Cerrados

~y

1 i h i k _— e . — i : . E \ 1 . L . . 1 . -H 'k | i H T 0 —_— 1
) @ \ [ oY | w q» ] a1 A ) @ ) | Y | A ™ \ ' B a1 D) .y N v/ @ ) | [ - | AY » -,
1 1 il 3 /| : 1 - 1 ) = | 1 i 1 '|: il iR . ] . ' : o :I Iy e, N A 3 :.. | __N III | i B "
.I. _|I'I “:I ] _,-I.I' : - ] : ,: i ;". : -. - _ k .-:I:- I_I_- '.. r" I.. q a . :_I' ] .I A ) ,: i i) 1 o 1 II: : “ :
f I'. _.-'-..lr i 4 ! = 4 y j - i . | - e .,—-"-I - = | i | y .'_'I /| _— -"".-.-r. i | .'I JI.I o i a i - ___."' ¥ I. - R _,_-EI:I — .I i _;1'? i JI _a-'-'l'lI i i ..-':. e -".. : _'1' I:. . I.l. =] - 4
- . n w - . ] . = T
-.i | - N”T-EI : : E s‘z PI I-
, 5 - i % - - " 1 n ; . _— ;
:u H] | ul . | . | :-"'.II - a _— .-'I .'ll

: . ] 15 - ] ] I, - ] | . - A1t ! . ' " " - il "
y L ] i a B B | i L el "Bl f . A L B i & E | Al \ b 1
) - 1 ' ] - L o ' - — o .Y i @ 4 | il : =1 ﬁ 4 . i m |
. t . . ) F -'I - y = 3 | ': i i . i ': : ) !':I .':I'I ) = . y L} i { by 'l'n 3 y ;:T:"- . . I ) # Y I L - . > 2 ‘::"

Graciele Bellon'; Fabio G. Faleiro', Ana Maria Barros'; Claudio T. Karia'; Ronaldo P. Andrade’;
Maria C. R. Cordeiro'; Alberto C. Pinto'; Nilton T. V. Junqueira’; Ailton V. Pereira’';
Elainy B. C Pereira'?: Francisco D. Fernandes': Marcio E. Ferreira®.

1Embrapa Cerrados, CP 08223, 73310-970 Planaltina-DF; 2Agéncia Goiana de Desenvolvimento
Rural e Fundiario; 3Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

e-mail: ffaleiro@cpac.embrapa.br
VO

30

Validar a metodologia de extracao de DNA otimizada por Faleiro et al. (2003) e testar primers

OB

Nas ultimas décadas, o agronegdcio passou a ocupar posicao de destaque no processo de

desenvolvimento brasileiro, provindo as populacdes urbanas com alimentos a custos reais decameros em amostras de DNA gendmico de 46 espécies de plantas que estao sendo estudadas

atualmente na embrapa Cerrados.

MATERIAL B MEFTTOROS

O DNA gendmico de cada uma das 46 espécies (Tabela 1) foi extraido utilizando a metodologia descrita
por Faleiro et al. (2003). A Figura 1 ilustra os principais grupos de espécies analisadas. A quantificacao do
DNA foi feita com base na absorbancia a 260nm, a analise de pureza com base na relacao de absorbancia a
260 e 280nm e a integridade com base na eletroforese em agarose 0,8%. Foram testados 24 primers
decameros para analisar a amplificacao do DNA via PCR. As reacdes de amplificacao foram feitas em um
volume total de 13 uL, contendo Tris-HCI 10 mM (pH 8,3), KCI 50 mM, MgCli2 3 mM, 100 uM de cada um
dos desoxiribonucleotidios (dATP, dTTP, dGTP e dCTP), 0,4 uM de um primer (Operon Technologies Inc.,
Alameda, CA, EUA), uma unidade da enzima 7aqg polimerase e, aproximadamente, 15 ng de DNA. As
amplificacoes foram aplicadas em gel de agarose (1,2%), corado com brometo de etidio. A separacao
eletroforética foi de, aproximadamente, quatro horas, a 90 volts. Ao término da corrida, os géis foram
fotografados sob luz ultravioleta para a analise dos produtos de amplificacao.

decrescentes, oferecendo matéria-prima para a agroindustria de insumos e fortalecendo o setor de
servicos. Participando diretamente da expansao do agronegécio brasileiro, a regiao do Cerrado

emergiu desse processo como uma das mais expressivas devido a sua extensa area geografica,

cujas caracteristicas edafoclimaticas propiciaram o desenvolvimento de indmeras atividades

agricolas.

Varias espécies de plantas tém sido utilizadas ou apresentam grande potencial de utilizacao nas
atividades agricolas no Cerrado. A realizacao de programas de conservacao e uso de germoplasma
e de selecao e melhoramento genético sao essenciais para a utilizacao econémica e racional de tais
espécies. Marcadores do DNA estao sendo utilizados como ferramentas em diferentes estudos
genéticos de grande utilidade para tais programas. A etapa basica para tais estudos € a extracao de
obtencao dos marcadores. Nesses
sentido, Faleiro et al. (2003) desenvolveram uma metodologia para operacionalizar a extracao de

DNA genémico em quantidade e qualidade adequadas a

DNA de varias espécies nativas do Cerrado, a qual tem sido também utilizada para outras espécies
estudadas na Embrapa Cerrados.
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Tabela 1. Regiao do Cerrado (A), Pequi (B), Mangaba (C), Araticum (D), Panicum (E), Capim-elefante (F), Brachiaria (G), Mandioca (H), Manga (l), Estilosantes (J), Amendoim-Forrageira (K), Guandu (L), Maracujas (M, N, O), Trigo (P) e Soja (Q) .

RESULITA[RXOS
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Foram obtidas amostras de DNA gendmico em quantidade e qualidade para as 46 espécies Tabela 1. Absorbancia a 260 e 280 nm, relacao Espécie Nome comum | A260 | A280 |A260/A280 c“ﬂ;}ﬂm
« . o A260/A280 e concentracao de amostras de [acrocomia aculeata Macauba 0,118 | 007 | 1,686 590
testadas (Tabela 1). A relagao Azeo/Azg0 variou de 1,471 a 2,184, sendo que em 78% das DNA gendmico de 46 espécies extraidas com [Andropogon gayanus Andropogon 0,03 | 0,017 | 1,765 150
z __* s s - 3 z base na metodoloaia de Faleiro et al. (2003). Annona crasssiflora Araticum 0,111 0,063 1,762 555
espécies, ficouentre 1,7 a 2,1, evidenciando a pureza e qualidade das amostras extraidas. A g ( ) AT P e e B o6 =
concentracao do DNA em 150 ul, variou de 95 a 2225 ng/uL. Os testes dos primers Jvona zalive Ao e 0 It
Bactrys gasipaes Pupunha 0,084 0,053 1,985 420
decameros evidenciaram a qualidade das amplificacoes via PCR e a tendéncia de Brachiaria brizantha Brachiaria 0,041 | 0,025 1,640 205
_ i . _ . Brachiaria decumbens Brachiaria 0,027 | 0,014 1,929 135
funcionalidade dos mesmos primers para as diferentes espécies (Tabela 2). Brachiaria humidicola Brachiaria 0,023 | 0,012 1,017 115
Brachiaria ruziziensis Brachiaria 0,047 | 0,025 1,880 235
Cajanus indicus Guandu 0,186 0,096 1,938 930
Caryocar brasiliense Pequi 0,1 0,053 1,887 500
Tabela 1. Qualidade dos produtos de amplificacao de DNA gendmico de oito espécies de plantas gerados Dimorpharandra mollis Faveira 005 | 0,034 1,471 250
. A Dypterix alata Baru 0,076 0,041 1,854 380
RUF 25 R0IP8IS QREAINGIGS. Eugenia dysenterica Cagaita 0,075 | 0,042 | 1,786 375
. | Glycine max Soja 0,233 | 0,124 1,879 1165
PRIMER | SEQUENCIA | MARACUJA | MANGABA | PANICUM | GUANDU | PEQUI | ESTEVIA | GUEROBA | MANDIOCA Haricomia spoidsa Mangaba 0.053 0.031 171 265
OPD4 TCTGGTGAGG F + + + F + + + Hordeum vulgare Cevada 0,173 0,087 1,989 865
OPD7 TTGGCACGGG F + + + + + + + Mangifera indica L, Manga 0,043 0,023 1,870 215
OPDS8 GTGTGCCCCA + + + + + + + + Manihot esculenta Mandioca 0,081 0,042 1,929 405
OPD10 |GGTCTACACC F + F F a : T F Melinis minutiflora Capim gordura 0,019 0,010 1,900 95
OPD16 |AGGGCGTAAG + + 5 + - + + + Oriza sativa Arroz 0,125 | 0,068 1,84 625
OPE 4 GTGACATGCC ; % ; = = = 2 ; Panicum maximum Capim coloniao 0,146 0,073 2,00 730
OPE 10 |CACCAGGTGA R _ = = z . Paspalum atratum Capim pojuca 0,023 0,012 1,917 115
OPE12 TTATCGCCCC = S + m 2 " o F Passiflora amethﬂfna MEI‘ECUjé U, 114 G,UES 1 ,E1D 270
OPE 18 |GGACTGCAGA T T T + + + + ¥ Passiflora careulea Maracuja 0,278 0,149 1,866 1390
OPE 20 | AACGGTGACC F e + + + + 1% 7% Passiflora coccinea Maracuja 0,122 0,072 1,694 610
OPE1 ACGGATCCTG E T T - P T T ¥ Passiflora edulis Maracuja azedo 0,347 0,164 2,116 1735
OPF13 | GGCTGGAGAA - 09 ‘ P - ‘ v P Passiflora gibertii Maracuja 0,281 | 0,139 2,022 1405
OPF14 | TGCTGCAGGT T T i 7 T T T i Passiflora laurifolia Maracuja 0,445 | 0,246 1,809 2225
OPF15 | CCAGTACTCC _ 7 + - i 7 + 7 Passiflora nitida Maracuja 0,231 0,11 2,100 1155
OPF17 | AACCCGGGAA F + T F 2 T T p Passiflora quadrangularis Maracuja 0,211 0,105 2,010 1055
OPG 1 CTACGGAGGA C . & P i T i £ Passiflora setacea Maracuja 0,398 0,202 1,970 1990
OPG 8 TCACGTCCAC 5 = ¥ T = 7 T T Eassfﬂﬂra ten:riﬁfa Maracuja 0,263 0,154 1,708 1315
ennisetum glaucum Milheto 0,028 | 0,015 1,867 140
ggg ?4 gg?rgigii% u u u u * * : i Pennisetum iumureum Capim elefante | 0,107 | 0,049 | 2,184 535
Tt 5 = = 2 " 2 ; " Sorghum bicolor Sorgo 0,058 | 0,028 2,071 290
5PH 10 |CCTACGTCAG = F = - - 7= - P Stevia rebaudiana . Estevia 0,095 0,05 1,9 475
5P 15 T ACGCACATGT - . - - Sthypphrnodendron adstnngens Barbatimao 0,084 0,05 1,68 420
+ + + 2 + ax 15 Figura 2. Produtos de amplificacao de amostras de Stylosanthe guyanensis Estilosantes 0,095 | 0,048 1,979 475
OPH 16 | TCTCAGCTGG + + * - 52 s + P DNA gendmico de Maracuja (A), Mangaba Stylosanthe macrocephala Estilosantes 0,103 | 0,059 1,746 515
OPH 17 JCACTCTCCTC + + + F + + + + (B), Panicum (C), Guandd (D), Pequi (E) Syagrus oleracea Gueroba 0,086 | 0,049 1,755 430
+ Amplificacdo com muitas marcas s ' - ' Syagrus romanzoffiana Jeriva 0,077 | 0,047 1,638 385
P Amplificacdo com poucas marcas kstovia {F)., Gueroba (G) & Mandioca (H] Trificum aestivam Trigo 0,091 | 0,047 | 1,936 455
F Amplificacéo fraca gerados com o uso de primers decameros. vPassiflora mucronata Maracuja 0173 | 0,089 1.944 865
- Amplificacéo ausente Zea mays Milho 0,113 0,056 2,018 565

CONCLUSHIES L

A metodologia de extracao otimizada por Faleiro et al. (2003) foi validada para todas as 46
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espeécies analisadas, o que tem contribuido para operacionalizar o processo e otimizar o uso de
reagentes e equipamentos no Laboratério de Genética e Biologia Molecular da Embrapa Cerrados.
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