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RESUMO: O pinhdo manso (Jatropha curcas) € uma planta oleaginosa que vem se
destacando por apresentar um alto potencial na producao de biocombustiveis. Por este motivo
0 interesse em sua exploragdo comercial vem aumentado consideravelmente. Assim, torna-se
imprescindivel o desenvolvimento de tecnologias moleculares de monitoramento e selegédo de
populacbes naturais e cultivares. Nesse contexto, marcadores moleculares como 0s
microssatélites sdo amplamente utilizados. No entanto, os genomas de organismos
eucariontes sdo muito amplos e, assim, o isolamento de sequéncias de microssatélites
especificas, que possam atuar como marcadores, torna-se uma tarefa complexa. O presente
trabalho teve como objetivo estabelecer um protocolo para isolar fragmentos de DNA
especificos contendo loci de microssatélites. Este procedimento tem por finalidade aumentar a
incidéncia das sequéncias alvo para futura clonagem. Foram testadas diferentes enzimas de
restricdo e sondas de DNA para o reconhecimento e captura de fragmentos contendo
seqliéncias de microssatélites. Os resultados obtidos mostraram que a enzima Rsal apresentou
0 melhor padréo de digestdo do DNA, enquanto as melhores sondas foram as compostas pelas
repeticdes (AATG)s, (AAAC)s, (AATC)s e (AAAG)s. Estes procedimentos constituem etapas
fundamentais no processo de isolamento de microssatélites e contribuirdo para a
caracterizacdo da estrutura genética do pinhdo manso. Com isto, sera possivel avaliar quais 0s
estoques mais adequados para selecao de linhagens viaveis para o cultivo, visando ganhos na

produtividade.
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INTRODUCAO

O pinhdo manso (Jatropha curcas) é uma planta com possivel origem na América
Central e, atualmente, esta distribuida por quase todas as regides do mundo (Cortesdo, 1956;
Peixoto, 1973; Fairless, 2007). H& pouco tempo, o interesse comercial pela espécie foi
despertado pelo seu potencial na producdo de combustiveis alternativos devido,
principalmente, a sua alta produtividade de éleo (Berchmans e Hirata, 2008). Sendo uma
espécie existente em climas desfavoraveis a maioria das culturas alimentares e que ocorre de
forma espontanea em areas de solos pouco férteis (Arruda et al., 2004), o pinhdo manso pode
ser considerado uma das mais promissoras oleaginosas para substituir o diesel de petréleo. E
muito resistente a doencas e ao ataque de insetos, moluscos e fungos, pois segrega latex
caustico, que escorre das folhas arrancadas ou feridas (Lakshmanan et al., 1990; Abdel-
Hamid, 2003; Emeasor et al., 2005).

Com o crescente interesse na exploracédo e cultivo comerciais do pinhdo manso, torna-
se imprescindivel o desenvolvimento de tecnologias moleculares de monitoramento e selecédo
de populagGes naturais e cultivares. A propria sustentabilidade da atividade deve passar pela
implementacdo de técnicas moleculares, baseadas na analise de DNA. Nesse contexto,
marcadores moleculares como o0s microssatéelites vém sendo amplamente utilizados. Os
microssatélites sdo seqiiéncias repetidas de nucleotideos, distribuidas ao longo do genoma,
que ocorrem, principalmente, em regides ndo codificantes (Schlotterer & Wiehe, 1999;
Hancock 1999). Essas seqliéncias sdo utilizadas como marcadores devido ao seu padréo
altamente polimdérfico. Podem atuar ndo apenas na conservacdo de recursos geneticos de
interesse comercial, mas também na selecdo de linhagens viaveis ao cultivo e identificacédo de
loci de caracteristicas quantitativas (QTLs) relacionados a doengas ou reproducdo (Nambisan,
2007). No entanto, os genomas de organismos eucariontes sdo muito amplos e o isolamento
de sequiéncias de microssatélites especificas que possam atuar como marcadores torna-se uma
tarefa complexa. Deste modo, o presente trabalho teve como objetivo estabelecer um
protocolo para isolar fragmentos de DNA contendo loci de microssatélites. Este procedimento
tem por finalidade aumentar a incidéncia das sequéncias alvo, que serdo, futuramente,

destinadas a clonagem e seqlienciamento para a determinacdo dos marcadores.



MATERIAL E METODOS

O método aplicado encontra-se descrito em detalhes em Hamilton et al. (1999),
McPherson et al. (2001), e Diniz et al. (2004; 2005). Seu principio basico pode ser observado
na Figura 1.

Extracédo do DNA

DNA de alto peso molecular foi extraido de folhas jovens de um Gnico espécime de
pinhdo manso, utilizando-se o DNAse Plant Mini Kit (Qiagen®). A qualidade e concentragdo
do DNA foram verificadas por eletroforese em gel de agarose a 1 %, contendo brometo de
etidio.

Teste das enzimas de restri¢éo

A primeira etapa do experimento consistiu em testar diferentes enzimas de restri¢do
(do tipo blunt end) para a obtengdo de fragmentos de DNA entre 300 e 1000 pares de bases
(pb) (Fig. 1B). Para isto foram utilizadas as enzimas Rsal, BstUIl, Hincll e Dral. Apés a
digestdo, adaptadores SNX foram ligados as extremidades dos fragmentos, utilizando-se a
enzima T4 DNA ligase (Fig. 1C). Em seguida, o material foi amplificado por reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) para aumentar a concentragdo do DNA, sendo que os adaptadores
SNX atuaram como sitios de anelamento para os primers. Os detalhes da PCR encontram-se
descritos nos trabalhos supracitados.

Avaliou-se, entdo, a qualidade da digestdo e amplificacdo por eletroforese em gel de
agarose. Uma digestdo satisfatoria deve apresentar um rastro homogéneo, intenso, com
fragmentos maiores que 300pb e sem a presenca de bandas (a ocorréncia de bandas indicaria
uma alta concentracdo de fragmentos idénticos e, portanto, baixa variedade de
microssatélites). As amostras que atenderam as exigéncias foram destinadas ao protocolo de
enriquecimento, descrito abaixo.

Enriguecimento das sequiéncias alvo: avalia¢do das sondas

Para aumentar a concentracdo dos fragmentos contendo as seqliéncias alvo, realizou-se
0 processo de enriquecimento. Para isto, foram utilizadas sondas de DNA (ligadas
covalentemente a moléculas de biotina) que possuiam seqliéncias complementares com
possiveis alvos. As sondas testadas foram: (ACTC)s, (ACTG)s, (ACCT)s, (ACAG)s,
(AATG)s, (AAAC)s, (AATC)s € (AAAG)s. As quatro primeiras sondas foram agrupadas em
uma dnica solugdo (2,5uM cada) sendo esta denominada de Mix A. O mesmo procedimento
foi realizado com as sondas restantes, as quais foram denominadas Mix B. Estes agrupamentos

foram realizados devido as semelhangas em suas Tm’s.



Por meio da biotina, as sondas foram ligadas a esferas metalicas contendo
estreptavidina, formando uma ligacdo forte e ndo covalente entre ambas as proteinas. Em
sequida, adicionou-se o complexo esfera+sonda ao DNA do pinh&o manso (Fig. 1D). Assim,
as sequéncias alvo foram isoladas das demais com o auxilio de um campo magnético (Fig.
1E). Apds este procedimento, uma nova PCR foi realizada para amplificar os fragmentos
contendo os microssatélites. Estes foram submetidos a uma eletroforese em gel de agarose,
onde determinou-se as melhores sondas para se obter as amostras enriquecidas com as
sequiéncias de interesse. O procedimento de enriquecimento foi repetido por duas vezes,

conforme Diniz et al. (2007), para maximizar a exclusdo dos fragmentos sem microssatélites.
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Figura 1: (A) DNA genbémico integro. As regides vermelhas indicam loci contendo 0s
microssatélites. (B) DNA genémico digerido com enzimas de restricdo do tipo
blunt end. (C) Ligagdo do oligonucleotideo SNX (em azul) nas extremidades dos
fragmentos de DNA (este atua como sitio de ligacdo de primers para futuras
PCR’s). (D) Sondas (em laranja) ligadas a esferas metélicas (em verde) sdo
adicionadas a solucdo de DNA digerido. As sondas se ligam especificamente as
repeti¢des do tipo microssatélite. (E) Os fragmentos contendo microssatélites sdo

isolados por atracdo magnética.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram testadas as enzimas Rsal, BstUl, Hincll e Dral, as quais geraram fragmentos
variando de cerca de 300 a 1500pb a partir de uma amostra de DNA integra e de alto peso
molecular (Fig. 2A e 2B). No entanto, apenas as enzimas Rsal e Dral foram selecionadas,
pois apresentaram rastros intensos e homogéneos. A enzima BstUI apresentou fragmentos do
tamanho desejado, porém, em baixa concentracdo e, assim, ndo foi utilizada nos
procedimentos posteriores. Ja a digestdo com Hincll, levou & formagdo de bandas que
indicaram alta concentracdo de fragmentos com a mesma seqliéncia e, portanto, também néo
foi utilizada (Fig. 2B).

Desta forma, as amostras digeridas com Rsal e Dral foram destinadas ao protocolo de
enriquecimento, utilizando-se as sondas descritas como Mix A e Mix B (ver item Material e
Métodos para detalhes) e posterior PCR dos fragmentos enriquecidos com as seqliéncias de
interesse. Para 0 DNA digerido com Dral, obteve-se o isolamento de fragmentos tanto com o
Mix A quanto com o Mix B. No entanto, apds a PCR, observou-se a formacao de bandas que
comprometeram a utilizagcdo das amostras para os futuros procedimentos (Fig. 2C). J& o
enriquecimento com o Mix B, das amostras digeridas com a enzima Rsal, apresentou-se
satisfatorio. Estas sondas capturaram moléculas variando de 300 a 700 pb (Fig. 2C). As
sondas do Mix A capturaram poucas moléculas do DNA alvo (Fig. 2C). Assim, o melhor
protocolo estabelecido para o enriquecimento de DNA de pinhdo manso, contendo sequéncias
de microssatélites, foi a digestdo com a enzima Rsal e posterior captura dos fragmentos
utilizando-se as sondas do Mix B.

A escolha da enzima de restricdo para o procedimento aqui descrito estd mais
relacionada com as caracteristicas apresentadas pelo genoma do que com a enzima em si. Ja
que o fator determinante para a acdo da enzima é o reconhecimento de sequéncias especificas
(5’-GTMAC-3’ para Rsal; Lynn et al., 1980), a freqiiéncia com que estas sequiéncias ocorrem
no genoma é que determinam o melhor tipo de enzima.

A maior incidéncia de fragmentos capturados com Mix B estd de acordo com a
informacdo descrita por Carvalho et al. (2008), o qual determinou que mais de 60% do
genoma de J. curcas apresenta-se constituido por Adenina e Timina (sendo a Adenina o
componente mais abundante deste Mix).

Ap0s determinar a melhor combinacdo enzima-sonda descrita acima, 0 mesmo DNA
previamente digerido e enriquecido passou por um novo processo de enriquecimento, para

maximizar a exclusdo dos fragmentos que ndo continham as moléculas alvo (Fig. 2D). A



mesma estratégia foi utilizada para o isolamento de microssatélites em lagostas e resultou em
um ganho significativo na quantidade de loci isolados ap6s a clonagem e sequenciamento,
obtendo-se, em alguns casos, 100% de clones contendo as sequéncias alvo (Diniz et al.,
2007).

Estes procedimentos constituem etapas fundamentais no processo de isolamento de
microssatélites e, apos a clonagem e determinacdo dos marcadores, contribuirdo para a

caracterizagéo da estrutura genética do pinhdo manso.
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Figura 2: Sumario dos resultados obtidos no processo de isolamento de fragmentos

enriquecidos com sequéncias alvo. (A) DNA gendmico integro e de alto peso
molecular; (B) Amostra de DNA ap06s digestdo com enzimas de restricdo e PCR.
A ocorréncia de bandas é indicada por asteriscos. (C). Fragmentos alvo
capturados por sondas e enriquecidos; (D) Fragmentos obtidos apés repeticdo do

processo de enriquecimento.



CONCLUSAO

O presente trabalho determinou o protocolo mais vidvel para as etapas iniciais do
isolamento de marcadores microssatélites para o pinhdo manso. O melhor tipo de enzima de
restricdo para a digestdo inicial do DNA foi Rsal. Ja as sondas com o melhor resultado para o
processo de enriquecimento foram (AATG)s, (AAAC)s, (AATC)s e (AAAG)s. Estas sdo
etapas preliminares, porém, fundamentais no processo de isolamento de loci de
microssatélites para a caracterizacdo da estrutura genética do pinhdo manso. De posse destas
informacdes, os proximos passos desta pesquisa envolverdo a construcdo de uma biblioteca
gendmica parcial para o desenho de primers em seqiiéncias que atuardo como marcadores
especificos para J. curcas. Assim, o desenvolvimento destes marcadores tem em vista sua
aplicacdo na avaliacdo dos estoques mais adequados para selecdo de linhagens viaveis para 0
cultivo, visando ganhos na produtividade.
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