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Resumo

A proposta no presente estudo foi a padronizacdo das reacdes de
amplificacdo para dez pares de primes de microssatélites, previamente
desenhados a partir do genoma de Cereus peruvianus, para selecionar os
microssatélites polimorficos. Esta espécie de cactos, conhecida como
mandacaru em varias regides brasileiras, tem importancia econdémica e
industrial, e os microssatélites polimérficos poderdo ser usados como
marcadores moleculares em investimentos para caracterizar a diversidade
genética e analisar a estrutura das populacdes da referida espécie. Dos 10
pares de primers testados 60% apresentaram potencial para estudar o
genoma de C. peruvianus, e representam o primeiro conjunto de marcadores
especificos desenvolvido para este genoma..

Introducao

A espécie Cereus peruvianus Mill. tem sido alvo de investigacdes no
Laboratério de Genética e Biotecnologia Vegetal (LGBV) desde a década de
1990. O interesse € avaliar a diversidade genética desta espécie,
considerada como uma espécie de importancia econbmica e industrial
(Barros e Nozaki, 2002; Tanaka et al., 2010). A diversidade genética tem
sido examinada usando diferentes marcadores moleculares em plantas
regeneradas in vitro e em plantas coletadas em jardins publicos e
domésticos, e em reservas naturais (Faria-Tavares et al., 2013). Um dos
marcadores moleculares mais recomendados para analisar diversidade
genética e a estrutura genética das populacdes, por apresentar heranca
codominante, sdo os locos de sequéncias simples repetidas (SSR — Simple
Sequence Repeated), também denominados como microssatélites (Litt e
Luty, 1989). As sequéncias de DNA que flanqueiam as regides repetidas dos
locos SSRs podem ser utilizadas como primers. Estes primers séo utilizados
para a amplificacdo dos microssatélites. Como ndo ha informagdes sobre as
sequencias microssatélites do genoma de plantas do género Cereus, a
proposta no presente estudo é identificar os microssatélites polimérficos para
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serem utilizados para analisar a diversidade genética e a estrutura das
populacdes da espécie C. peruvianus. O objetivo no presente estudo foi a
padronizacdo das reacdes de amplificacdo para dez pares de primes
previamente desenhados, e a amplificacdo do DNA, para selecionar o0s
microssatélites polimorficos.

Materiais e métodos

O DNA de cinco plantas de C. peruvianus coletadas de diferentes
regibes do Brasil foi extraido utilizando o protocolo descrito por Aljanabi et al.
(1999), com modificacdes referentes a concentracdo de NaCl, incubacéo
com RNAse e etapa adicional de purificagdo com cloroférmio:isoamilico
(24:1). O DNA foi quantificado em gel de agarose 0,8% com tampéao TAE 1X,
usando solucdes de DNA padrao (Fago A) com concentracdes de 50, 100 e
150 ng. O gel foi corado em solucdo de brometo de etidio contendo 0,5 ug
mL™ por 30 minutos, e a imagem foi capturada. Para a padronizacéo da
amplificacdo dos microssatélites foram utilizados 10 dos 34 pares de primers
obtidos da biblioteca enriquecida para o genoma de C. peruvianus (Tabela
01).

Tabela 01 — lIdentificacdo dos Clones, denominagdo do par de primers,
sequéncias (Forward e Reverse), sequéncia e numero de repeticdes do
microssatélite.

Clone Nome do Primer Primer Repeticdo

F: TATGAGACGATACACACCCACC
Clone 3 mCEROL R: GCGTGGACTAACATACATCCCT (act)s

F: ACCTGCACTTTCTCCATTTCAC
Clone6b mCER02 R: AATTGGCCTTTGGAAACCTT (agat)s

Clone 9 MCERO3 F: GGCATACCTCACGACTAAAGAG (9g2)
R: TAGCGGATTTGGCTTCACATA gga)s

F: ATACTCCAAACGCCCTACTTCC
Clone 2 mCERO4 R:GTCAAAGCACCCTAGTTCAGAGA (tet)s

F-TAAGGAATGTGATCAGCAGAGTG
Clone15 MCEROS R: GTTCACTAGCACTGTCACCTCAA (ks

F: CAACCTGTTTGCTATGCACATCT
Clone26 mCER06 R:.GAGGTGCAGTGAAGAATTTGAGT (at)s

F: TGGCTTCTTTATCGGAATAGGAC
Clone27 mCERO7 R: GTCTTCGCGTGGAGTATCTCTTA (ttc)s

Clone 5a MCEROS F: ATCAGCAGAGTGGTCGTATCAAC (ac)
R: CATTACACCTCATCCCTTGCTTA 5

F: CCTACAATGCCCAACCACTC
Clone 8 MCER09 R: CGGGCTTCTTAAGACCAACA (ag)ss(gat)

F: GCTATCACTGCCGGACGTA
Clone 20 mCER10 R: GGTCAGGCTTTGTGAGGGTA (9)6x(0)s

Foram realizadas reacdes de PCR com 15 e com 20 ng de DNA molde, 1 U
Taq DNA polimerase, 2 yL do tampéao 10X, foi utilizado 0,5 uM dos primers
R e F especificos, foram testadas as concentracoes de 2,0, 2,5 e 3,0 mM de
MgCl,, 0,8 uL de dNTP (2,5 mM de cada) e agua mili-Q para o volume de 20
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ML. As amostras foram inicialmente amplificadas com o programa
TouchDown PCR, as amostras que ndo amplificaram foram submetidas ao
programa Microcacto variando a temperatura de anelamento em 40, 44, 45,
48, 50, 58 e 60 °C. Aos produtos das amplificacées foram separados em gel
de agarose 4% (50% de agarose Metaphor e 50% de agarose comum)
usando tampao TBE 0,5X. Para estimar o tamanho dos alelos amplificados,
foi utilizado o marcador de peso molecular de 100 pb DNA Ladder
(Invitrogen). Os géis foram expostos a um campo elétrico de 60 Volts por 4
horas e corados em solucédo de brometo de etidio 0,5 pg/mL. A imagem foi
capturada em transiluminador L-PIX HE, Loccus biotecnologia.

Resultados e Discussao

Os 10 pares de primers foram testados inicialmente com o programa
Touchdown PCR e para aqueles ndo produziram produtos de amplificacao
com este programa foram realizados novos experimentos, utilizando as
temperaturas de anelamento de 60, 55, 50, 48 45, 44 e 40°C (Tabela 02).

Tabela 02 — Identificacdo dos clones para os quais foram sintetizados os
pares de primers, as sequéncias dos primers F e R, 0s motivos e 0 nimero
das sequéncias repetidas, temperaturas de anelamento testadas, niumero e
tamanho em pares de bases (pb) para os alelos dos microssatélites.

Nome do . Temperatura de Alelos Tamanho
. Primer o, dos
Primer anelamento amplificado
alelos
60, 55, 50, 48 45
F: TATGAGACGATACACACCCACC Ay !
MCEROL . GCGTGGACTAACATACATCCCT 44 e 40°C e Nenhum
Touchdown PCR
60, 55, 50, 48 45
F: ACCTGCACTTTCTCCATTTCAC A !
MCERO2 . AATTGGCCTTTGGAAACCTT 44 e 40°C e Nenhum
Touchdown PCR
F oC*
MCERO3 GGCATACCTCACGACTAAAGAG 6.?(’)35638\;\;8'3%; 1 60pb
R: TAGCGGATTTGGCTTCACATA
F: ATACTCCAAACGCCCTACTTCC 60, 55, 50, 48 45,
mCER04 R: 44 e 40°C e Nenhum
GTCAAAGCACCCTAGTTCAGAGA Touchdown PCR
F:
mMCERO5 TAAGGAATGTGATCAGCAGAGTG 60°C 2 171-
R: 186pb
GTTCACTAGCACTGTCACCTCAA
F:
mCERO06 CRIAACCTGTTTGCTATGCACATCT 60°C 1 225pb
AGGTGCAGTGAAGAATTTGAGT
F:
60, 55, 50, 48 45
TGGCTTCTTTATCGGAATAGGAC A !
mCEROQO7 ; 44 e 40°C e Nenhum
i.GTCTTCGCGTGGAGTATCTCTT Touchdown PCR
F:
(o]
mCERO8 QTCAGCAGAGTGGTCGTATCAAC 45 °C eg((:)lFJ{chdown 1 600pb
CATTACACCTCATCCCTTGCTTA
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mCER09 F: CCTACAATGCCCAACCACTC 45 °C e Touchdown 1 Nio
R: CGGGCTTCTTAAGACCAACA PCR definido

mCER10 [ GCTATCACTGCCGGACGTA 45 °C e Touchdown 1 Nao
R: GGTCAGGCTTTGTGAGGGTA PCR definido

Com o programa Touchdown PCR o primer mCERO08 amplificou um alelo de
600pb. Com a temperatura de anelamento de 60°C foram amplificados dois
alelos usnado os primers mCERO5 (171 e 186 pb) e o alelo 225 pb com o
promer mCERO06. O microssatélite evidenciado pelo par de primer mCERO3
foi amplificado com a temperatura de anelamento a 48°C produzindo o alelo
de 60pb. Os pares de primers mMCER09 e mCER10 amplificaram sequencias
microssatélites, mas ainda nao foram definidos os alelos produzidos. Com
os pares de primers mCERO01, mCER02, mCER04 e mCERO7 nao se obteve
sucesso em qualquer condicdo testada. Além das diferentes temperaturas
de anelamento testadas foi estabelecido que a concentracdo de 2,0 mM de
MgCl, e 20 ng de DNA apresentaram melhores resultados para a
amplificacdo de microssatélites em C. peruvianus.

Conclusbes

Dos 10 pares de primers testados, seis (60%) apresentaram potencial
para estudar especificamente o genoma de Cereus peruvianus. Este
resultado € importante, pois representa o primeiro conjunto de marcadores
especificos desenvolvido para este genoma.
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