TESTE DE PRIMERS DE ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) PARA O
ESTUDO DA DIVERSIDADE GENETICA EM Euphorbia heterophylla L.

SILVA, D. (DBC - UEM, Maringd/PR — dhebybio@gmail.com), BEVILAQUA, M. R. R. (DBC —
UEM, Maringd/PR — maycon.bevilagua@gmail.com), MEIRELLES, A. S. (DBC - UEM,
Maringd/PR — anameirelles83@gmail.com), MANGOLIM, C. A. (DBC — UEM, Maringa/PR —
mangolinca@gmail.com), OLIVEIRA JR., R. S. (NAPD - UEM, Maringd/PR -

rsojunior@uem.br).

RESUMO: A espécie Euphorbia heterophylla L. é popularmente conhecida no Brasil como
“amendoim bravo” ou ‘leiteiro”; ela € uma planta daninha comum e anual, sendo
reconhecida como uma das plantas daninha mais importante da cultura de soja no Brasil.
Ela afeta a produtividade de cerca de 31 culturas anuais e perenes em 56 paises. A
importancia agricola dessa planta deve-se a sua frequente presenca como invasora em
plantio direto quanto convencional. A avaliagdo da diversidade genética e o entendimento da
estrutura de genética de populagbes sdo elementos importantes para identificar formas de
manejo e para orientar o desenvolvimento de planos efetivos de controle das plantas
daninhas. Frente a importancia do controle desta daninha, o objetivo deste estudo foi avaliar
a diversidade genética de amostras coletadas em diferentes regides do Parana e Rio
Grande do Sul, caracterizando desta forma a diversidade para esta espécie. Para esta
avaliacdo foram utilizados 9 marcadores moleculares ISSR. Que s&o bastante variaveis e
fornecem grande nimero de dados sobre a espécie em estudo. Os marcadores ISSR tem
sido utilizados para estimar a extensdo da diversidade genética em nivel inter e

intraespecifico em uma ampla variedade de espécies.
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INTRODUCAO

A Euphorbia heterophylla L., também conhecida como leiteiro ou amendoim bravo,
tem seu centro de origem na regido Brasil - Paraguai. E uma planta daninha bastante
frequente no Sul, no Sudeste e no Centro-Oeste do Brasil (KISSMANN; GROTH, 1992).

Seu controle quimico é realizado principalmente com herbicidas que agem inibindo a
enzima acetolactato sintase, ALS. O controle desta planta daninha € muito importante, pois
afeta a produtividade de cerca de 31 culturas anuais e perenes em 56 paises, sendo as
principais soja, milho e cana-de-ag¢ucar (VASCONCELOS et al., 2000).



Sua classificagcéo ainda ndo esta4 bem definida, a variabilidade no formato das folhas
sugere que a espécie ainda esteja em evolucdo e tem sido utilizada para sugerir que E.
heterophylla seria de fato, formada por diferentes espécies.

Uma forma de avaliar esta diversidade é estudar diferentes populacdes utilizando
diferentes classes de marcadores. Marcadores moleculares de DNA s&o sequéncias
gendmicas localizadas num mesmo loco e sdo definidos como elementos capazes de
prever, mapear e caracterizar um fenétipo molecular (ZIETKIEWICZ et al. 1994).

O principio da técnica é baseado em PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) e
envolve amplificacbes de segmentos de DNA presente numa regido de distancia
amplificavel entre duas regides repetidas de microssatélites idénticas e orientadas em
direcdes opostas. As amplificagbes ndo requerem informagdes da sequéncia do genoma e 0
resultado avalia multilocos com alto padréao de polimorfismo.

Os marcadores ISSR sdo bastante variaveis, fornecem grande nimero de dados,
sdo facilmente detectados usando poucos equipamentos e ainda possuem um custo
razoavel para o pesquisador (WOLFE, 2005). Devido a sua abundancia e dispersao no
genoma, os marcadores ISSR tem sido utilizados para estudar relagbes entre duas
populacdes muito relacionadas e também para estimar a extenséo da diversidade genética a
nivel inter e intraespecifico em uma ampla variedade de espécies. Assim como em estudos
de “fingerprinting”, selecdo assistida por marcadores, filogenia e mapeamento genético.
(REDY et al, 2002).

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas amostras de Euphorbia heterophylla L. de 10 diferentes localidades,
nove amostras foram coletadas de diferentes regides do estado do Parana e uma amostra
foi coletada em Rio dos indios no Rio Grande do Sul. As sementes coletadas foram
semeadas em vasos, onde em cada vaso foram semeadas em torno de 50 sementes. Estes
vasos foram mantidos em condi¢gdo ambiente na Universidade Estadual de Maringa (UEM).
Para cada amostra coletada foi avaliado um numero diferente de individuos variando de 7 a
17 plantas, totalizando 132 amostras estudadas.

Para a extracdo de DNA utilizados no estudo da variabilidade genética, foram
coletadas 100mg de folhas jovens de plantas individuais de cada gendtipo (local),
totalizando 132 amostras. O DNA genbmico de cada planta foi extraido seguindo a
metodologia descrita por Hoisington et al. (1994), com pequenas modificacdes.

Para selecionar os primers utilizados neste trabalho foram avaliados 30 primers de
ISSR, que fazem parte do banco de primers do Laboratério de Cultura de Tecidos e
Eletroforese de Vegetais (DBC/UEM). Para o uso de cada primer foi testada a concentracéo

de DNA de 15 e 10ng, também foi avaliada a concentracdo do MgCl,, foram testadas as



concentracdes de 2,0 e 2,4 mM, a concentracdo do primer também foi avaliada, foram
testadas as concentracdes de 0,2 e 0,4 pM, j& a temperatura de anelamento foi testada
variando de 49°C a 51°C. Dos 30 primers testados neste trabalho foram selecionados 9, pois
estes apresentaram um padrdo de fragmentos amplificados bem definido. Os primers que
apés estes testes ndo amplificaram fragmentos especificos foram descartados deste
trabalho.

Apods a amplificacdo para cada amostra foram acrescentados 2 uL de tampéo loading
(azul de bromofenol 0,25% e glicerol 30%), e estas foram separadas em gel de agarose 1,5
% usando tampéao TBE 0,5X (44,5 mM Tris, 44,5 mM acido borico e 1 mM EDTA), tanto para
o preparo do gel como para as cubas. Para estimar o tamanho dos fragmentos amplificados
e separados no gel, foi utiizado o marcador de peso molecular 1Kb DNA Ladder
(Invitrogen). Para a eletroforese os géis foram expostos a um campo elétrico de 60 Volts por
4 horas, e ap0s este periodo estes foram corados em solugdo de brometo de etidio
preparada com 0,5 ug/mL, a imagem dos fragmentos no gel foi capturada em

transluminador L-PIX HE, Loccus biotecnologia.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Para que um marcador possa ser utilizado em um estudo, € necessario que se
realize a padronizacdo das condi¢cdes de amplificacdo, concentragdo dos componentes do
meio de reacdo, temperatura e tempo para as etapas da PCR. Esta etapa permite um
melhor aproveitamento dos marcadores, otimizando o processo de escolha. Para selecionar
os marcadores que serdo utilizados em futuros trabalhos foram avaliados 30 primers de
ISSR (Inter Simple Sequence Repeats). Para o uso de cada primer foi testada a
concentracdo de DNA para 15 e 10ng, também foi avaliada a concentra¢cdo do MgCl,, para
este componente foram testadas as concentracdes de 2,0 e 2,4 mM, a concentragdo do
primer também foi avaliada, foram testadas as concentragbes de 0,2 e 0,4 pM. Para a
condicdo de amplificacdo foi testada a temperatura de anelamento, que dependendo do
primer avaliado variou de 49°C & 51°C; cada primer utilizado apresentou melhor resultado de
amplificacdo em uma temperatura especifica onde os melhores resultados de amplificacédo
foram obtidos quando a reacéo foi realizada utilizando 10ng de DNA, 2,4 mM de MgCl, e 0,4
MM de cada primer utilizado.
Para a padronizacdo de temperatura ideal para o anelamento dos primers, foram
feitos varios testes até a obtencdo de um bom resultado com bandas nitidas. A figura 1
apresenta o resultado da amplificacdo do DNA de trés amostras distintas realizado com o
primer ISSR-19, nesta reacdo foram comparadas as temperaturas de anelamento em 50° e

51°C. Como a temperatura de 50°C foi a que apresentou melhor separacéo e nitidez dos



segmentos amplificados, foi a temperatura utilizada para avaliar o DNA das 132 plantas de
E. heterophylla estudadas neste trabalho.

Apbés a realizagdo das padronizacdes, apenas 9 primers amplificaram e
apresentaram um bom padrdo com bandas bem definidas no gel, sendo eles: ISSR-2, ISSR-
6, ISSR-7, ISSR-11, ISSR-12, ISSR-17, ISSR-18, ISSR-19, ISSR-811. Estes primers foram
utilizados para amplificar o DNA das 132 amostras dos 10 pontos de coleta, gerando um
total de 133 segmentos de DNA reproduziveis (bandas).

Primer ISSR-19
50°C 51°C

Figura 1. Primer ISSR-19 utilizado para avaliar e selecionar diferentes temperaturas de
anelamento; amostras 1, 2, e 3 foram amplificadas com a temperatura de anelamento de
50°C, amostras 4, 5 e 6 sdo os mesmos DNAs amplificados com a temperatura de 51°C.

CONCLUSOES
Conclui-se que dos 20 primers testados apenas 9 amplificaram e apresentaram um
bom padrdo com bandas bem definidas no gel, sendo eles: ISSR-2, ISSR-6, ISSR-7, ISSR-
11, ISSR-12, ISSR-17, ISSR-18, ISSR-19, ISSR-811.
E possivel utilizar esses marcadores como estudo para a diversidade genética da
espécie Euphorbia heterophylla L.
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