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O fungo Pyricularia grisea é o agente etiolégico da brusone, principal doenga da
cultura do arroz e responsavel por grandes prejuizos em todo o mundo. Esse fungo possui
alta variabilidade genética. Kachroo et al. (1994) encontraram seqliéncias nucleotidicas
repetidas em torno de 100 vezes ao longo do genoma de P. grisea, denominando Pot-2.
Para a utilizagdo desse elemento repetitivo como marcador molecular, € utilizada a
amplificacéo por PCR de seqliéncias repetitivas do genoma (rep-PCR) (Louws et al., 1994),
uma das técnicas moleculares mais usadas no estudo de diversidade genética de
patégenos. A rep-PCR, adaptada por George et al. (1998), para P. grisea, baseia-se na
amplificagédo de regides intermedidrias aos elementos Pot-2, gerando fragmentos de
tamanhos variados.

A visualizagao dos fragmentos gerados por rep-PCR é geralmente feita através de
géis de agarose de 0,9 a 1,5%. No entanto, a separagao de fragmentos com diferenga de
poucos pares de bases pode ser prejudicada, necessitando de otimizagbes quanto a
concentragdo do gel e ao tempo de corrida. Porém, nem sempre esse problema torna-se
perceptivel e a analise pode ser comprometida. Por outro lado, é conhecida a propriedade
de alta resolugé@o dos géis de poliacrilamida (PAA) revelados por autoradiografia ou nitrato
de prata (Stift et al, 2003). O gel de PAA é muito utilizado em técnicas como o AFLP
(Amplified Fragments Length Polimorphism) e microssatélites, destacando-se
principalmente na qualidade da visualizagdo e separagdo de pequenos fragmentos. A
adequacéao desta técnica para a visualizagdo dos fragmentos gerados nas reagées de rep-
PCR torna-se promissora.

O objetivo deste trabalho foi verificar a diferenga entre os padroes de bandas
amplificadas por rep-PCR de P. grisea visualizadas em géis de poliacrilamida (4%) e
agarose (0,9%).

Para a obtengédo das amostras de DNA, foram coletados fragmentos de papel-filtro
com sobreposigcao de micélio provenientes de cepas de P. grisea cultivadas em placas de
Petri com 20 mL de meio BDA sélido, conforme metodologia proposta por Scoz et al.
(2006). As amostras foram armazenadas em tubos de 2 mL e maceradas com nitrogénio
liquido, e a extragdo do material genético foi baseada no protocolo descrito por Scott, et al.
(1993). Foram adicionados 750 uL do tampao de extragdo (NaCl 250 mM, Tris-HCI 100
mM, EDTA 100 mM, pH 8,0) e 750 uL de SDS 10%. Apos incubagéo de 30 min a 65°C,
adicionaram-se 300 uL de acetato de potassio e incubou-se a -20 °C por 10 min.
Centrifugou-se a 15.560 x g por 15 min, e o sobrenadante foi transferido para novo tubo,
acrescido de 750 L de isopropanol, e incubado a -20 °C por 10 min. Realizou-se, entdo
uma centrifugacéo a 15.560 x g por 15 min. O precipitado foi lavado com etanol 70%, seco
em camara de fluxo e diluido em 40 pL de tampéo TE (Tris-HCL 100mM ; EDTA 1mM).
Posteriormente foi realizado tratamento com RNase A. A quantificagdo e a qualificagcdo do
DNA foi feita através de Fluordmetro (Bio-Rad VersaFluor™) com corante Hoechst 33258 e
corrida eletroforética por 90 min em géis de agarose 0,8% corados com SYBR® Safe
(Invitrogen).

O DNA genbmico de P. grisea foi submetido a técnica de rep-PCR, nas condigoes
descritas por George et al. (1998), em reagdes de 25 pL, com 75 ng de DNA gendmico de
P. grisea, 3 mM de MgCl,, 600 uM de dNTPs, 2 U de Tag DNA polimerase Platinum, 0,5



UM de cada iniciador (Pot2-1 e Pot2-2) e 5% de DMSO, sendo o volume completado com
tampao de PCR (Tris-HCI 20 mM, pH 8,4, KCI 50 mM).

A ciclagem se deu em um termociclador PTC-100 (M.J. Research, Inc.), nas
seguintes condi¢oes: desnaturagao inicial de 2 min 30 seg a 95 °C; quatro ciclos de 1 min a
94 °C, 1 min a 62 °C e 10 min a 65 °C; 26 ciclos de 30 seg a 94 °C, 1 min a 62 °C e 10 min
a 65 °C; e extensao final de 15 min a 65 °C.

Os produtos de amplificagao foram submetidos a dois processos de separagao: (i)
eletroforese vertical em gel de poliacrilamida 4%; e (ii) eletroforese horizontal em gel de
agarose 0,9%. Para estimativa do tamanho dos fragmentos em ambos os processos, foi
utilizado o marcador de peso molecular 1 kb Plus (Invitrogen®).

No procedimento (i), a visualizagdo e leitura do produto da rep-PCR foram
realizadas a partir de uma aliquota de 10 pL de cada amostra, que misturadas ao corante
foram submetidas a eletroforese vertical em gel ndo desnaturante de poliacrilamida (4%),
utilizando TEB na composigao do gel e como tampao de cuba. A voltagem foi de 150 V por
aproximadamente seis horas. Apds a eletroforese, iniciou-se o procedimento de revelacdo
do gel, incubando-o em solugéo fixadora (20 mL de etanol absoluto e 1 mL de &cido acético
glacial, completando o volume para 200 mL com agua destilada) por 20 min. Em seguida,
retirou-se a solugdo fixadora acrescentando uma solugdo de nitrato de prata (0,5 g de
AgNOS3, 50 mL de solugéo fixadora, completando o volume para 150 mL) por 25 minutos.
Lavou-se o gel com agua destilada e posteriormente adicionou-se solugao reveladora (6g
de NaOH, 600 pL de formaldeido P.A., completando o volume para 200 mL), até a
visualizagdo dos fragmentos (aproximadamente 20 a 30 min). Apos lavagem do gel com
agua destilada, o mesmo foi imerso na solugao fixadora por 10 min, sendo posteriormente
embrulhado com celofane e escaneado.

No procedimento (ii), os fragmentos foram submetidos a uma corrida eletroforética
em cuba horizontal 15 x 13 cm em gel de agarose de 0,9% por 3 horas e tampao de corrida
TBE, corado com SYBR® Safe (Invitrogen). Os fragmentos foram visualizados em um
transluminador com lampada ultravioleta (UV), os quais foram fotodocumentados em um
aparelho Vilbert-Loumart acoplado a uma cémara CCD e impressos em papel
termosensivel em impressora Sony.

Os géis foram avaliados quanto a resolugédo, consisténcia e niumero de fragmentos
visiveis em ambas as técnicas. Pode-se observar, pela Figura 1, a melhor resolugdo de
bandas obtida pela corrida eletroforética em gel de poliacrilamida, comparada com a
resolugcdo obtida em gel de agarose. Neste Ultimo, apenas seis bandas sdo visualizadas,
enquanto que no gel de poliacrilamida, pelo menos dez bandas sdo visualizadas, nas
condicdes em que os géis foram corridos. A poliacrilamida proporcionou também uma
melhor separagdo das bandas. Resultados semelhantes sédo relatados por Stift et al.
(2003).

Conclui-se, portanto, que a utilizagdo de géis de poliacrilamida leva a vantagens
com relagdo a numero, separagao e visualizagao de bandas de produtos de rep-PCR de
Pyricularia grisea, comparada a utilizagdo de géis de agarose. Além disso, os custos de
géis de poliacrilamida corados com nitrato de prata sdo menores do que os custos de géis
de agarose corados com SYBR® Safe.
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Figura 1. Secdes correspondentes de um gel de agarose corado com SYBR® Safe (A) e
de um gel de poliacrilamida corado com nitrato de prata (B). Os mesmos produtos de
amplificagédo de DNA de Pyricularia grisea por rep-PCR foram corridos em ambos os géis,
sendo que as setas indicam bandas correspondentes em cada um dos géis. ltajai, SC,
2007.



