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Selecdo de iniciadores moleculares ISSR para estudos de variabilidade genética da Syagrus cearensis
Noblick
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RESUMO: Syagrus cearensis Noblick, é uma espécie nativa com distribui¢do na regifo nordeste brasileiro. E utilizada
na industria alimenticia, cosméticos, forragem, medicinal e uso paisagistico. Devido sua importancia econdémica e
exploragdo extrativista, tornam-se necessarias estratégias de conservacdo de germoplasma e selecdo de gendtipos
superiores, contribuindo com a perpetuacdo da espécie. Nesse sentido, a selecdo de marcadores moleculares
proporciona a caracterizacdo genética populacional, gerando informacdes para conservacdo da espécie. Assim,
objetivou-se selecionar marcadores ISSR para futuras analises de diversidade genética de populacdes naturais da
espécie. Foram coletadas amostras foliares de 20 individuos na Unidade Académica Especializada em Ciéncias Agréarias
(UECIA) da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN), municipio Macaiba/RN. Foram testados trinta
iniciadores e destes selecionados doze, que se destacaram por apresentarem maior nimero de locos com melhor
visualizagdo. Foram identificados 118 locos, para os trinta iniciadores. Os selecionados foram UBC807, UBC808,
UBC818, UBC840, UBC841, UBC851, UBC852, UBC857, UBCB859, UBC860, UBC880, M1, fornecendo um total de
66 locos. Os marcadores ISSR empregados neste estudo demonstraram eficiéncia na deteccdo de locos que permitirdo
analisar os polimorfismos moleculares para Syagrus cearensis. Por meio dos estudos da diversidade genética dos
individuos, seré possivel estabelecer estratégias que visem & conservagdo e manutencao da espécie.
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Selection of ISSR molecular primers for genetic variability studies of Syagrus cearensis Noblick

ABSTRACT: Syagrus cearensis Noblick, is a native species with distribution in the Brazilian northeast region. It is
used in the food industry, cosmetics, fodder, medicinal and landscape use. Due to its economic importance and
extractive exploitation, strategies of conservation of germplasm and selection of superior genotypes are necessary,
contributing to the perpetuation of the species. In this sense, the selection of molecular markers provides the population
genetic characterization, generating information for the conservation of the species. Thus, we aimed to select ISSR
markers for future analyzes of genetic diversity of natural populations of the species. Leaf samples were collected from
20 individuals at the Unidade Académica Especializada em Ciéncias Agrarias (UECIA) of the Universidade Federal do
Rio Grande do Norte (UFRN), in the municipality of Macaiba/RN. Thirty primers were tested and twelve were selected,
which stood out because they presented higher number of loci with better visualization. Eleven foci were identified for
the thirty primers. The selected were UBC807, UBC808, UBC840, UBC840, UBC841, UBC851, UBC852, UBC857,
UBC859, UBC860, UBC880, M1, providing a total of 66 loci. The ISSR markers used in this study demonstrated
efficiency in the detection of loci that will allow to analyze the molecular polymorphisms for Syagrus cearensis.
Through the studies of the genetic diversity of individuals, it will be possible to establish strategies that aim at the
conservation and maintenance of the species.
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INTRODUCAO

A familia das palmeiras, Arecaceae, forma um
dos principais troncos da evolucdo das
monocotiledéneas, sendo constituida atualmente por
252 géneros e aproximadamente de 2.600 espécies
(DRANSFIELD et al. 2008). No Brasil, a familia
Arecaceae apresenta naturalmente 38 géneros e
cerca de 270 espécies (LORENZI et al. 2010), com
ampla distribuicdo nas regides brasileiras, tais como
no Norte (Tocantins), Nordeste (Bahia, Ceard,
Paraiba, e Pernambuco), Centro-Oeste (Distrito

Federal, Goias, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul),
Sudeste (Minas Gerais, Espirito Santo e Rio de
Janeiro, S8o Paulo) e Sul (Parana), compondo
principalmente os dominios fitogeograficos Mata
Atlantica e Caatinga (LORENZI et al.,, 2010;
FLORA DO BRASIL 2020, 2019). A Syagrus
cearensis (Figura 1), conhecida popularmente como
catolé, coco catolé, coco-babdo ou babdo é uma
palmeira, que detém uma grande diversidade quanto
a sua utilizacido (ARAUJO SILVA-CARDOSO et
al.,, 2017). Dentre eles, confeccdes de artigos
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regionais tais como: chapéus de palha, vassouras,
bolsas (folhas); banquetas de decoracdo (tronco);
racdo animal, na culinéria, leite, 6leo, (extracdo das
améndoas). Além de uso terapéutico no tratamento
de problema de estdbmago, erisipela, diarreia e
diurético (ROSA et al., 2012).

Aratjo Silva-Cardoso et al. (2017) alertaram que
devido ao aumento da importancia econdmica da
espécie, combinada com a intensa exploracdo
extrativa e o0 avango indiscriminado do
desmatamento, sdo  necessarios  estudos e
tecnologias, como conservagdo, manejo e selecdo de
genotipos  superiores, bem como desenvolver
métodos de propagacdo, a fim de assegurar
condicdes para o desenvolvimento de programas de
melhoramento genético da espécie.

Figura 1 — Individuo de Syagrus cearensis emitindo os botes
florais, e os frutos verdes caracteristicos.

Fleury (2003) afirmou que para a conservacgao da
populacdo da espécie do mesmo género, Syagrus
romanzoffiana (Cham.) Glassman, em fragmentos
florestais com éarea inferior a 1.000 ha, sdo
necessarios planos de manejo, como medidas que
tenham por objetivo o desenvolvimento de sub-
bosques em fragmentos que estejam inteiramente
sob o efeito de borda, e a predacdo de sementes pos-
dispersas em fragmentos, onde haja forte presséo de
predadores de sementes.

As caracteristicas morfolégicas de uma espécie
sdo muito utilizadas para a caracterizagdo. No
entanto, os marcadores moleculares fornecem uma
abordagem mais minuciosa de cada individuo e sdo

muito  eficientes para a determinacdo da
variabilidade genética, por analisarem diretamente o
material genético (YANAKA et al., 2005).

Neste sentido, varios estudos que tém como
objetivo analisar a variabilidade genética em
populacdes vem empregando 0s marcadores
moleculares ISSRs (Inter Simple Sequence Repeat),
pois sdo eficazes na deteccdo de polimorfismo, tém
baixo custo, sdo abundantes no genoma e
reprodutiveis entre laboratérios (FAJARDO et al.,
2018; SANTANA et al., 2011; SILVA et al., 2017,
PINHEIRO et al., 2017). Esta constitui uma técnica
que ndo necessita de conhecimento prévio do
genoma da espécie alvo de estudo, gerando elevado
niamero de locos  polimdrficos e alta
reprodutibilidade (ADHIKARI et al., 2017,
SANTOS et al., 2011).

Assim, o presente estudo teve como objetivo
selecionar os marcadores ISSR para futuras analises
de diversidade genética de populagfes naturais de
Syagrus cearensis Noblick.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas amostras foliares de 20
individuos (Figura 2) representantes de uma
populagdo natural situadas na Unidade Académica
Especializada em Ciéncias Agrarias (UECIA) da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte
(UFRN), nas coordenadas 5°52°58°* S e 35°21°47”’
N, no municipio de Macaiba, RN.

Foram realizadas coletas de fragmentos do tecido
foliar dos individuos e adicionados em tubos
plasticos contendo 2 ml de CTAB 2x, sendo logo
apos, transportados ao laboratério e armazenados em
freezer a -20°C, até dar inicio a extracdo do DNA,
por meio de um protocolo pré-estabelecido
(DOYLE, DOYLE, 1987).

Aproximadamente 250 mg de material foliar
foram utilizadas para a extracdo do DNA pelo
método CTAB proposto por Doyle e Doyle (1987),
com algumas alteracGes. Foram utilizados 100 mM
de Tris pH 8,0; 1,4 M de NaCl; 20 mM de EDTA
pH 8,0; 2% (p/v) CTAB; 1% (p/v) PVP-40 e 0,2%
(v/v) de B-mercaptoetanol pré-aquecido a 60°C em
banho-maria. O DNA foi entdo conduzido a
geladeira e submetido a uma temperatura média de
4°C, até que o pellet solubilizasse na solucéo.
Posteriormente foi armazenado em freezer até sua
utilizagdo. Apos sua extracdo, a concentracdo total
de DNA foi mensurada utilizando o
espectrofotdmetro Epoch™.
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Figura 2 — Populagdo natural de Syagrus cearensis representante
da unidade amostral estudada.

Nas reacbes de PCR foram utilizados 30
iniciadores ISSR da Universidade de British
Columbia (UBC primer set #9, Vancouver, Canada).
O mix de PCR foi constituido de Buffer (10 X),
BSA (1,0 mg ml™), MgCl, (50 mM), dNTP (2,5
mM), primer (2 uM), Taq polimerase (U.ul™), DNA
(diluido 1:50) e &gua ultra pura, em um volume final
de 12 pl por amostra.

Para a selecdo dos iniciadores, foi feito um
“bulk” misturando-se 4 pL. de DNA concentrado de
trés individuos para possibilitar o aumentando das
chances de amplificagdo de locos.

As PCRs foram realizadas em termociclador
automatico Biocycler, no qual as amostras foram
inicialmente, deshaturadas a 94°C por 2 min,
seguidos de 37 ciclos, iniciando-se com 15 segundos
a 94°C; em seguida 30 segundos a 47°C e
posteriormente 72 °C por 1 minuto; ao final de todos
os ciclos o processo foi finalizado por 7 minutos a
72°C e resfriado a 4°C.

Posteriormente a PCR, foi realizada a
eletroforese em gel de agarose a 1,5% (p/v), com
tampdo TAE 1X (Tris-Acetato EDTA), com a
voltagem de 100 V, por duas horas e meia. Foi
utilizado o marcador de DNA (ladder) de 1000 pares
de bases para determinar o tamanho molecular dos
fragmentos  amplificados. Ao término  da
eletroforese, os geis foram fotografados mediante
fonte de luz ultravioleta e fotografados com auxilio
do sistema de com o auxilio do sistema de foto
documentagcdo E-Box VX2. Assim, os iniciadores
foram comparados e selecionados, visto que aqueles
gue apresentaram melhor definicio e maiores
nameros de locos amplificados estavam dentro do
crittrio de inclusdo. Todavia, 0s que ndo
apresentaram tais caracteres foram desconsiderados.

RESULTADOS E DISCUSSOES
A metodologia aplicada foi eficiente, mostrando
uma boa amplificagdo das bandas e locos, resultando
em uma adequada definic&o.

Dos trinta iniciadores testados para averiguar a
capacidade de gerar bandas, doze destacaram-se por
apresentarem melhor amplificacdo e proporcionaram
um maior quantitativo de locos. Os doze iniciadores
selecionados apresentaram 66 locos, sendo eles,
UBC807, UBC808, UBC818, UBC840, UBC841,
UBCB851, UBC852, UBC857, UBC859, UBCB860,
UBCB880, M1. A quantidade de bandas por iniciador
variou de quatro (UBC118) a sete (UBC807). Os
iniciadores UBC822, UBC829, UBC881 nio
amplificaram (Figura 3).

Pinto et al. (2015) realizaram a caracterizacdo
molecular do hibrido Syagrus costae (Syagrus
oleracea X Syagrus coronata). Neste estudo foram
selecionados também doze iniciadores de ISSR, que
se mostraram eficazes para descriminacdo dos
hibridos.

Dos 118 locos obtidos, 42% dos iniciadores
geraram de 5 a 7 locos, 42% forneceram de 2 a 4
locos e 16% obtiveram um loco ou n&o
amplificaram. Duarte (2015) salientou que entre 0s
iniciadores selecionados, o UBC 857 foi altamente
eficiente, sendo também comprovado para espécie
Ficus bonijesuslapensis, fomentando estudos que
tenham como base a sele¢éo dos iniciadores ISSRs.

Conforme a literatura, encontram-se diversos
trabalhos  utilizando  marcadores  dominantes
(CARVALHO et al., 2012; FAJARDO et al., 2018;
SILVA et al., 2017; PINHEIRO et al., 2017),
incluindo os ISSR que consideram a quantidade de
locos polimorficos a diversidade genética.
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Figura 3 - Produto da amplificacdo dos fragmentos, gerados
pelos 31 iniciadores ISSRs para estudos de diversidade genética.

CONCLUSOES
Os doze marcadores ISSR selecionados no estudo
foram eficientes para a Syagrus cearensis

possibilitando a identificagdo do polimorfismo
molecular, proporcionando estudos futuros quanto a
diversidade, melhoramento e conservagao genética.
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