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RESUMO - O Pinh#o-manso (Jatropha curcas L.) é
uma oleaginosa que se destaca pelo seu potencial para
a produgio de biodiesel. Uma abordagem por meio de
marcadores moleculares para andlise de variabilidade
genética contribuira no processo de melhoramento
dessa espécie. Para tanto necessitam que suas rea¢des
de amplificagio com pnmers ISSR (/ntersimple
Sequence Repeats) sejam estabilizadas, para que
possam ter boa reprodutibilidade dos resultados. Esse
trabalho teve como objetivo otimizar o protocolo de
amplificagio de marcadores ISSR para posterior
caracterizagio molecular dos acessos de pinhio-manso.
Ao analisar os efeitos gerados pelas modificagdes na
reagio de amplificagio, vernificou-se diferengas nos
produtos de PCR gerados. Definiu-se melhor padrio de
bandas na rea¢iio com: Tampdo 1X {20 mM Tns-HCI
pH 8,0, 0,1 mM EDTA; 1,0 mM DTT, 50% (v/v)
glicerol]; MgCl, a 3,0 mM; dNTP a 800 M; 1,2 pMol
de primer, 1 U de Taq DNA polimerase, 1 pl de DNA
genémico (~15 ng) e 48°C para temperatura de
anelamento. Com a continuagiio desse trabalho, a
selegdo de primers capazes de identificar /loci
polimorficos na espécie constitui-se em uma
importante ferramenta para estudos de diversidade
genética e caracteriza¢io molecular do pinhdo-manso.

Introducio

O Pmhio-manso (Jatropha curcas 1.) é uma
oleaginosa com alta produtividade de 6leo, perenidade,
tolerante ao estresse hidrico e se destaca pelo seu
potencial para a produgio de biodiesel. Uma
abordagem molecular engrandece significativamente
seu conhecimento e aumenta a possibilidade dessa
planta se tomar uma espécie com grande importancia
econdmica no pais.

Para caracterizagio e identificagio molecular de
diversas espécies, marcadores moleculares se dispdem
aos pesquisadores com grande confiabilidade ¢ de
maneira viavel. Para a diferenciaglio de espécies,
marcadores aleatonos e semi-aleatorios sdo utilizados
frequentemente. Dos vanos utilizados na atualidade,
ISSR (Intersimple Sequence Repeats) tem sido um bom
marcador molecular para estudo de populagdes da
mesma espécie[1], pois possui grande capacidade de
identificar polimorfismo. Tecnicamente, o marcador é
de simples operagdo, possui relativo baixo custo e nio
tem a necessidade de conhecimento prévio da
mformagio genética do DNA alvo [2].

Esse trabalho teve como objetivo otimizar o
protocolo de amplificagio de marcadores ISSR para
futuras analises da variabilidade genética em pinhdo-
manso.
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Material e métodos

Foram coletadas amostras de tecido foliar jovem e
fresco de Pinh3o-manso proveniente da colegio de
acessos da Embrapa Meio-Norte, em Teresina, P1. O

tecido foi estocado na silica por 24 horas. O tecido foliar
desidratado em silica foi macerado no equipamento
Precellys® e em seguida foi realizada a extragio do DNA
gendmico por meio do Kit INVITEK. A eletroforese foi
realizada em gel de agarose horizontal a 0,8%, com TBE
1X (Tns-Borato-EDTA) e corado com SYBR® Safe DNA
Gel Stain, concentragio a 10.000X. O DNA foi
quantificado comparado com o DNA de alto peso
molecular (DNA-L) e diluido a 15 ng/ulL.

Para otimizagio do protocolo de ISSR foi utilizado um
acesso de pinhdo-manso proveniente de Araguiai-MG, o
primer UBC 880, onde os componentes testados foram a
temperatura de anelamento (51°C, 52°C, 53°C, 54°C,
55°C, 56°C), a concentragido de MgCl, (2,5mM, 3,0mM e
3,5 mM) e de dNTP (200 pM, 400 pM, 600 pM, 800 pM).

As reagdes foram preparadas em volume final de 20
uL, com tampdo 1X [20 mM Tns-HCI pH 8,0, 0,1mM
EDTA; 1,0 mM DTT, 50% (v/v) glicerol], MgCl, a 2,5
mM-3,5 mM ; ANTP a 200-800 pM; 1,2 pMol de primer
UBC 880, 1 U de Taq DNA Polimerase e 1 pl de DNA
genémico (~15 ng). As amplificagbes foram efetuadas em
termociclador com uma fase inicial de desnaturagio a 94°C
por 1 min e 30 seg, seguida de 40 ciclos nas seguintes
condi¢des: 40s para desnaturagdo a 94°C; temperatura de
anelamento variando em fungfio da temperatura de fuséo
do primer, 2 min para extensfio a 72°C. A extenséo final
foi realizada a 72°C por cinco min. Os produtos de
amplificagdo foram separados por eletroforese em gel de
agarose 1,5%, contendo SYBR® Safe DNA Gel stamn e
fotodocumentados.

Resultados e Discussido

Ao analisar os efeitos das temperaturas de anelamento
no primer UBC 880, juntamente com variagio na
concentragio de MgCl, verificou-se diferengas nos
produtos de PCR visualizados (Figura I). A melhor reagio
comparando a quantidade e intensidade das bandas geradas
foi avaliada para concentragéio de 3,0mM de MgCl; e 51°C
para temperatura de anelamento.

Para avaliagiio da concentragio de dNTP observou-se
melthor resultado para reagio com 800uM de dNTP e
temperatura de anelamento a 48°C (Figura 2). Esses
resultados sdo coerentes com os obtidos por Wujun et
al.[3], que mesmo com pequenas variagdes nos trés
parametros avahados, obteve grande diferengas na
resolugéo das bandas.

A variagio da temperatura de anelamento em fungZo
dos componentes da reagdo avaliados indica a ocorréncia
de interagio entres os fatores estudados, conforme
observado por Wu [4] quando estudou os efeitos de varios
fatores na otimizagdo da reag@io de ISSR em néspera.

Conclusio

Definiram-se =~ como  melhores  parimetros  para
estabelecimento de reagdes com marcadores ISSR em
pinhdo-manso: Tampdo 1X [20 mM Tris-HCI pH 8,0; 0,1
mM EDTA; 1,0 mM DTT;, 50% (v/v) glicerol], MgCl, a
3,0 mM; dNTP a 800 pM; 1,2 pMol de primer, 1 U de Taq
DNA polimerase, 1 pl de DNA genémico (~15 ng) e 48°C
para temperatura de anelamento. Com a continuagfio desse
trabalho, a selegiio de primers capazes de identificar loci



polimérficos na espécie constitui-se em uma
mmportante ferramenta para estudos de diversidade
genética e caracterizagio molecular do pinhdo-manso.
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Figura 1. Padréio de bandas gerado a partir de diferentes concentragdes de MgCl, e temperaturas de anelamento (Ta).
Eletroforese com gel de agarose a 1,5%, 100V, por 4 horas.
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Figura 2. Padrdo de bandas gerado a partir de diferentes concentragdes de dNTP e temperaturas de anelamento (Ta).
Eletroforese com gel de agarose a 1,5%, 100V, por 4 horas.



