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Resumo

Digitaria insularis (L.) Fedde é uma monocotiledénea pertencente a familia Poaceae, o qual
apresenta uma enorme capacidade adaptativa e grande producéo de propagulos, fazendo com que
seja uma das principais plantas daninhas do Brasil. Estudos com marcadores moleculares eliminam
algumas dificuldades encontradas quando se trabalha com marcadores morfolégicos, porém, o
desenvolvimento de primers especificos para uma espécie requer um longo e oneroso trabalho.
Considerando que os SSRs encontrados em determinadas espécies podem ser transferidos para
espécies correlatas, neste trabalho foram testados 19 pares de primers desenvolvidos para Conyza
canadensis em D. insularis. A transferibilidade destes primers foi de 89,47%.

Palavras-chave: Primers. Polimorfismos. Microssatélites. Amplificagdo heteréloga.
Area do Conhecimento: Ciéncias agrarias.
Introducéo

O capim amargoso (Digitaria insularis (L.) Fedde) € uma monocotiledénea pertencente a familia
Poaceae, o qual apresenta uma enorme capacidade adaptativa e grande producdo de propégulos,
fazendo com que seja uma das principais plantas daninhas do Brasil (LORENZI, 2008; MACHADO et
al., 2008; GEMELLI et al., 2012).

Marcadores moleculares desempenham um papel de destaque em diversas andlises genéticas,
sendo aplicados para uma variedade de objetivos, tais como identificacdo de clones, linhagens,
hibridos, cultivares, paternidade, estimativas de diversidade, fluxo génico, taxa de cruzamento,
parentesco, constru¢do de mapas genéticos (BUSO et al., 2003).

Em meio aos marcadores, os microssatélites ou SSR (Sequéncias Simples Repetidas) séo
frequentemente utilizados, consistindo em sequéncias de 1 a 6 nucleotideos, chamados de motivos,
repetidos em tandem (LITT; LUTY, 1989). Todavia, ndo se tem estudos moleculares de
sequenciamento do genoma do capim amargoso, tampouco primers desenvolvidos, e sua analise e
fabricacdo demanda elevado tempo além de ser de alto custo.

A transferéncia de microssatélites entre espécies vem sendo estudada, uma vez que existem
inUmeras espécies que ainda ndo possuem marcadores microssatélites desenvolvidos. Nesse
contexto, objetivou-se com este trabalho avaliar a transferibilidade de primers SSR desenvolvidos para
a buva (Conyza canadensis) no capim amargoso (D. insularis).
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Metodologia

O trabalho foi realizado no laboratério de bioquimica e biologia molecular (BqMol) da Universidade
Federal do Espirito Santo — Campus Alegre, onde utilizou-se 19 marcadores SSR (Tabela 1), testados
em 6 individuos, coletados em pontos diferentes dentro da cidade de Alegre -ES e Vargem Alta -ES.

A extracdo do DNA foi realizada de acordo com o método descrito por King et al. (2014). A
concentracdo do DNA nas amostras foi verificada por espectrofotdometro NanodropTM 2000 (Thermo
Scientific) e a integridade foi confirmada em eletroforese em gel de agarose 0,8% aplicando-se 3 pL da
amostra de DNA e 3 pL do reagente intercalante Gelred. As reagbes de PCR foram realizadas
utilizando-se 40 ng de DNA, 0,4 uM de cada primer (F + R), 0,5 U de Taqg DNA polimerase (Invitrogen),
1X de tampéo (10 mM Tris HCI - pH 8,5, 50 mM KCI), 2,75 mM de MgCI2 e 0,8 mM de dNTPs, com o
volume final da reacéo de 15 pL. As reacdes foram submetidas a desnaturacdo inicial por 4 min a 94
°C, seguido de 35 ciclos de 45 segundos a 94° C, 1 min a x° C (variavel conforme o primer) e 1 min a
72° C, com uma extensao final de 8 min a 72° C. Os produtos da amplificacdo foram separados por
eletroforese em gel vertical de poliacrilamida 10%, com tampé&o 1X TBE (Tris HCI/4cido bérico/EDTA),
corados com GelRed biotium e fotografados com sistema de fotodocumentagdo (ChemiDocXRS +
System- Bio-RadTM).

Os dados foram tabulados a partir das bandas detectadas nos genétipos com base na leitura dos
géis de poliacrilamida 10%, sendo identificado amplificacdo e a presenc¢a ou auséncia de polimorfismo.

Tabela 1: Sequéncia de primers de C. canadensis testados em D. insularis

Sl\(la?qr:gni?a Sequencia (5-3) Escala ane-lzminto
HWO02 - F AGTATTTGGCAATCAAAATTCG 25nmol 54
HWO02 - R TCACAATCACAAACAACACAAA 25nmol 54
HWO04 - F GCCACCCTATTGTTTTGGTTAT 25nmol 54
HWO04 - R AACTTGCATGGTAGTCAACGTC 25nmol 54
HWO06 - F CTTGCATGGTAGTCAACGTCAT 25nmol 52
HWO06 -R CAGAGGTGGTCATGTGATGTG 25nmol 52
HWO7 - F GTGTGGCGCTACTCATTTCC 25nmol 52
HWO7 - R TGATCACACCTGCGATTTGT 25nmol 52
HW14 - F AAACTAAGGGTGATTGGGGAAT 25nmol 50
HW14 - R TGGTAGCCAAAAAGCTACAAA 25nmol 50
HW21 - F ATAGTCGAATTGGTCACGATTTG  25nmol 52
HW21 - R GCAGTTTTCACTCTTCTCTCGAA  25nmol 52
HW27 - F TTTCATAGTCGAATTGGTCACG 25nmol 58
HW27 - R CCGGTAGCAGTTTTCACTCTTC 25nmol 58
HW29 - F CTACTTGTTCAATTTATCCATAC 25nmol 48
HW29 - R AAACTGGTTACTTCTCTTCC 25nmol 48
HWSSRO1 - F TATGTTGTACGACTGACTGAGTC  25nmol 52
HWSSRO01 - R CCATTGACTGTAGACCAGTGTG 25nmol 52
HWSSRO03 - F TTGACTCCAACTCGTAGTGTATG  25nmol 50
HWSSRO03 - R ACGTTAAATCTCTCGTGTCCTTC  25nmol 50
HWSSRO04 - F GGAAAACTCCTGTCATAGTATTAGC 25nmol 50
HWSSRO04 - R ATTAAAATCTAGCAAGGCCGAAC 25nmol 50
HWSSRO09 - F CATGAGTTTGAGTTATCCCAGAT  25nmol 54
HWSSRO09 - R CGAATACTTTCAATGCTTACGAC  25nmol 54
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HWSSR11 - F ATCGTTGACATCTGACTCTGC 25nmol 56
HWSSR11 -R GATTCTTGCTCTGGTTCCTTG 25nmol 56
HWSSR12 - F CATAACAAACGGATTAGTGGCG  25nmol 60
HWSSR12 - R ATTATTGACGACCAACAACACC  25nmol 60
IlUB 7- F TATAAACTGCCCCTTCTCTCC 25nmol 52
IUB7-R GAGGTTGAAGCATGCAGTTC 25nmol 52
OSU1l-F ACAAGTCGGCTGGTGAGC 25nmol 56
OSU1-R ACATGAAACACGAGCTAAACCA  25nmol 56
OSuU2-F CACTTCTCACACTTTGGGCA 25nmol 52
OSU2-R CCAAATAATTACCATCATGCCA 25nmol 52
OSuU4-F AGAACTGGCAGCTTGGAAAA 25nmol 56
OSU4-R GTCCAAATGGTGGAAAACTACC  25nmol 56
HNCA1-F TTGGAGATGTGTTTGTGTTCTAGAG 25nmol 54
HNCA 1R ACCTACACCTTAGTTAAACCTTGCC 25nmol 54

Fonte: Os autores
Resultados

Foram testados 19 pares de primers (Tabela 1), os quais a transferibilidade de 17 marcadores
microssatélites desenvolvidos para buva (C. canadensis) amplificaram no capim-amargoso (D.
insularis), onde apenas 2 pares de primers ndo amplificaram (HW04 — F, HW04 — R; HWSSRO09 - F,
HWSSRO09 — R), apresentando uma taxa de 89,47% de transferéncia com estes primers testados.
Todos os 17 pares de primers que amplificaram também apresentaram polimorfismo.

As temperaturas de anelamento utilizadas variaram de 48°C a 60°C. Nos pares de primers que nao
apresentaram amplificacdo (HWO04 — F, HW04 — R; HWSSR09 — F, HWSSR09 — R), foram feitos testes
com diferentes temperaturas, variando entre mais ou menos 6°C do valor informado na tabela 1.

A figura 1 apresenta o polimorfismo no teste com os pares de primers HW02 — F, HW02 — R em
genes de D. insularis, testado a temperatura de anelamento de 54°C com bandas de aproximadamente
1500pb.

Figura 1: Eletroforese em gel vertical de poliacrilamida 10% do teste de transferibilidade e polimorfismo com o
par de primers HWO02 de C. canadensis para D. Insularis.
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Fonte: Os autores
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Discusséao

No presente estudo, a espécie D. insularis apresentou bons resultados na transferibilidade, com 17
dos 19 primers heterélogos testados, exibindo amplificacéo satisfatéria. SUN et al. (2012) relataram
gue a amplificacdo cruzada de locus microssatélites tem relacdo direta com a distancia filogenética
entre as espécies, sendo menos eficiente entre familias ou géneros diferentes, o que é inconsistente
com 0s nossos resultados, uma vez que as espécies em estudo ndo pertecem ao mesmo género e
familia e mesmo assim foi obtido uma amplificagdo com excelente resultados.

Quanto aos primers que ndo conseguiram realizar a amplificacdo, sua incapacidade pode estar
associada aos pares de primers nao apresentarem sequéncias com capacidade com capacidade de
anelamento no DNA da espécie em estudo, o que pode a acontecer, uma vez que séo de género e
familias diferentes.

Com relacao a temperatura de anelamento dos primers, esta pode variar bastante em relacao ao
par de primer utilizado e a espécie em estudo. Em espécies de palmeiras da familia Arecaceae mostram
a variacdo de temperatura de anelamento dentro de uma mesma espécie, enquanto em outras da
mesma familia como Syagrus romanzoffiana a temperatura de anelamento de 51°C foi eficiente
para todos os marcadores testados (LAINDORF et al., 2019). Em trabalhos realizados com Syagrus
coronatativeram temperaturas relatadas como ideais variam entre 58 a 60°C (BARBOSA e
ALMEIDA, 2018). Portanto, a temperatura 6tima para realizar uma reacdo de amplificacdo especifica
pode variar conforme a espécie ou género investigado, bem como a técnica empregada (FORTES et
al., 2016).

Conclusao

Foi apresentado uma taxa de 89,47% de transferéncia dos primers desenvolvidos para C.
canadenses em D. insularis. Todos os pares de primers que amplificaram apresentaram polimorfismo.
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