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Introducao

A maior parte do trigo consumido no Brasil é
importada, aumentando os custos de uma grande
variedade de produtos fabricados com esta matéria-
prima. Na tentativa de obter material genético com
caracteristicas agronémicas semelhantes as do trigo e
diminuir os custos para a producéao e aquisicao deste
cereal, foi produzido o triticale, por meio do
cruzamento do trigo com o centeio. Nascimento Junior
et al. (2008) evidenciaram que a adicao de farinha de
triticale em farinha de trigo seria uma alternativa para
a reducao da dependéncia do trigo importado. Além
disso, o triticale apresenta algumas caracteristicas
importantes para a producao: rusticidade, tolerancia a
solos acidos e resisténcia a diversas doencas, sendo
uma opcao para ocupar e proteger o solo durante o
inverno, além de apresentar caracteristicas especiais
que contribuem para a melhoria da producao de
biscoitos, massas e bolos. No entanto, o seu uso na
alimentacao humana ainda é limitado quando
comparado ao trigo, que apresenta um tipo de gluten
de qualidade superior para panificacao (BRUM et al.,
1998; PRADO et al., 2000). As propriedades fisico-
guimicas do trigo e triticale sdo similares, o que
dificulta a diferenciacao entre farinhas de trigo e de
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triticale, que podem ser misturadas sem que o
comprador consiga identificar a mistura. Devido a
crescente demanda pela certificacdo de origem da
farinha de trigo, surge a necessidade da aplicacao de
metodologias moleculares que garantam a auséncia de
triticale.

Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar
variedades de trigo e de triticale usando métodos
moleculares que permitem a identificacao de
diferencas no perfil genotipico de cada espécie, o que
sera importante no desenvolvimento de metodologia
molecular para deteccao de adicao de triticale em
farinha de trigo.

Material e Métodos
Amostras de trigo e de triticale

As amostras de trigo e triticale foram obtidas junto a
Embrapa Trigo. Estas foram pesadas em triplicata
para
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As amostras de trigo e de triticale foram pesadas
(100 mg = 0,1 mg) e o DNA gendmico isolado como
recomendado pelo fabricante do “DNeasy plant mini
kit” (Qiagen). A concentracao de DNA foi determinada
usando o Qubit® fluorometer and Quant-iT™ assay kits
(Invitrogen). As solucdes contendo os DNA de trigo e
de triticale foram misturadas para a obtencao de
amostras contendo diferentes concentracées de DNA
de triticale (0%, 5%, 10%, 20%, 50% e 100%).

RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA)

As misturas de DNA gendémico foram usadas na
amplificacdo com o protocolo para RAPD adaptado de
Araujo et al. (2003), usando o kit OPW(Operon
Technologies). As amplificacdes foram conduzidas
com volume final de 50uL para cada reacédo contendo
10ng de DNA gendémico, mistura de dNTP (0,4mM de
cada: dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 200nmoles dos
primers (OPW), 1X tampao da reacao 10X, 1 U Taq
polimerase. Em seguida, a ciclagem ocorreu no
termociclador GeneAmp 9.700 (Applied Biosystems)
com 45 ciclos de pré-incubacao a 94°C por 5 min; 45
ciclos (94°C por 30s — 37°C por 1 min — 72°C por 1
min); e extensao finala 72°C por 1 min. Os
fragmentos foram avaliados por eletroforese em gel
de agarose 1,7% (150V, 150mA ) por 4h. extracao e
purificacdo do DNA gendmico.

Resultado e Discussao

Apés a conducao de PCR-RAPD usando os 20 primers
da série W da Operon, foram selecionados os OPW 08
e OPW 15, que apresentaram os melhores resultados
quanto a presenca de bandas especificas de triticale.
A selecao de apenas dois primers confirma a
dificuldade em diferenciar o triticale do trigo. Na figura
1, pode ser observado que a RAPD usando o OPW8
apresenta duas bandas muito intensas no perfil
genotipico do triticale que ndo estao presentes no
genoma do trigo, quando adicionamos acima de 50%
de triticale.

A reacdao com o OPW15 também apresenta evidéncia
da presenca de uma banda especifica para triticale. No
entanto, o limite de deteccao da técnica RAPD ainda é
muito alto (acima de 10%, pois, com 20%, ja se tem
uma evidéncia clara da presenca da banda polimérfica
de triticale em trigo).

Conclusao

Diante disso, é necessério o seqlienciamento das
bandas identificadas como especificas para triticale
para subseqUiente desenho de primers especificos e
conducédo de PCR. Dessa forma, o limite de deteccao

poderd ser diminuido, aumentando a sensibilidade de
uma metodologia molecular para detectar triticale em
farinha de trigo.

0% 5% 10% 20%

50% 100% 4

(1)

0% 5% 10% 20% 50% 100% 4

(1)

Figura 1 - RAPD das amostras com 0%, 5%, 10%,
20%, 50% e 100% de DNA de triticale em solugao de
DNA de trigo, usando os primers OPW8 (l) e OPW15
(1.
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