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RESUMO

No presente estudo, o objetivo foi selecionar primers ISSR adequados para estudos
genéticos da espécie Dimorphandra mollis Benth. Para a extracdo do DNA, foram utilizadas
amostras de folhas jovens de D. mollis, coletadas na Embrapa Meio-Norte, em Teresina - Pl e 0
método de quantificacdo do DNA escolhido foi o de quantificacdo em Gel de Agarose 8%. Os
primers selecionados, por apresentarem um ndmero satisfatdrio de bandas nitidas e polimdrficas
em gel de agarose 1,5% quando submetidos a eletroforese, foram: primers UBC-807, UBC-808,
UBC-810, UBC-811, UBC-818, UBC-825, UBC-827, UBC-834, UBC-840, UBC-856, UBC-
857 e UBC-890, usando as temperaturas para anelamento dos primers de 52 °C, 50 °C, 52 °C,
50 °C, 49 °C, 56 °C, 60 °C, 54 °C, 48 °C e 55 °C, respectivamente na PCR. O primer UBC-890
foi 0 que gerou a maior quantidade de regiGes ISSR amplificadas e 0 UBC-808, a de regibes
polimorficas.

PALAVRAS-CHAVE: marcadores moleculares, diversidade genética, PCR.

INTRODUCAO

Dimorphandra mollis Benth, popularmente conhecida como faveira, é uma espécie
arbérea de ampla distribuicdo, sendo encontrada em quase todo o cerrado do Brasil Central,
ocorrendo nas regiGes Norte, Centro-Oeste, Sudeste e ainda ha relatos de sua presenca na regiao
Nordeste Central (LORENZI, 1992). E uma espécie medicinal de alto potencial econémico
devido ao fato de conter o flavonoide rutina em suas vagens e ser utilizada como forragem na
alimentacdo bovina. Considerando ainda a crescente destruicdo do cerrado para atividades
agropecuarias, D. mollis pode estar sendo ameacada. Nessa situacdo, S30 necessarios
conhecimentos cientificos para orientar a sua conservacao e utilizacdo racional a fim de nao
comprometer a sua diversidade (PANEGASSI et al., 2000).

O uso de marcadores moleculares tem-se mostrado importante para quantificar a
variabilidade genética em populagbes naturais, permitindo avaliar o fluxo génico, efeitos de
deriva genética, sistema reprodutivo e niveis de endogamia. Dentre os marcadores moleculares,
0 ISSR ¢ bastante utilizado nos estudos de diversidade, pois 0 mesmo tem a vantagem de gerar
grande nimero de sequéncias informativas por reacao (sequéncias polimorficas). Além disso,
sdo formados por mais de 10 pb apresentando maior superficie de ancoragem em comparagdo
com outros primers e possuem temperaturas de ligacdo mais altas, aumentando a
reprodutibilidade (TSUMURA et al., 1996). Dessa forma, sdo indicados para os estudos ao nivel
especifico e populacional, inclusive para D. mollis. Sendo assim, o objetivo do trabalho foi
selecionar primers ISSR-PCR para a obtencdo de melhores resultados quanto a avaliagdo de
estudos genéticos dessa planta.
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MATERIAL E METODOS

Para a selecdo de primers foram coletadas amostras de 10 folhas jovens da espécie
Dimorphandra mollis, do banco de germoplasma da Embrapa Meio-Norte, em Teresina, PI. As
folhas coletadas foram embaladas em papel toalha e colocadas dentro de sacos plasticos e, em
seguida, armazenadas a -20°C, até o momento da extracdo do DNA. Para a extracdo, as folhas
foram maceradas em Precellys - 6600rpm (2x 25-30) até a obtencdo de um po6 fino. A extracdo
foi realizada segundo o protocolo de Doyle e Doyle (1990) com modificacGes e armazenadas a -
20°C. As amostras foram quantificadas por eletroforese em gel de agarose 0,8%, utilizando,
como padrdo, quantidades conhecidas do DNA do Fago A (100 ng).

Para a amplificacdo do DNA foram testados 25 primers ISSR. As rea¢des de PCR foram

conduzidas em volume final de 10 pL, contendo, para cada amostra: 7 ng de DNA, 6,8 pL de
agua, 1 pL de dNTP (10 mM), 1 uL de Buffer (10X), 0,3 uL de MgCI2 (50 mM), 0,3 uL de
primer e 0,5 U de Taqg DNA polimerase (5U/uL). O programa de amplificacdo para as reagdes
consistiu de uma desnaturagdo inicial do DNA a 94°C durante 1 minuto e 30 segundos, seguido
de 40 ciclos que inclui 40 segundos a 94°C (desnaturacdo) e Ta por 45 s, 72°C por 2 minutos e
uma extensdo final de 72°C por 7 minutos. As temperaturas de anelamento variaram de acordo
com o especificado para cada primer.
Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% corado
com gel red a 0,8 pL ¢ submetidos a uma voltagem de 80 V por, aproximadamente, 2:30 horas.
Para determinagcdo do tamanho dos fragmentos amplificados foi utilizado como pardmetro o
marcador de peso molecular DNA Ladder 100 pb. O resultado da eletroforese foi visualizado
em transluminador (UV) acoplado ao sistema de aquisi¢do de imagens em sistemas digitalizado
GelCapture 4.1.11.4. Para a selecdo dos primers testados levou-se em consideracdo o nimero
total de bandas geradas, a quantidade de bandas polimorficas, bem como a resolucdo das
mesmas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para as reacOes de amplificacdo, o DNA de cada amostra foi diluido para a
concentracdo de 7 ng e foi usado 0,5 uL de DNA de cada amostra. As temperaturas de
anelamento selecionadas para os primers, UBC-808, UBC-834, UBC-840 e UBC-890, foram:
54°C, 50°C, 48°C e 55°C, respectivamente, que amplificaram sequéncias de DNA nitidas, bem
definidas e polimorficas no gel de agarose 1,5%, nas amostras de D.mollis (Figura 2).
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Figura 2. Visualizacdo em gel de agarose dos produtos de amplificagdo gerados pelo UBC-808,
UBC-834, UBC-840 e UBC-890. Para cada primer foi utilizado o DNA de trés amostras
diferentes. A primeira amostra (KB) indica o DNA ladder de 1Kb.
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Foram observadas vérias bandas polimoérficas em cada um dos quatro primers (Figura
2). O primer UBC-811 foi o que gerou menor nimero de regifes ISSR amplificadas, sendo o
UBC-890 o que apresentou um maior numero de bandas. Em relagdo ao numero de bandas
polimorficas, 0 UBC- 808 foi 0 que se destacou dentre os selecionados (Tabela 1). Além desses,
outros primers (UBC-807, UBC-810, UBC-811, UBC-818, UBC-825, UBC-827, UBC-856 e
UBC-857) também geraram bandas nitidas e polimérficas.

Tabela 1. Primers selecionados, temperatura de suas respectivas sequéncias de nucleotideos e
namero total de bandas obtidas e de bandas polimorficas em cada um dos primers, para as
diferentes amostras de DNA de Dimorphandra mollis.

e Semede | TG Inmenitede |
anelamento polimérficas
807 (AG)8T 52°C 11 3
808 (AG)SC 50°C 21 6
810 (GA)ST 52°C 9 2
811 (GA)SC 50°C 5 1
818 (CA)8G 49°C 15 2
825 (AC)8 56°C 17 4
827 (AC)8G 60°C 12 2
834 (AG)8YT 54°C 22 5
840 (GA)BYT 48°C 20 3
856 (AC)BYA 55°C 9 1
857 (AC)BYG 55°C 17 3
890 | VHV GTG TGT GTG TGT 55°C 29 2
GT
CONCLUSOES

Os primers UBC-807, UBC-808, UBC-810, UBC-811, UBC-818, UBC-825, UBC-827,
UBC-834, UBC-840, UBC-856, UBC-857 e UBC-890 anelaram-se de maneira efetiva no DNA
gendémico de D. mollis por meio da rea¢do de PCR, produzindo, assim, um nimero satisfatério
de bandas nitidas em gel de agarose 1,5%. Portanto, os primers selecionados podem ser
empregados para caracterizacdo molecular de acessos de Dimorphandra mollis como também
podem servir de base para estudos moleculares em espécies da mesma familia.

Agradecimentos: Ao CNPq (Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico) pela bolsa de Iniciacdo Cientifica PIBIC/CNPq.
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