo e Elston (1999).
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Tabela 1 - Frequéncia de gendtipos nao informativos para um loco nos
diferentes tipos de cruzamentos em uma populagdo de
acasalamento ao acaso

- - Freqgiiéncia de
Genétipo  Genétipo do

) ) Frequéncia do ) ] Genotipos Nao
do Genitor Genitor Genotipo da Descendéncia
Cruzamento Informativos
Feminino Masculino
I*> I*1 I*o
M:M; M:M; p’ 1 MM, 0 0 0
M:M, 2p’q %% MMy + %2 MM, 0 0 Y
M,>M, p2q2 1 MM, 0 0 1
MM, MMy 2p3q Ya MM, + Ya MM, 0 Ya Ya
M:M, 4p°q? Ve MM+ % MM+ % MoM, % % %
M>M, 2pq3 Yo MM, + Yo M>M, 0 Yo Yo
M,M, MM, p°q 1 M;M, 0 0 1
M:M, 2pq° 1% MM, + %2 MoM, 0 0 Y
M2M, q* 1 MM, 0 0 0
Soma 1,0 io i1 io

*l, é a freqiiéncia quando se conhece o gendtipo de ambos os genitores; |1, quando se conhece
apenas o gendtipo de um genitor e |y, quando se desconhecem ambos os genitores.

Considerando-se o0 conhecimento do gendtipo de ambos os pais, por
exemplo no delineamento de irmaos-completos, parte dos descendentes do
cruzamento M{M; x MiM; €& nao informativa. Isso corresponde a uma
porcentagem de informatividade de 50%, o que resulta na perda de metade dos
investimentos em experimentos que envolvem tal cruzamento.

Nas populagbes em que é possivel o conhecimento de apenas um dos
pais, por exemplo, nas populagdes de meios-irmaos observa-se que a
frequéncia de individuos ndo informativos € maior que nos cruzamentos em
que ambos os pais sao conhecidos. Nesse caso, descendentes heterozigotos
MM, originados a partir do cruzamento de um genitor conhecido também
heterozigoto e um genitor homozigoto desconhecido sdo também n&o
informativos, ao contrario dos cruzamentos em que os dois pais sao
conhecidos. Quando os gendtipos de ambos os pais sdo desconhecidos, 0
namero de individuos nao informativos € ainda maior, como pode ser

observado na Tabela 1.
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A partir da Tabela 1, pode-se estimar a frequéncia de gendtipos nao
informativos em uma populagdo de acasalamento ao acaso, nas trés diferentes
situagdes. Quando os gendtipos de ambos os pais sdo conhecidos (i), essa
freqUéncia pode ser calculada por meio da expressao (1); se apenas o genitor
feminino é conhecido (i), o calculo pode ser realizado por meio da expressao
(2); e se o gendtipo de ambos os pais sao desconhecidos (ip), a frequéncia
pode ser estimada por meio da expresséo (3).

ip = V2 4p”g® = 2p°q”® (1)

i1= Y2 2p%q + Y2 4p”q” + %2 2pq° = pq (2)

lo="%2pq +p°q” + % p°q + % 4p°q° + %2 2pq’ + p°q" + % 2pq° =2pq  (3)
Pelas equacdes anteriores, observa-se que a determinacdo da

frequéncia de gendtipos ndo informativos é funcdo da frequéncia alélica. Na

Figura 1 estdo plotados os graficos da porcentagem de individuos nao

informativos obtidos a partir das expressdes citadas, para diferentes

frequéncias de p e q.
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Figura 1 - Grafico da distribuicdo da frequéncia de gendtipo nao informativos
em populacbes de acasalamento ao acaso, em diferentes
freqiéncias de p e q, quando nao se conhece o gendtipo dos dois
pais (ip), quando apenas um dos pais tem gendtipo conhecido (i) e
quando ambos os gendtipos paternos séo conhecidos (iz).

Nos estudos de populacdes de acasalamento ao acaso, a frequéncia de
genotipos nao informativos maxima é de 50%, quando as freqiéncias de p e q
sdo iguais a 0,5 e ambos os genitores sdo desconhecidos.

Nas populagdes em que o genodtipo de todos os genitores sao
conhecidos, ou de pelo menos um deles, os valores maximos de descendentes
nao informativos foram 12,5 e 25%, respectivamente, quando em ambas as
situagdes p e q sdo também iguais a 0,5.

Em populagbes F, de mapeamento, os pais devem ser contrastantes
genotipicamente para cada gene em questdo. Assim, espera-se que as
freqiéncias de p e q sejam iguais a 0,5 nessas populagdes e que a
porcentagem de individuos n&o informativos seja de 12,5% quando os
genotipos dos dois pais sdo conhecidos, 25% quando apenas um pai é
conhecido e 50% quando nenhum pai € conhecido. Ja nas populagdes de
retrocruzamento, espera-se uma frequéncia de p = 0,75 e q = 0,25, o que
corresponde a uma frequéncia de individuos n&o informativos de 7,03%,

também quando os gendtipos de ambos os pais sdo conhecidos, de 18,75%
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quando apenas um ¢é conhecido e de 37,5% quando os dois sao
desconhecidos. Assim, faz-se necessaria a busca por estratégias que

aumentem o indice de informatividade em cada um desses cruzamentos.

2.5.3. O endosperma como estratégia na detec¢cdo de QTL

O endosperma é um tecido de reserva que garante a nutricdo do
embrido em desenvolvimento. Nas Angiospermas, € formado pela fusdo de um
gameta masculino com os dois nucleos polares do gametofito feminino. Essa
fusdo da origem ao nucleo tripléide do endosperma, que se desenvolve por
divisbes mitdticas e apresenta, no seu conjunto genémico, duas coépias dos
alelos maternos e uma copia do alelo paterno (WU et al., 2002).

Uma das dificuldades na detecgédo de QTLs em populagbes exogamicas
esta na falta de informatividade dos descendentes heterozigotos M{M,. Uma
possivel forma de inclui-los nas analises € por meio da genotipagem do seu
endosperma. Espera-se que um individuo heterozigoto MM, apresente um
endosperma M{M{M; ou M1M2M2 quando os genitores femininos sdo doadores
do alelo My ou M, respectivamente. Assim, independentemente do
conhecimento dos gendtipos parentais, pode-se determinar a origem de ambos
os alelos nos descendentes heterozigotos, de forma que esses passam a
compor as meédias no contraste para avaliacdo da hipétese de associacio
entre o loco M e 0 QTL Q.

Como exemplo, pode-se considerar a constituicdo de uma familia de
irmaos-completos a partir de um cruzamento entre um genitor feminino (M1Q//
M2Q) e um genitor masculino (M1Q3 // M2Q4) (Tabela 2).
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Tabela 2 - Gendtipo do endosperma (END) e do embrido (EMB) dos
descendentes de uma familia de irmaos-completos derivada do
cruzamento M;Q+//M2Q; (genitor feminino) x M1Qa//M2Q4 (genitor

masculino)
Gametas & M;Qs (1-1) M1Q4 (1) M2Qs (r) M2Q (1-r)
Gametas ¢ | END EMB END EMB END EMB END EMB

*

M1Qy (1-r) MMMy M:M; MiMiM; - MgMp | MiMgM, MiM MiMgM, MM,

*

M;Qz (r) MMMy M:M; MiMiM; - MgMy | MiMgM, MiM MiMgM, - MM,

*

M2Q: (1) MMM MM, MoMoMy - MMz | MoMoM, - MoM, MMM, MM,

*

M2Q> (1-r) M:M:M:  M;M, MoMoM; MiMy™ | MoMoMa MMz MoMoM, MM,

* Individuos heterozigotos, até entdo nao informativos, pela incapacidade de distingdo da
origem de seus alelos em relagédo aos seus genitores.

Assim, em relacdo ao loco M, poderiam ser identificadas na
descendéncia quatro classes genotipicas e nao apenas duas. M\M{M; e
MMM representam individuos portadores do alelo M1 e MoM>M; € MoMoMy,
representam individuos portadores do alelo M, recebidos dos genitores
femininos. As médias fenotipicas esperadas de cada uma das classes

genotipicas estao representadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Médias fenotipicas esperadas de cada uma das classes genotipicas

Genétipo Média Esperado
M: My My H11 (1-1)° Kgiaa *(1-) Baraa + 110 Razas * I Hazas
M: M; M, H12 r(1-1) Rataa +(1-1)° Rataa + I Bazas (1N Hasaa
M, Mz M, H21 r(1-1) Raras *1° Hataa +(1-)” Hazas +1(1-) Hazas
M2 M, M, H22 r* Ratas * (1) Raraa * M1 Hazaa * (11" Hazaa

Uma das maneiras de estudar a ligagao entre os locos Q e M é agrupar
as médias dos individuos portadores de determinado alelo do loco M. Assim,

pode-se estabelecer:

Hy

_ My ;:ulZ — (- r)(ﬂoms "Z‘,UQ1Q4 J N r[:uQZQS "Z‘ﬂQ2Q4 J o
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+ + -
1, = Mo + Hoyp _ r(ﬂmos ﬂQ1Q4j+(1_r)£ﬂQ2Q3 ﬂozozij

2 2 2

O contraste é, entdo, expresso por meio de:

[ +u K +H
52“1—H2=(1—2r)( Q1Q32 Q4 Q2Q32 on4j

Expressando as médias dos gendtipos relativos ao loco Q em fungao

dos efeitos aditivos e da dominancia, tem-se:

+ O3 + 0y _ O + 0y
2 2

o=01- ZF){(al ~a,)

Assim, a hipbtese de associagao entre os locos Q e M pode ser avaliada
pela significancia do contraste entre as médias, utilizando-se a estatistica t,
para avaliar Hp: 6 = 0.

Na auséncia de ligacéo entre os locos M e Q, o contraste 6 é nulo e
nenhum QTL é detectado.

Com a inclusao dos descendentes heterozigotos no calculo das médias
que irdo compor o contraste, espera-se maior acuracia na utilizacdo da
estatistica t, como forma de deteccdo dos QTLs. Assim, faz se necessaria a
adaptagdo de uma metodologia de genotipagem de endosperma capaz de
determinar a origem dos alelos a partir de um minimo de DNA, para que a sua

extragdo nao afete a germinagédo da semente e o desenvolvimento da planta.
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CAPITULO 1

Germinacédo de sementes de milho submetidas a remocéao parcial do

endosperma e do pericarpo

21



1. INTRODUCAO

A semente de milho, botanicamente definida como caridépse, €
composta, ordinariamente, por embrido, endosperma e pericarpo (GALINAT,
1979). O embrido representa a futura planta em seu estado primitivo, enquanto,
endosperma e pericarpo se constituem nos acessorios encarregados de nutrir e
proteger, inicialmente, o embrido durante a germinagdo (CARVALHO;
NAKAGAWA, 2000). Nesse processo, contudo, as fungbes desempenhadas
pelo endosperma e pelo pericarpo vao perdendo a importancia a medida que a
plantula passa a desenvolver os mecanismos autotréficos da vida (GOMES;
KARAZAWA, 1982).

A presenca de residuos endospermaticos, envoltos pelo pericarpo,
acoplados as plantas capazes de realizar fotossintese e, portanto, em
condicbes de subsidiar as suas necessidades nutricionais, evidencia a
existéncia de reservas superiores as necessarias para emergéncia em
condicbes ambientais adequadas. Assim, a retirada, em pré-semeadura, da
parte endospermatica disponivel em excesso para o estabelecimento da
plantula parece biologicamente viavel (Da SILVA et al., 1994). Esses autores
verificaram a interferéncia da excisdo de partes da semente de milho no
desempenho biolégico, a partir de tratamentos representados por remogdes
aproximadas de 0, 14, 28 e 37%, em peso, sem que o embrido fosse
diretamente afetado. A avaliacdo, conduzida em laboratério e em campo,
permitiu concluir que ha possibilidade bioldgica de excisar parte (£14% em
peso) da semente de milho, em pré-semeadura e com tratamento fungicida, em

lotes de alta qualidade fisioldgica.
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Nas Angiospermas, o endosperma € formado pela fusdo de um gameta
masculino com os dois nucleos polares do gametdfito feminino. Essa fusao da
origem ao nucleo tripldide do endosperma, que se desenvolve por divisbes
mitéticas e apresenta, no seu conjunto gendmico, duas cépias dos alelos
maternos e uma coépia do alelo paterno (WU et al., 2002). Essa caracteristica
torna-se interessante, sobretudo, nos estudos de mapeamento de populacdes
em que os individuos heterozigotos sdo ndo informativos (LIU, 1998) e suas
avaliagdes, até entdo, sdo descartadas, pois ndo se pode distinguir qual o
genitor é o doador de determinada marca M ou M,. Assim, estratégias de
identificacdo da origem dos alelos se paternos ou maternos sao de grande
interesse.

Uma possivel forma de incluir os individuos heterozigotos nas analises
seria por meio da genotipagem do seu endosperma, na qual se espera que um
individuo heterozigoto M{M, apresente um endosperma MMMz ou M{M,M>,
quando os genitores femininos sao doadores do alelo M; ou My,
respectivamente.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi determinar a quantidade
minima necessaria de endosperma a germinagao da semente de milho. Para
isso, foram realizados tratamentos representados por remogdes aproximadas
de 10, 25 e 50%, em peso, sem que o embrido fosse diretamente afetado. A
preservacido do embrido é necessaria para o desenvolvimento da planta, a

qual sera utilizada posteriormente para 0 mapeamento genético.
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2. MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Foram utilizadas sementes da variedade de milho BR201, de alta

qualidade fisiologica, fornecidas pela Embrapa Milho e Sorgo.

Metodologia

A retirada parcial do endosperma e do pericarpo foi realizada por meio
de cortes dirigidos, sem que o embrido fosse atingido. Para tanto, as sementes
foram pesadas individualmente e, em seguida, submetidas aos cortes, com o
auxilio de uma lamina de barbear e bisturi, que representaram remocgdes
aproximadas de 10, 25 e 50%, em peso (Figura 1). Esses cortes constituiram,
respectivamente, os tratamentos 1, 2 e 3, além do controle que constitui a
semente integra. Apos a remogéao, as sementes foram germinadas em rolos de
papéis germitest embebidos em &gua, mantidas em germinador com
temperatura controlada entre 20 e 30° C e fotoperiodo de oito horas. As
avaliagbes foram realizadas no quinto e sétimo dias apdés o inicio do
experimento. Os testes de germinagdo foram realizados de acordo com as
Regras de Anadlise de Sementes-RAS (BRASIL, 1992), fornecendo as taxas de

plantulas normais, anormais e de sementes mortas.
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Semente integra
(contole)

Pericarpo
Endosperma

Embrido

Figura 1 - Cortes realizados na semente de milho 1, 2 e 3 representam
remogdes aproximadas de 10, 25 e 50%, em peso.

Foram utilizadas trés repeticoes em delineamento inteiramente
casualizado, sendo cada repeticdo composta por 30 sementes, totalizando 90
sementes por tratamento. Os dados coletados foram submetidos a analise de

variancia, segundo o modelo apresentado a seguir:

Yi =M+ g

Em que:

yjj = observagéo referente ao i-ésimo tratamento e j-ésima repetigéo (i =
1,2,3ed4ej=1,2e3)

M = média geral;

t; = efeito do i-ésimo tratamento e

& = erro aleatorio.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados relativos a distribuicao porcentual das fragdes obtidas apds a
excisdo de parte do endosperma nas sementes estdo apresentados na Tabela
1. Assim, pbéde-se determinar a quantidade de endosperma, em miligramas,
extraido, em média, nos cortes 1, 2 e 3, correspondentes as porcentagens 10,
25 e 50%, respectivamente.

Tabela 1 - Distribuigdo porcentual da parte excisada (Ex) e da porgéo contendo
o embrido (Em). Quantidade média de endosperma, em miligramas,
de cada porcéo ap6s a aplicagao dos cortes 1,2 e 3

Cortes Fragéo % em Massa Massa Média (mg)
controle Ex 0,0 0,0
Em 100,0 350,0
1 Ex 10,0 34,0
Em 90,0 316,0
2 Ex 25,0 85,0
Em 75,0 265,0
3 Ex 50,0 175,0
Em 50,0 175,0

As 90 sementes germinadas avaliadas para cada tratamento foram
classificadas em trés categorias, de acordo com a RAS: plantas normais,
anormais e sementes mortas. Em seguida, as médias dos tratamentos para
cada classe foram submetidos a analise de variancia, em nivel de 5% de
probabilidade (TABELA 2).

26



Tabela 2 - Dados médios, obtidos no teste de germinagcdo, das taxas de
plantulas normais (PN), anormais (PA) e sementes mortas (SM).
ANOVA a 5% de probabilidade. As médias de cada tratamento
foram calculadas a partir de trés repeticbes, com 30 sementes

cada
Classe Médias dos Tratamentos
Controle 1 2 3 Probabilidade
PN 28,33 26,67 28,33 28,00 35,1359%
PA 1,00 2,67 1,67 1,67 30,6703%
SM 0,67 0,67 0,00 0,33 36,3687%

Apesar das diferengcas aparentes, a analise de variancia dos dados
indicou ndo existir diferenca entre as médias dos tratamentos e do controle
tanto para plantulas normais e anormais quanto para sementes mortas.

O aumento nao significativo do numero de pléantulas anormais nos
tratamentos pode ser explicado pelas dificuldades de remogao do endosperma
sem afetar o embrido. Segundo Da Silva et al. (1994), a taxa de plantulas
anormais nas sementes cortadas pode ser reduzida com o uso do fungicida
Captan 75%, na dosagem de 1,5 g/kg de sementes.

No geral, a retirada de parte do endosperma e pericarpo nao afetou a
germinagao do embrido. Assim, os resultados indicaram que até 50% da massa
do endosperma pode ser removida sem prejuizo na germinagdo, o que
correspondeu, em média, a 175 mg, podendo variar de acordo com o tipo de
grao. Estabelecida a quantidade de endosperma que pode ser retirada, sem
prejuizo para o desenvolvimento da pléantula, péde-se seguir com analises
moleculares com a extragcdo de DNA do fragmento excisado para genotipagem

e identificagao da origem dos alelos.
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CAPITULO 2

Adaptacéo da metodologia de PCR semiquantitativo utilizando
marcadores SSRs para diferenciacdo de amostras quanto ao namero de

copias de um alelo
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1. INTRODUCAO

Grande impulso para a biologia molecular foi dado em meados da
década de 1980, quando Karl Mullis divulgou a técnica denominada
Polymerase Chain Reaction (PCR). Essa técnica envolve a sintese in vitro de
um segmento especifico de DNA na presenca da DNA polimerase. A reagao
baseia-se no anelamento e extensdo enzimatica de um par de
oligonucleotideos utilizados como iniciadores (primers), que delimitam a
sequéncia de DNA-alvo a ser amplificada. A partir dai, varias foram as técnicas
derivadas da PCR, permitindo avancgos significativos nas areas da Genética e
da Biologia Molecular (PADILHA, 2002).

Dentre as metodologias mais recentes, desenvolvidas a partir da PCR
para a quantificagcado de doses diferenciadas de um alelo, destaca-se a técnica
de PCR em tempo real ou PCR quantitativo. Nessa técnica, utilizaram-se
sondas marcadas com fluoresceina, para determinar, comparando-se com uma
curva-padréo, a quantidade de fluorescéncia emitida e, assim, determinar a
quantidade de moléculas amplificadas. Apesar de sensivel e confiavel, essa
metodologia ainda € cara e requer equipamentos especificos, limitando o seu
uso rotineiro em varios laboratorios (MARIN et al., 2002). Assim, faz-se
necessaria a adaptagéo de metodologias mais simples e menos onerosas para
a quantificacédo de alelos.

Nesse sentido, a metodologia de PCR semiquantitativo (PCR-SQ) vem
sendo adaptada com sucesso para o diagnostico e determinag&o da carga viral
em humanos infectados pelo citomegalovirus (MARIN et al., 2004). No entanto,
€ na analise de expressado génica que a RT-PCR-SQ tem sido utilizada com

maior freqléncia, a exemplo de estudos com abelhas para quantificacao dos
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valores relativos de mRNA da enzima metiltransferase em rainhas e operarias
de diferentes idades, no conhecimento da reprodugao e organizag&o social em
Melipona scutellaris (VIEIRA et al., 2004).

Embora o PCR semiquantitativo n&o permita uma quantificagcao
absoluta, espera-se que seja possivel inferir quanto ao niumero de moléculas
amplificadas em cada genoma se o seu produto for avaliado na fase
exponencial, em que o numero de copias € fungdo da quantidade inicial
(GENETHON, 2001). Assim, ao contrario do PCR em tempo real, o PCR semi-
quantitativo possui a necessidade do conhecimento prévio da cinética da
reacao, uma vez que € preciso determinar o tempo de reacgao ideal no qual os
produtos do PCR correspondem a fase exponencial, em que as estimativas
podem ser mais acuradas.

A falta de informatividade dos individuos heterozigotos € uma das
dificuldades do mapeamento de QTLs em populagdes exogamicas (LIU, 1998),
uma vez que néo é possivel identificar a origem de cada um dos seus alelos.
Com isso, tais individuos s&o excluidos das analises do contraste entre médias,
nao contribuindo para a detecgdo do QTL. Uma possibilidade de inclui-los nas
analises seria por meio da genotipagem do seu endosperma, em que se espera
que um individuo heterozigoto M{M, apresente um endosperma M{M{M;, ou
MsM2M2, quando os genitores femininos sdo doadores do alelo My ou My,
respectivamente.

Devido ao potencial uso do PCR-SQ para inferir o niumero de moléculas
amplificadas, o objetivo deste estudo foi adaptar essa metodologia para a
determinacao do numero de copias dos alelos em mistura de DNA que simulam

as condicdes observadas no tecido endospermatico.
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2. MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Foram utilizadas folhas das linhagens endogémicas de milho L3 e
L1113-01 cedidas pelo Programa de Melhoramento de Milho da Embrapa Milho
e Sorgo. Os procedimentos moleculares foram realizados no Laboratorio de
Biologia Molecular do Nucleo de Biologia Aplicada da Embrapa Milho e Sorgo,

em Sete Lagoas, MG.

Extracdo de DNA foliar

Devido a pouca quantidade de DNA esperada das extragcdes de
endosperma, inicialmente optou-se pela utilizagdo do DNA gendmico foliar na
otimizagao da técnica de PCR semiquantitativo. Dessa forma, extraiu-se o DNA
das linhagens parentais, segundo o método descrito por Saghai-Maroof et al.
(1984), em que um volume de 5 mL de tampao CTAB (CTAB 2%; Tris-HCI 0,2
M; NaCl 1,4 M; EDTA 0,02 M e p-Mercaptoetanol 2%) foi adicionado a
aproximadamente 5 mg do material vegetal moido em N, liquido até a
obtencdo de um po6 fino. A mistura foi mantida a 65 °C durante 1 h, com
homogeneizagbes a cada 15 min. Apds esse periodo, foi realizada uma
lavagem com igual volume de cloroférmio-octanol (24:1), com homogeneizagéo
constante por 10 min. O material foi centrifugado a 15.000 xg por 10 min e o
sobrenadante, transferido para outro tubo, onde foi repetida a lavagem. Apés a
centrifugacéo, o DNA foi precipitado com isopropanol, ressuspendido em 3 mL
de TE (Tris-HCI 10 mM; EDTA 1 mM; pH 8,0) e tratado com 20 uL RNAse A (10
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mg/mL) durante 1 h a 37 °C. O DNA foi novamente precipitado com etanol
95%, lavado com etanol 70% e ressuspendido em TE.

A quantificacdo do DNA foi realizada em gel de agarose 0,8%,
utilizando-se um padrao de DNA de concentragdo conhecida. Apdés a
realizacdo da eletroforese a 100 V por 1 h, o gel foi tratado com brometo de
etideo (1 mg/mL) e visualizado sob luz ultravioleta (UV) no Eagle Eye I
(Stratagene).

Apos a quantificacdo, o DNA-estoque foi mantido a -20 °C e o DNA,
diluido na concentragdo de trabalho, sendo armazenado a 4 °C. Nos
procedimentos posteriores foram utilizados os DNAs dos parentais individuais,
bem como misturas em diferentes proporcdes destes, na tentativa de simular a

constituicdo do endosperma (Tabela 1).

Tabela 1 - Misturas em diferentes proporgdes do DNA dos parentais, utilizadas
nas reagdes para simulacao da situagao real no endosperma

Identificacao Qtde DNA L3 Qt de DNA L1113-01
1.L3 30 ng -
2.11113-01 - 30 ng
3. Mistura 1:1 15 ng 15 ng
4. Mistura 1:2 10 ng 20 ng
5. Mistura 2:1 20 ng 10 ng

Otimizag&o da técnica de PCR semiquantitativo em agarose

Inicialmente, trés primers SSRs, polimérficos entre as linhagens
parentais, foram selecionados baseando-se no estudo de informatividade e
padrdao de amplificacdo realizado por Padilha (2002) (Tabela 2). Devido as
limitagbes de resolugdo no gel de agarose, foram utilizados apenas primers

cujo polimorfismo foi superior a 18 pb.
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Tabela 2 - Primers polimérficos entre as linhagens parentais L3 e L1113-01. O
Bin refere-se a posicdo no cromossomo, as sequéncias destacadas
sdo 0s nucleos de repeticdo caracteristicos de cada primer e os
valores em pb indicam o tamanho do alelo presente em cada uma
das linhagens

: : Nucleo de
Primer Bin Repeticio Alelo L1113 (pb) Alelo L3 (pb)
umcl653 6.07 (GAAA), 93 112
bnlg1006 5.00 (AG)20 224 171
bnlg182 1.03 ? 400 112

As reacgdes de amplificagcdo foram realizadas em um volume final de 10
uL contendo 30 ng de DNA, Tris-HCI 1 mM, KCI 50 mM, MgCl; 2 mM, 125 uM
de cada um dos dNTPs, 0,6 uM de cada um dos primers e 1 U da enzima Taq
polimerase. Os ciclos da reagdo de PCR consistiram de uma desnaturagao
inicial a 95 °C por 2 min, nove ciclos de 94 °C por 20 s, 68 °C por 20 s com a
reducdo de 1 °C a cada ciclo e 72 °C por 20 s, seguidos de 15 a 25 ciclos de
amplificacdo a 94 °C por 20 s, 60 °C por 20 s e 72 °C por 20 s, no estudo da
Cinética de Amplificagao.

Os fragmentos amplificados foram observados em géis de agarose 3%
sob eletroforese a 80 V, por 2 h. O gel foi tratado com brometo de etideo (1
mg/mL) e a imagem, capturada pelo Eagle-Eye Il, sob luz UV. As imagens
foram analisadas pelo programa ImageQuaNT® (Molecular Dynamics), para
quantificacdo das intensidades das bandas.

Apods a determinacdo do numero de ciclos ideal para a visualizagao das
diversas proporgdes de DNA das linhagens L3 e L1113-01 nas misturas, novas
amplificagdes foram realizadas para os primers umc1653, bnlg1006 e bnig182,
na tentativa de propor uma metodologia aplicavel a diferentes primers SSRs.
Foram realizadas trés repeticbes para cada primer e o numero de ciclos de
amplificacdo total foi fixado em 30, sendo mantidas as demais condi¢des de

reacao.
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3. RESULTADOS

Otimizac&o da técnica de PCR semiquantitativo em agarose

Cinética da reacéao

O estudo da cinética da reacdo com os primers bnlg182, bnlg1l006 e
umcl653 permitiu a determinacdo do melhor tempo de reacdo, no qual foi
possivel a visualizagao das diferentes propor¢des nas misturas.

Os fragmentos amplificados, observados em agarose 3%, e tratados
com brometo de etidio sob luz UV, foram observados a partir de 28 ciclos de
amplificagdo. As bandas correspondentes aos fragmentos de menor tamanho
se apresentaram mais difusas, em comparagdo com as bandas dos fragmentos
maiores, dificultando a analise da intensidade relativa entre as bandas das

diferentes misturas (Figura 1).

34



L1113-01 Mistura (1:1) Mistura (1:2) Mistura (2:1)

24 26 28 30 32 34 24 26 28 30 32 34 24 26 28 30 32 34 T e Gl 2t 20,32, 34

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. Gel A: produtos da reagao
com amostras de DNA das linhagens L3, L1113-01 e da mistura 1:1.
Gel B: produtos da reagdo com as misturas (1:2) e (2:1). O numero
de ciclos de amplificagao variou de 24 a 34, com intervalo de dois
ciclos.

Apdés a andlise da intensidade das bandas pelo programa
ImageQuaNT®, os valores correspondentes a cada leitura foram plotados em

graficos, como apresentado nas Figuras 2 e 3.
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Figura 2 - Intensidade dos fragmentos amplificados de DNA foliar das linhagens
L3 e L1113-01. As curvas obtidas correspondem a cinética da reagao
de amplificagao pelo primer bnlg182, que variou entre 24 e 34 ciclos.
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Figura 3 - Intensidade dos fragmentos amplificados das misturas de DNA foliar,
nas diferentes proporc¢des das linhagens L3 e L1113-01. As curvas
obtidas correspondem a cinética da reacdo de amplificacdo pelo
primer bnlg182, que variou entre 24 e 34 ciclos. A: produtos da
reacao de amplificagao da mistura 1:1 (15 ng do DNA L3 e 15 ng do
DNA L1113-01). B: produtos da reagdo de amplificagdo da mistura
1:2 (10 ng do DNA L3 e 20 ng do DNA L1113-01). C: produtos da
reacao de amplificagdo da mistura 2:1 (20 ng de DNA L3 e 10 ng de
DNA L1113-01).
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A partir das analises dos graficos, observou-se que a reacado de
amplificacdo com 30 ciclos foi a que melhor representou a fase exponencial,
tanto no DNA gendmico individual quanto nas diferentes misturas, utilizando o
primer SSR bnlgl182. Nos demais primers estudados, embora ndo tenha sido
possivel a observacao grafica da proporgao 2:1 (L3 : L1113-01) em nenhum
momento da curva, considerou-se também o numero de ciclos ideal igual a 30.
Entre os pontos analisados, esse se apresentou ligeiramente anterior ao inicio
da fase de saturagao, correspondendo, ainda, a fase exponencial, em que o
numero de amplificacdes é funcido da quantidade inicial de cada alelo.

O estudo da cinética da reagao de amplificacdo do primer bnlgl82
apontou que, nas misturas do DNA, a amplificagdo do fragmento de maior
tamanho atinge a fase de saturacdo com menor numero de ciclos, e a
intensidade do alelo de menor tamanho foi superior, exceto em alguns ciclos
onde a proporgcao do DNA original foi a metade. Tal perfil de amplificacao indica
que o alelo de menor tamanho foi preferencialmente amplificado na reacao de
PCR. No entanto, tal padrdao de amplificacdo n&o foi constante entre os
diferentes primers SSR, uma vez que a cinética da reagcdo de amplificagdo com
o primer bnlg1006 indicou uma preferéncia pela amplificacdo do alelo de maior
tamanho.

Pdde-se observar ainda que, quanto menor for a diferenca de tamanho
entre os alelos polimérficos, menor sera a diferenga de intensidade entre as
bandas quando o DNA das linhagens € misturado e que o numero de ciclos de
amplificagdo para atingir a fase de saturagao tende a ser mais semelhante. Um
exemplo foi verificado com o estudo da cinética da reagao de amplificagcdo do

primer umc1653, que apresenta 18 pb de polimorfismo (Figura 4).
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Figura 4 - Intensidade dos fragmentos amplificados das misturas de DNA foliar,
na proporgao 1:1 das linhagens L3 e L1113-01. As curvas obtidas
correspondem a cinética da reagcao de amplificacao pelo primer
umcl653, que variou entre 24 e 34 ciclos. Observar que ambas as
curvas atingem a saturagao a partir de 32 ciclos.
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Ajuste de um modelo de regresséo para a reacao de amplificagéo

As analises visuais dos fragmentos produzidos utilizando 30 ciclos de
amplificagdo permitiram a diferenciacdo de quantidades de DNA dos parentais
em cada uma das misturas, embora ndo tenham permitido a observacéo das

proporgoes 1:2 e 2:1, nas misturas 3 e 4, respectivamente (Figura 5).

bnlg182 bnlg1006 umcl653

Figura 5 - Reagao de amplificagdo com 30 ciclos completos para os primers
bnlg182 (gel A), bnlg1006 (gel B) e umc1653 (gel C). As amostras
aplicadas no gel correspondem a reacédo de amplificacdo contendo:
1. 30 ng do DNA da L3; 2. 30 ng do DNA da L1113-01; 3. Mistura
1(L3):2(L1113-01), 10 ng do DNA da L3 e 20 ng do DNA da L1113-
01 e 4. Mistura 2(L3):1(L1113-01), 20 ng de DNA L3 e 10 ng de
DNA L1113-01.

A resolugédo dos fragmentos amplificados pelo primer umc1653 nao foi
suficiente para realizar a analise de intensidade das bandas pelo programa
ImageQuaNT®. Os valores de intensidade observados nas trés repeticbes para
os primers bnlg182 e bnlg1006 foram convertidos para um intervalo entre 0 e
100, sendo a intensidade das bandas das amostras parentais consideradas
100 e as demais, recalculadas por meio de regra de trés simples. Os dados
convertidos foram submetidos a analise de variancia para o teste da hipotese
Ho: Y=Bo+p1X (Tabela 3).

Os valores calculados de F a 5% foram nao-significativos em trés das

analises de variancia, indicando a nao rejeicdo da hipdétese Hy. Apenas a
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analise dos dados relativos a intensidade das bandas do menor alelo do primer
bnlg1006 apresentou um valor de F significativo. No entanto, a escolha do
modelo linear foi mantida, uma vez que o efeito biolégico do numero de doses

diferentes é linear.

Tabela 3 - Analise de variancia dos valores de intensidade das bandas em
cada amplificacdo, utilizando-se as trés repeticbes. A — Primer
bnlg182, alelo presente na linhagem L3 (112 pb). B — Primer
bnlg182, alelo presente na linhagem L1113-01 (400 pb). C — Primer
bnlg1006, alelo presente na linhagem L1113-01 (224 pb). D —

Primer bnlg1006, alelo presente na linhagem L3 (171 pb).

A FVv GL SQ QM Probabilidade
Tratamento 2 1607,8567
Regresséao 1 1604,3028
Desvio da regressao 1 3,5539 3,5539 21,1278%
Residuo 6 10,8871 1,8145
Total 8 1618,7438 R* =99,78%
B FV GL SQ QM Probabilidade
Tratamento 2 132,8049
Regresséo 1 132,2706
Desvio da regressao 1 0,5343 0,5343 100%
Residuo 6 40,0933 6,6822
Total 8 172,8982 R” =99,60%
C FvV GL SQ QM Probabilidade
Tratamento 2 207,1947
Regresséo 1 206,8086
Desvio da regressao 1 0,3861 0,3861 100%
Residuo 6 2,5034 0,4172
Total 8 209,6981 R*=99,81%
D FV GL SQ QM Probabilidade
Tratamento 2 1387,2975
Regresséao 1 1285,1942
Desvio da regressao 1 102,1032 102,1032 1,2668%
Residuo 6 49,7224 8,2871
Total 8 1437,0199 R*=92,64%
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A estimativa do coeficiente de determinacao foi realizada pela razao
entre as somas de quadrados da regressao e tratamento. Os valores
observados variaram entre 92,64 e 99,81%, indicando uma resposta linear da
intensidade da banda em fung¢ao da quantidade de DNA, em nanogramas.

Os parametros da regressdao foram calculados com o auxilio do
Programa Genes (CRUZ, 2001) e também estabelecidos os intervalos de
confianca, a 1% de probabilidade, para cada uma das variaveis independentes

nas diferentes reagdes (Figuras 6 e 7).
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Figura 6 - Modelo de regressdo linear da intensidade dos fragmentos
amplificados pelo primer bnlg182 vs quantidade de DNA em cada
amostra. A — Intensidade da amplificacdo do alelo de 112 pb
presente em L3. B — Intensidade da amplificacdo do alelo de 400
pb presente em L1113-01. A barra vertical indica o intervalo de
confianga calculado para cada conjunto de dados, a 1% de
probabilidade.
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Figura 7 - Modelo de regressdo linear da intensidade dos fragmentos
amplificado pelo primer bnlg1006 vs quantidade de DNA em cada
amostra. C — Intensidade de amplificacdo do alelo de 171 pb
presente em L3. D — Intensidade de amplificagao do alelo de 224
pb presente em L1113-01. A barra vertical indica o intervalo de
confianga calculado para cada conjunto de dados, a 1% de
probabilidade.

No grafico A da Figura 6, pode-se observar a sobreposicdo dos
intervalos de confianga, mostrando que existem valores de intensidade para a
banda correspondente ao alelo de tamanho menor (112 pb), que podem ter
sido amplificados a partir de 10, 20 ou 30 ng de DNA. Andlises realizadas com
base em tal regressao nao sao informativas, pois as amostras que apresentam
valores de intensidades pertencentes ao intervalo em sobreposicdo ndo podem

ser classificadas quanto a dose de alelo. Dentre os dados observados, 67%
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dos valores de intensidade das bandas menores que compdem as misturas
encontram-se nessa regido de sobreposi¢cdo, dessa forma, mais da metade dos
hibridos permaneceu nao informativa, pois nao foi possivel determinar a
quantidade de DNA originaria de cada pai nas mistura, por meio da regressao.

No grafico B da Figura 6, ndo se observou sobreposicdo entre os
intervalos de confianga. No entanto, um dos valores de intensidade observados
durante as analises ndo pertence a nenhum dos intervalos, sendo este um
dado perdido. Entre os nove valores de intensidade que constituiram a analise
de regressao, apenas um nao foi explicado pelo modelo, ou seja, 11% dos
dados foram perdidos.

Os graficos da Figura 7 também n&o apresentaram sobreposi¢des. A
analise de regressao dos valores de intensidade das bandas correspondentes
ao alelo de menor tamanho (171 pb) explicou todos os valores observados. No
entanto, 11% das observagdes nao puderam ser explicadas pela andlise de
regressdo dos valores de intensidade das bandas do alelo de 224 pb,
correspondendo, dessa forma, a mesma porcentagem de dados perdidos na

analise da regressao do alelo maior do loco bnlg182.
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4. DISCUSSAO

Segundo Généthon (2001), o conhecimento da cinética da reacéo é
necessario nesse tipo de estudo, principalmente para se conhecer a fase
exponencial da reacdo de amplificacdo, em que o numero de cépias de um
fragmento é fungao da sua quantidade inicial.

Neste estudo, preocupou-se com a padronizagdo da metodologia, com o
intuito de diferenciar a quantidade de DNA parental nas misturas em diferentes
propor¢des. Dessa forma, a determinagdo 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
numero de cépias de um loco no genoma, por meio da técnica de PCR-SQ.
Para tal, foram padronizadas e mantidas constantes as condicdes
eletroforéticas (tempo e voltagem), concentragcdo de agarose, da solugao-
tampao e da solugdo de brometo de etidio. Os parametros para captura e
analise das imagens dos géis foram padronizados para minimizar qualquer
efeito que ndo fosse ao acaso. Condigdes semelhantes também foram
utilizadas por Marin et al. (2002).

As diferengas quanto a intensidade das bandas no mesmo gel foram
atribuidas ao numero de produtos amplificados. Para o primer bnlg1006 houve
uma amplificacdo preferencial do alelo presente na linhagem L1113-01 (224
pb). Independentemente das diferentes concentragdes iniciais, o alelo de maior
tamanho apresentou maior intensidade em todas as amostras avaliadas,
indicando maior quantidade de moléculas amplificadas. No entanto, os locos
bnlg182 e umc1653 apresentaram ligeira preferéncia pela amplificagdo do alelo

de menor tamanho.
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Neste trabalho, observou-se que a cinética da reagao foi especifica para
cada primer e, em especial, para cada alelo. Deve-se ressaltar ainda que a
diferengca de tamanho entre os alelos polimérficos interfere diretamente na
cinética da reagao, de forma que os primers que apresentam menores
diferencas de tamanho entre os alelos amplificados sdo mais adequados para
estudos de PCR-SQ, em que se pretende diferenciar as doses dos alelos.

O gel de agarose na concentragdao de 3,0% n&o apresentou resolugéo
suficiente para avaliar diferenga menor que 20 pb, e, ainda, a observagao de
bandas difusas foi constante, dificultando a delimitagdo da regido para a
quantificacdo precisa da sua intensidade, sobretudo nos fragmentos de menor
tamanho. Ferreira e Grattapaglia (1996) recomendaram o uso de matriz de alta
resolugdo para a visualizagdo desses fragmentos, como géis de poliacrilamida
corados com brometo de etidio ou prata. Nesta ultima coloragdo, um grande
cuidado deve ser observado quanto a sua padronizagao.

As analises de regressdo da intensidade dos fragmentos gerados apos
30 ciclos de amplificagdo com os primers bnlgl82 e bnlgl006, utilizando-se
misturas com diferentes propor¢cdes dos DNAs parentais, resolveram, em parte,
a falta de informatividade dos individuos heterozigotos. Analisando os valores
de intensidade dos fragmentos amplificados, pelo modelo de regresséo linear
foi possivel concluir quanto as quantidades dos DNAs nas misturas em 17%
das amostras, no primer bnlg182. Ja no primer bnlgl006 as analises foram
conclusivas em 100% das misturas.

Assim, pode-se concluir que a metodologia de PCR-SQ, seguida da
analise de regressdo, pode ser aplicada no mapeamento de QTL com o
objetivo de diminuir o numero de individuos nao informativos de populag¢des
exogamicas. No entanto, ressalta-se que essa metodologia necessita ser
previamente padronizada com o numero de doses dos alelos conhecidos,
limitando-a aos cruzamentos em que pelo menos o gendtipo de um dos
genitores é conhecido, como € o caso das familias de meios-irmaos. Dessa
forma, ainda € necessaria a padronizacdo de uma metodologia capaz de
identificar o numero de cépias de um alelo em descendentes de cruzamentos

em que ambos os genitores s&o desconhecidos.
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CAPITULO 3

Genotipagem do endosperma de milho utilizando marcadores SSR

fluorescentes e PCR semiquantitativo
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1. INTRODUCAO

Uma das aplicagbes mais importantes dos mapas genéticos é a
localizagdo de genes que controlam caracteristicas de importancia econémica,
como producao de graos, altura da planta e teor de proteina, entre outras, as
quais resultam da agdo cumulativa de um conjunto de genes. A idéia de se
utilizar em marcadores genéticos para localizar locos que controlam a
expressdo de um carater quantitativo (QTL) ndo € nova. Segundo Tanksley
(1993), a analise dos dados utilizando marcadores € o procedimento mais
simples para se detectar um QTL. A metodologia de analise baseada em um
unico loco consiste na comparacao estatistica do valor médio do carater para
as distintas classes genotipicas do marcador. Um resultado significativo
denotaria a existéncia de ligagdo entre o marcador e um QTL do carater em
questao (COELHO, 2000).

A selegdo da populagdo para mapeamento envolve a escolha de
genitores e a determinagcédo do tipo de cruzamento, sendo considerada uma
etapa critica para o sucesso da construgdo do mapa (STAUB et al., 1996). No
entanto, independentemente dessa escolha, duas condigdes devem ser
atendidas: maximo de polimorfismo entre os genitores e que os locos estejam
em desequilibrio de ligagdo (PATERSON et al., 1991; TANKSLEY, 1993).

O desequilibrio de ligacdo entre os locos segregantes é atribuido a
ligacao fisica entre os locos e originado do desequilibrio gamético de ligacao,
decorrente, por sua vez, da reducdo na frequéncia de recombinacédo entre
genes situados em regides proximas ao longo de determinado cromossomo
(COELHO, 2000). O desequilibrio de ligagao, decorrente da ligagao fisica entre

os locos, atinge seu ponto maximo nas populagdes derivadas de cruzamentos
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controlados e, como consequéncia, a capacidade de detectar a ligagao também
€ maxima (TANKSLEY, 1993; LIU, 1998).

Em populagbes exogamicas, o conhecimento prévio da fase de ligagao
nem sempre € possivel, pois parte das vezes se desconhece um dos genitores
(populacdes de meios-irmaos) ou até mesmo ambos (populagcdes naturais). A
descendéncia pode ser também resultado de um intercruzamento em que
ambos os genitores apresentam o mesmo marcador heterozigoto e somente a
progénie homozigota é informativa. Em todos esses casos, a descendéncia
heterozigota ndo possibilita, por meio de seu gendtipo, distinguir a origem de
seus alelos em relagcdo aos dois genitores (LIU, 1998). A falta de
informatividade dos individuos heterozigotos faz com que as avaliagdes destes
sejam descartadas das analises de contraste entre médias, ndo contribuindo
para a detecgcdo do QTL. Assim, estratégias de identificagdo da origem dos
alelos, se paternos ou maternos, sdo de grande interesse para se obter uma
estimativa mais acurada na identificacao de QTLs.

Uma possivel forma de inclui-los nas analises é por meio da
genotipagem do seu endosperma, em que se espera que um individuo
heterozigoto, descendente do cruzamento MM, x M{M,, apresentasse um
endosperma MMM, ou M{M;M; quando recebeu do genitor feminino o alelo
M; ou M,, respectivamente. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi
desenvolver uma metodologia de genotipagem de endosperma de milho, para
utiliza-la na identificagdo da origem dos alelos em individuos heterozigotos até

entao nao-informativos.
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2. MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Foram utilizadas folhas e sementes das linhagens endogamicas de milho
L3 e L1113-01 cedidas pelo Programa de Melhoramento de Milho da Embrapa
Milho e Sorgo, bem como sementes originadas do cruzamento reciproco e de
seu entre essas linhagens. Os procedimentos moleculares foram realizados no
Laboratério de Biologia Molecular do Nucleo de Biologia Aplicada da Embrapa
Milho e Sorgo, de Sete Lagoas, MG.

Sementes oriundas do cruzamento entre as linhagens L3 e L1113-01,
cujo genitor feminino foi a linhagem L3, foram nomeadas como hibrido L3 X
L1113-01, enquanto as sementes do cruzamento reciproco, cujo genitor

feminino foi L1113-01, receberam a denominacgao de hibrido L1113-01 X L3.

Extracdo de DNA do endosperma

O DNA do endosperma foi extraido como descrito por Leiva (2003).
Apds a remogao do pericarpo com o auxilio de uma lamina de barbear,
aproximadamente 100 mg de endosperma, cerca de 1/3 do peso da semente,
foram moidos até a obtencdo de um po fino. A quantidade de endosperma
removido foi determinada de acordo com o rendimento das diferentes
quantidades extraidas e com os resultados do teste de germinagdo de
sementes realizado no Capitulo 1, onde a remoc¢ao de até 50% do endosperma

em peso nao comprometeu a viabilidade da semente.
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Ao endosperma moido foram adicionados 600 uL de tampao de extragao
(Sarcosil 1%; Tris-HCI 100 mM, pH 8,0; NaCl 100 mM; EDTA 200 mM, pH 8,0)
sob agitacdo no vortex por 20 segundos, seguido de homogeneizagcdo a
temperatura ambiente por 15 min. Apos esse periodo, uma lavagem com igual
volume de fenol e de uma mistura de cloroférmio-octanol na proporgao (24:1)
foi realizada por 20 min. O material foi centrifugado a 15.000 xg e o
sobrenadante transferido para outro tubo, onde foi realizada uma nova lavagem
com cloroférmio-octanol (24:1), por 5 min. Apos a centrifugagdo a 15.000 xg
por 10 min, o sobrenadante foi removido para um novo tubo e tratado com 5 uL
de RNAse A (10 mg/mL) a 37 °C, por uma hora. Em seguida, o DNA foi
precipitado com 450 pL isopropanol a -80 °C por 30 min e centrifugado a
15.000 xg por 10 min. O sedimento foi lavado com etanol 70% por 5 min e
secado a temperatura ambiente por 24 h.

A quantificagdo do DNA foi realizada em gel de agarose 0,8%,
utilizando-se um padrdo de DNA de fago lambda com concentragdo conhecida.
Apoés a eletroforese realizada a 60 V durante 30 min, o gel foi tratado com
brometo de etideo (1 mg/mL) e visualizado sob luz ultravioleta, no Eagle Eye Il

(Stratagene).

Extracdo de DNA foliar

Devido a pouca quantidade de DNA extraida do endosperma,
inicialmente optou-se pela utilizagdo do DNA gendmico foliar na etapa de
otimizagao da técnica de PCR semiquantitativo. Dessa forma, extraiu-se o DNA
das linhagens parentais, segundo o método descrito por Saghai-Maroof et al.,
1984.

A quantificacdo e as misturas do DNA das linhagens parentais foram

realizadas conforme descrito no Capitulo 2.
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Otimizagdo da metodologia de PCR semiquantitativo com marcadores SSR
fluorescentes em poliacrilamida a partir das misturas de DNA foliar

Foram utilizados nove primers SSRs marcados com as fluorescéncias:
azul (6-FAM), verde (HEX) ou amarelo (NED), na extremidade 5’ do primer
forward. Os primers foram previamente selecionados no banco de dados da
Embrapa Milho e Sorgo como sendo polimérficos entre as linhagens parentais
(PADILHA, 2002). A Tabela 1 descreve as caracteristicas dos primers SSR
selecionados.

O material inicialmente amplificado foram as misturas de DNA foliar dos

parentais apresentadas no Capitulo 2.

Tabela 1 - Primers SSR polimérficos selecionados. Bin corresponde a
localizagdo no genoma e as sequUéncias, aos nucleos de
repeticao especificos para cada primer. Os valores em pb
correspondem ao tamanho dos alelos presentes em cada uma
das linhagens parentais (L3 e L1113-01), e na coluna a direita
estao os valores de fluorescéncia correspondentes

Primer Bin Seqiiéncia L1113-01 (pb) L3 (pb) Fluorescéncia
umc2025 1.05 (AGCT), 130 123 FAM
bnig1208 5.03 (AG)10 104 97 FAM
mmc041 1.08 (CA), 164 174 HEX

dup024 2.08 (GA)16 106 118 NED
umc1016 7.02 (CT)2s 116 102 FAM
umcl1653 6.07 (GAAA), 93 112 HEX

phi053 3.05 (ATAC) 195 169 NED
bnig1006 5.00 (AG)20 224 171 HEX
bnlg182 1.03 ? 400 112 FAM

As reacdes de amplificacdo foram realizadas isoladamente em cada
fluorescéncia, seguindo-se os parametros descritos por Padilha (2002). Foram
utilizados 30 ciclos de amplificagdo, conforme previamente estabelecido para

as condicdes em gel de agarose no Capitulo 2.

52



Os produtos finais da reacdo de PCR de cada uma das trés
fluorescéncias foram diluidos, separadamente, nas proporgdes de 1:50, 1:20 e
1:15, respectivamente para 6-FAM, HEX e NED. Um volume de 3 ulL da
diluicdo foi misturado com 1,0 uL de formamida e 0,4 uL do corante blue
dextran. As amostras foram desnaturadas a 95 °C durante 3 min e mantidas no
gelo até a sua aplicagao no gel desnaturante de poliacrilamida 5%. Foi aplicado
1,5 uL da amostra desnaturada, e os produtos amplificados foram separados
por eletroforese a 2000 V durante 3 h, no sequenciador ABI Prism 377 (Applied
Biosystems).

A intensidade dos fragmentos amplificados foi analisada pelo programa
Genescan 2.1 (Applied Biosystems) e quantificada em fungéo da fluorescéncia
emitida em cada pico dos eletroferogramas. Os primers que apresentaram o
padrao de amplificagdo com bandas stutter foram desconsiderados devido as

dificuldades de mensuragao na intensidade dos picos.

Genotipagem de endosperma pela metodologia de PCR semiquantitativo

A reacado de amplificacdo do DNA de endosperma foi realizada, assim
como a amplificacdo do DNA foliar no Capitulo 2, exceto a quantidade de DNA,
que foi reduzida para 20 ng de DNA endospermatico.

Para avaliar a repetibilidade dos valores de intensidade encontrados,
foram calculadas as razbes de intensidade de fluorescéncia entre os picos
correspondentes ao alelo recebido do genitor L3 e L1113-01. Em cada hibrido
L3 x L1113-01 e L1113-01 x L3, extraiu-se DNA de trés sementes diferentes
que constituiram as réplicas biologicas, e foram realizadas trés reacbes de
amplificacdo para cada amostra (réplicas experimentais). Assim, foram feitas
18 reagbes para cada par de primers, as quais foram analisadas segundo o
delineamento inteiramente casualizado com trés tratamentos, que constituiram
as amostras de um mesmo gendtipo e trés repeticdes. O produto da
amplificacdo do DNA dos parentais foi utilizado como controle positivo ou

negativo durante as analises.
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3. RESULTADOS

Extragcdo do DNA de endosperma

A adaptagao do protocolo descrito por Leiva (2003) para o isolamento do
DNA de endosperma permitiu a extracado de DNA das linhagens e dos hibridos
suficientes para a realizacdo das analises. Apos extragdes em diferentes
quantidades de endosperma e respeitando a quantidade minima estabelecida
no Capitulo 1, para a nao-destruicdo da viabilidade da semente observou-se
maior rendimento de DNA nas amostras de 100 mg de endosperma, o que
correspondeu a um terco do peso total. A eficiéncia de extracao foi de 71,15%.
Embora algumas extragdes apresentassem precipitado apos a lavagem com
etanol, a quantidade de DNA néo foi suficiente para ser quantificada em gel de
agarose 0,8% corado com brometo de etideo.

O rendimento de DNA por semente foi, em média, de 250 ng, o que
permitiria realizar aproximadamente 10 reagcdes de amplificagdo. Assim, optou-
se por realizar as otimizacdes das reacdes de PCR semiquantitativo utilizando

as mesmas misturas de DNA foliar das linhagens mencionadas no Capitulo 2.
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Otimizagdo da metodologia de PCR semiquantitativo com marcadores SSRs
fluorescentes em poliacrilamida a partir das misturas de DNA foliar

A analise dos produtos do PCR semiquantitativo indicou que tanto as
condi¢cbes de reacdo previamente estabelecidas quanto o numero de ciclos
igual a 30 se aplicam as reagbes com marcadores fluorescentes e eletroforese
em poliacrilamida, permitindo a observagao das diferentes propor¢gdes de DNA
parental nas misturas.

O calculo da intensidade das bandas, resultantes da reacdo de
amplificacdo do primer umcl1653, realizado pelo programa Genescan 2.1,
permitiu diferenciar a mistura 1:2 da mistura 2:1. A razdo entre os valores de
intensidade de fluorescéncia (RIF) dos produtos de amplificacdo da mistura 1:2
se aproximou a 2,16, indicando que o numero inicial de alelos da linhagem
L1113-01 € o dobro em relagédo ao numero de alelos da linhagem L3, nessa
mistura. Enquanto a RIF na analise da mistura 2:1 se aproximou de 0,53,
indicando que o numero inicial de alelos da linhagem L1113-01 é a metade em
relacdo ao numero de alelos da linhagem L3.

Os valores de intensidade observados tanto nas linhagens parentais
quanto nas misturas foram plotados em eletroferogramas representados na

Figura 1.
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Figura 1 - Eletroferograma dos valores de intensidade observados nos
produtos de amplificagdo do primer umcl653: A — produto da
reacado de amplificacédo realizada com DNA da linhagem L3. B —
produto da reacdo de amplificagdo realizada com DNA da
linhagem L1113-01. C — produtos da reagdo de amplificacéo
realizada com a mistura 1:2 (10 ng do DNA L3 e 20 ng do DNA
L1113-01). D — produtos da reacdo de amplificacdo realizada
com a mistura 2:1 (20 ng do DNA L3 e 10 ng do DNA L1113-01).
O eixo horizontal corresponde ao tamanho em pares de bases
do fragmento detectado, enquanto no eixo vertical estdo os
valores de intensidade dos picos.

As reacgbes de PCR-SQ realizadas com os outros primers apresentaram
comportamento semelhante. Pdde-se observar, ainda, que as razdes de
intensidade de fluorescéncia se aproximam mais dos valores de 0,5 ou 2,0
quando as amostras aplicadas no gel foram mais diluidas (1:50).

Um total de nove primers foi analisado, sendo que trés foram
descartados por apresentarem padrao de bandas stutter, o que dificultou a
determinacdo da intensidade das bandas. Dentre os seis primers que nao

apresentaram bandas stutter, apenas os primers bnlg1208 e umc2025 foram os
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escolhidos para o estudo da amplificacdo do DNA endospermatico, devido a

limitagdo das quantidades de DNA e da necessidade de repeticdes.

Genotipagem de endosperma utilizando PCR semiquantitativo

Os produtos de amplificacdo dos primers bnlg1208 e umc2025 foram

plotados em eletroferogramas (Figuras 2 e 3).
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Figura 2 - Eletroferograma dos valores de intensidade observados nos produtos
de amplificacdo do primer bnlgl208: A — produto da reacdo de
amplificacdo realizada com DNA do genitor L3. B — produto da
reacao de amplificagéo realizada com DNA do genitor L1113-01. C —
produtos da reacdo de amplificacdo realizada com DNA do hibrido
(L3 x L1113-01). D — produtos da reacdo de amplificagédo realizada
com DNA do hibrido (L1113-01 x L3). O eixo horizontal corresponde
ao tamanho em pares de bases do fragmento detectado, enquanto
no eixo vertical estdo os valores de intensidade dos picos.
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Figura - Eletroferograma dos valores de intensidade observados nos produtos
de amplificacdo do primer umc2025: A — produto da reacédo de
amplificagao realizada com DNA do genitor L3. B — produto da reacao
de amplificagdo realizada com DNA do genitor L1113-01. C — produtos
da reacao de amplificagao realizada com DNA do hibrido L3 x L1113-
01. D — produtos da reacdo de amplificagdo realizada com DNA do
hibrido L1113-01 x L3. O eixo horizontal corresponde ao tamanho em
pares de bases do fragmento detectado, enquanto no eixo vertical
estao os valores de intensidade dos picos.

A partir da analise de intensidade dos picos pelo programa Genescan
2.1, foram calculadas as razdes de intensidade de fluorescéncia (RIF) entre os
valores de intensidade das bandas do alelo recebido do genitor L3 e L1113-01
(Tabela 2).

58



Tabela 2 - Razao de intensidade de fluorescéncia entre os valores de
intensidade das bandas correspondentes aos alelos doados pelo
genitor L3 e L1113-01, amplificados pelos primers bnlg1208 e
umc2025. Os tratamentos A e C representam repeticdes
biolégicas do hibrido cujo genitor materno € L3, enquanto os
tratamentos B e D sdo repetigdes bioldgicas do hibrido cujo
genitor materno é L1113-01. R1, R2 e R3 sao repeti¢cdes
experimentais

Primer bnlg1208

Hibrido L3 x L1113-01 R1 R2 R3
Tratamento A A1 2,0570 1,8407 1,6222
A2 1,7460 1,6227 1,9388
A3 1,9633 1,6746 1,6920
Hibrido L1113-01 x L3
TratamentoB  B1 0,5072 0,5498 0,5010
B2 0,5420 0,6776 0,4821
B3 0,6151 0,6100 0,4986

Primer umc2025

Hibrido L3 x L1113-01 R1 R2 R3
TratamentoC  C1 1,6601 1,9566 1,7852
C2 1,4786 1,5518 2,0393
C3 1,5600 2,2060 1,6456
Hibrido L1113-01 x L3
TratamentoD D1 0,5931 0,4923 0,5960
D2 0,4485 0,4837 0,5561
D3 0,5223 0,5272 0,5593

Por meio da analise de variancia dos dados obtidos pela razdo de
intensidade de fluorescéncia referente aos hibridos L3 x L1113-01 e L1113-01
x L3, sob a hipdétese Hyo: m1 = m., = mg, verificou-se que nao existiram
diferencgas significativas a 5% de probabilidade, entre as médias das réplicas

bioldégicas, em nenhum dos tratamentos (Tabela 3).

59



Tabela 3 - Resumo da analise de variancia dos dados obtidos pela razdo de
intensidade de fluorescéncia sob a hipotese Hp: m1=m.;=mg, a
5% de probabilidade. CV (%) € o coeficiente de variagdo de cada
conjunto de dados

Primer bnlg 1208

FV GL SQ QM F CV (%)
Tratamento A 2 0,0091 0,0045 100% 10,1116
Residuo 6 0,1977 0,0330 NRH,
Total 8 0,2068
FV GL SQ QM F CV (%)
Tratamento B 2 0,0054 0,0027 100% 12,8015
Residuo 6 0,0301 0,0050 NRH,
Total 8 0,0355
Primer umc 2025
FV GL SQ QM F CV (%)
Tratamento C 2 0,0252 0,0126 100% 15,9669
Residuo 6 0,4764 0,0794 NRH,
Total 8 0,5017
FV GL SQ QM F CV (%)
Tratamento D 2 0,0063 0,0032 32,1858% 9,0343
Residuo 6 0,0138 0,0023 NRH,
Total 8 0,0201

De forma semelhante, por meio da analise de variancia dos dados
obtidos pela razdo de intensidade de fluorescéncia verificou-se que ndo houve
diferencas significativas entre as médias das repeticdes experimentais. Em
nenhum dos tratamentos os valores de probabilidade calculados foram
inferiores a 5% de probabilidade.

Uma vez ndo rejeitadas as hipoteses de nulidade das andlises de
variancia, considerou-se nas analises posteriores que, para cada tratamento,
existiram nove repeticoes.

Para a diferenciagdo quanto as razdes entre os valores de intensidade
das bandas nos hibridos L3 x L1113-01 e L1113-01 x L3, realizou-se o teste t a

5% de probabilidade, para andlise do contraste entre as médias dos
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tratamentos A e B, C e D, que correspondem as amplificacbes pelos primers
bnlg1208 e umc2025.

Inicialmente, as varidncias dos dois conjuntos de dados para cada
primer foram comparadas pelo teste Fnax, de Hartley (HARTLEY, 1950) (Tabela
4).

Tabela 4 - Teste Fnax, de Hartley, a 5% de probabilidade

Primer bnlg1208 Ho: 6% = 6%s € Ha: 6°s > 6%
G’ o’al 65
oA 0,0259 2,4228%
o8 0,0058 RHo
Primer umc2025 Ho: 0'2c = GZD e Ha: 620 > 0'2D
o’ o’c/ 6%
o’c 0,0627 7,0818. 10°%
o’ 0,0025 RHo

Rejeitadas as hipoteses de nulidade, o valor de t foi calculado por meio
da equacéo 1, que segue aproximadamente a distribui¢ao t, de Student com n*

graus de liberdade, em que n* pode ser calculado por meio da equacao 2.

(1) X-Y

(2) 2 «2)?
(Sx Sy
7_1’_7
n* = Ty
2 2\2
2
nx + ny
n-1 n,-1
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A hipoétese de nulidade Hp: ma = mg foi rejeitada, com a probabilidade de
apenas 7,5868.107 e 11 graus de liberdade, indicando a existéncia de uma
diferenca significativa entre os conjuntos de médias que compuseram o0s
tratamentos. Assim, a partir das amplificagdes com o primer bnlg1208 foi
possivel diferenciar os dois grupos de hibridos do cruzamento entre L3 e
L1113-01, quanto ao valor da razdo de intensidade de fluorescéncia que reflete
0 numero de copias de cada alelo correspondente no genoma do endosperma.

Semelhantemente, a hipétese de nulidade Ho: mc = mp foi rejeitada com
probabilidade de 8,0417. 10° com nove graus de liberdade, indicando a
existéncia de uma diferenga significativa entre os conjuntos de médias que
compuseram cada tratamento. Assim como as amplificagbes com o primer
bnlg1208, as reagdes com o primer umc2025 permitiram diferenciar os dois
grupos de hibridos do cruzamento entre L3 e L1113-01, quanto ao valor da
razao de intensidade de fluorescéncia das bandas correspondentes aos alelos
doados pelo genitor L3 e L1113-01, que reflete o numero de copias de cada
alelo correspondente no genoma do endosperma.

Em seguida, foi estabelecido um intervalo de confiangca, a 1% de

probabilidade, para cada conjunto de dados (Tabela 5).

Tabela 5 - Intervalo de confianca dos valores da razdo de intensidade de
fluorescéncia (RIF), a 1% de probabilidade e oito graus de
liberdade, para cada tratamento

Tratamento Intervalo de Confianca
1,615 <RIF £1,975

B 0,466 < RIF < 0,636
Cc 1,484 < RIF < 2,045
D 0,475 <RIF <0,587
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4. DISCUSSAO

Extracdo do DNA de endosperma e foliar

As diferencas observadas nas concentracdes de DNA extraido do tecido
foliar e endospermatico podem ser explicadas por variagdes especificas de
cada tecido, como o numero e tamanho das células, a taxa de divisdo celular e
a quantidade de DNA extracelular, ou, mesmo, por diferengas na composicao
quimica e estrutural desses tecidos (RAMOS et al., 2006). A baixa eficiéncia de
extragdo do DNA de endosperma, quando comparada com DNA foliar, pode
ser atribuida a perda de DNA pelo tecido endospermatico durante a fase de
acumulo de reservas nas sementes. Quando o amido é formado, ocorrem
rupturas em organelas e o conteudo celular é modificado, com redugao
expressiva na quantidade de acidos nucléicos, culminando com a morte da
célula e total preenchimento pelas reservas de amido (McDONALD et al.,
1995).

As sementes sao estruturas de multiplicacdo vegetal, com tecido de
reserva rico em carboidratos, lipidios e proteinas, responsaveis pelos
suprimentos do embrido durante o processo de germinacdo (CARVALHO;
NAKAGAWA, 2000). Essas substancias de reserva dificultam o isolamento do
DNA, exigindo maior numero de lavagens com solvente organico (cloroférmio-
alcool isolamilico), durante o protocolo de extragao. Esse procedimento implica,
também, redugdo na quantidade total de DNA isolado, pois parte dessas
moléculas ndo se separa de outros compostos organicos e €,
consequentemente, descartada (RAMOS et al., 2006).
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O baixo rendimento nas extragdes realizadas limitou o estudo. Dessa
forma, optou-se por utilizar misturas em diferentes propor¢cées do DNA foliar,
na tentativa de simular a ocorréncia no endosperma e validar a metodologia e
as condicbes de reagbes preestabelecidas em eletroforese em agarose. A
utilizacao das misturas em diferentes proporgoes foi uma alternativa viavel,
uma vez que refletiu bem a situagao real observada no endosperma, no qual a
quantidade do DNA de origem materna € o dobro da quantidade do DNA

paterno.

Otimizacdo da metodologia de PCR semiquantitativo com marcadores SSRs
fluorescentes em poliacrilamida e genotipagem do endosperma

Os parametros da metodologia de PCR semiquantitativo anteriormente
determinados se aplicaram a PCR-SQ com primers fluorescentes e eletroforese
em gel de poliacrilamida, pois as analises das misturas de DNA dos parentais
L3 e L1113-01 permitiram diferenciar a quantidade inicial do DNA parental em
cada uma das misturas.

A eficiéncia da reacdo de amplificacdo do DNA de endosperma foi
apenas de 29,37%, possivelmente a qualidade das extragbes foi prejudicada
devido a quantidade elevada de impurezas associadas ao DNA isolado a partir
de sementes, o que pode ter impedido o acesso da Taq polimerase ao DNA-
molde durante a reagao. Tal fato também explica a necessidade de aplicagao,
no gel de amostras, das reagées com DNA endospermatico menos diluidas
para melhor observacao, pois, mesmo que a reacao tenha ocorrido, ela pode
ter sido prejudicada pela menor disponibilidade de DNA-molde a ser
amplificado (RAMOS et al., 2006).

A utilizagdo da raz&o entre os valores de intensidade de fluorescéncia
dos alelos amplificados mostrou ser uma boa alternativa diante da discrepancia
dos valores observados de intensidade nas diferentes repeticbes de cada
amostra. Utilizando os primers bnlg1208 e umc2025, os valores das razodes
observadas puderam ser agrupados em apenas dois grupos, os hibridos do

cruzamento L3 x L1113-01 e os do cruzamento L1113-01 x L3, uma vez que a
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analise de variancia ndo mostrou diferengas significativas entre as médias que
compunham cada grupo.

O contraste entre as médias das razdes dos dois grupos de hibridos
mostrou-se significativo. Dessa forma, foi possivel distingui-los a 5% de
probabilidade quanto a razdo entre os valores de intensidade dos alelos
derivados dos dois parentais. A utilizacdo de marcadores microssatélites
fluorescentes e a adaptagcdo da metodologia de PCR semiquantitativo foram
eficientes em discriminar a origem do endosperma.

A determinacao do intervalo de confianga no estudo de cada primer, em
particular para cada hibrido, permitiu agrupar um individuo quanto a razdo dos
valores de intensidade dos alelos amplificados. Assim, foi possivel discriminar a
origem destes. Valores da razdo de intensidade de fluorescéncia que nao
foram contemplados nos respectivos intervalos podem ser considerados dados
perdidos. Dessa forma, dos 36 valores de razdo de intensidade de
fluorescéncia deste trabalho, 33% seriam perdidos se ndo houvesse repeticoes
experimentais.

O estabelecimento da origem de cada alelo faz que individuos
heterozigotos, até entdo nao informativos e por isso ndo computados nas
analises de contraste para a determinagdo de um QTL, possam ter suas
analises consideradas, permitindo maior acuracia no mapeamento de
populagdes exogamicas.

Ressalta-se que a metodologia de PCR semiquantitativo, aqui
apresentada, tem como vantagem o baixo custo, quando comparada com a
metodologia de PCR em tempo real. Ainda, ndo necessita de uma amostra-
padrdao de DNA com quantidades conhecidas de cada alelo, podendo ser
aplicada a qualquer tipo de populagao, da qual seja possivel extrair DNA de
endosperma suficiente para as analises, diferentemente da metodologia

descrita no capitulo anterior.
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3. CONCLUSOES GERAIS

A genotipagem de endosperma utilizando marcadores SSRs e PCR
semiquantitativos € uma alternativa eficiente para determinar a origem alélica
nos descendentes heterozigotos.

A retirada de parte do endosperma e pericarpo n&o afetou a germinagao
do embrido. Até 50% da massa do endosperma pode ser removida sem
prejuizo da germinagao, o que correspondeu, em média, a 175 mg.

As baixas eficiéncias da extracdo de DNA endospermatico e de
amplificacdo representam uma limitacdo a utilizacdo da genotipagem de
endosperma como ferramenta para diminuir o numero de descendentes néo
informativos. Dessa forma, recomenda-se um trabalho de otimizagdo desses
processos para aumento da eficiéncia.

A metodologia de PCR semiquantitativo em gel de agarose, seguida da
analise de regresséao, pode ser utilizada como ferramenta no mapeamento de
QTL, com o objetivo de diminuir o numero de individuos n&o informativos em
populacdes exogamicas onde, pelo menos, o genétipo de um dos genitores €
conhecido, como é o caso das familias de meios-irmaos.

A metodologia de PCR semiquantitativo com marcadores SSRs
fluorescentes possibilitou distinguir dois grupos de hibridos do cruzamento
entre L3 e L1113-01, quanto ao numero de copias dos diferentes alelos no
endosperma, identificando a origem desses, independentemente do
conhecimento prévio do gendtipo de um dos genitores, podendo ser aplicada a
qualquer tipo de populagao e, conseqlientemente, aumentando a acuracia na
detecgéo de QTLs.
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Ambas as metodologias aqui apresentadas tém como vantagem o baixo

custo, em comparagdo com a metodologia de PCR em tempo real.
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