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0 objetivo deste estudo foicaracterizar o padrido de amplificacdo e selecionar iniciadores
RGA (Resistance Gene Analogs) e ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) para subsidiar
estudos genéticos em Croton linearifolius. Para tanto, foram realizados testes de
amplificacdo em individuos de C. linearifolius com o uso de 24 combinacdes de pares de
iniciadores RGA e 23 iniciadores ISSR. As reacdes de amplificacdo com as combinacdes de
RGA produziram73 marcas, sendo que 14 combinagées apresentaram marcas
polimérficas. As reagdes com os iniciadores ISSR produziram 136 marcas com 16
iniciadores apresentando marcas polimorficas. Os resultados obtidos atestam que os
marcadores avaliados sdo potencialmente tteis para subsidiar estimativas genéticas para
a espécie em estudo. Os iniciadores selecionados contribuirdo para analises de estrutura
e diversidade genética de populac¢des naturais de C. linearifolius.

1. Introducao

0 género Croton L. é o segundo maior e mais diverso
da familia Euphorbiaceae, possuindo aproximadamente 1.200
espécies distribuidas em sua maioria nas regides tropicais do
mundo (Berry etal., 2005). Com cerca de 350 espécies, o Brasil
é um dos principais centros de diversidade do género, que esta
representado nos mais variados ambientes, havendo
predomindncia de espécies nas regides Sudeste e Nordeste do
pais (Carneiro-Torres, 2009, Cordeiro et al., 2015).

Diversas espécies de Croton sido conhecidas por
possuirem propriedades medicinais e/ou inseticidas, a
exemplo de C. linearifolius, conhecida popularmente como
velame pimenta. Esta espécie é endémica do Brasil e apresenta
potencial larvicida comprovado contra o Aedes aegypti, vetor
de doengas emergentes como a Zika e chikungunya, além da
dengue (Silva et al., 2014).

Em detrimento da importancia ecolégica e do seu
potencial uso, os estudos sobre C. linearifolius sdo incipientes,
principalmente quando relacionados a dados genético-
moleculares. Contudo, o conhecimento da diversidade e
estrutura genética é uma prerrogativa para elaboracido de
estratégias de manejo sustentavel e de conservacdo dos
recursos genéticos.

Notadamente, os marcadores moleculares tém sido
empregados para identificagdo, caracterizacio e avaliacdo dos
recursos genéticos (Rocha et al,, 2016; Chagas et al., 2015;
Borém & Caixeta, 2009). Dentre os indimeros marcadores
disponiveis, estdo os marcadores RGA (Resistance Gene
Analogs) e ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) que sdo
amplamente utilizados, especialmente por ndo requererem
informagdes prévias sobre o genoma das espécies a serem
avaliadas (Borém & Caixeta, 2009). Além disso, devido ao
tamanho dos iniciadores (aproximadamente 20 bases)
possuem maior reprodutibilidade potencial que outros
marcadores dominantes, a exemplo dos marcadores RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA).

A selecdo de iniciadores (também conhecida como
screening) consiste em uma etapa preliminar importante nos
estudos genéticos baseados em marcadores moleculares, uma
vez que, reduz custos e otimiza o tempo empregados antes da
avaliacdo de toda uma populagdo, evitando, por meio da
andlise dos perfis de amplificagdo, o uso de iniciadores
inadequados para a espécie alvo.

Neste contexto, objetivou-se caracterizar o padrao de
amplificacdo e selecionar iniciadores RGA (Resistance Gene
Analogs) e ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) para subsidiar
a realizacdo de estudos genéticos em C. linearifolius.
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2. Material e métodos

0 estudo foi conduzido a partir de amostras de DNA
depositadas no banco de DNA gendmico do Laboratério de
Genética Molecular Aplicada (LGMA), na Universidade
Estadual do Sudoeste da Bahia, campus Itapetinga - Bahia
(Rocha, 2015). Testes de amplificacdo foram realizados em
oito individuos de C. linearifolius com o uso de 24 combinagdes
de pares de iniciadores RGA (a partir de 23 iniciadores, Tabela
1) e em cinco individuos com 23 iniciadores ISSR (Tabela 1).

As reagdes de PCR foram realizadas com um volume
final de 16 pL, contendo 12 ng de DNA, 1,7 pL de tampao de
PCR 10X (LGC biotecnologia), 1,0 uL de MgCl; 50mM (LGC
Biotecnologia), 1 uL. de dNTP mix 2,5mM (LGC biotecnologia),
1 unidade de Taq DNA polimerase (LGC biotecnologia), agua
Milli-Q e 1 pL de cada iniciador. Nas reagdes de amplificagdo
foram adotados os seguintes programas de amplificacdo para
os iniciadores RGA: 5 minutos a 95°C; seguido de 34 ciclos (30
segundos a 95°C, 1 minuto a 37°C, 1 minuto e 20 segundos a
72°C); e extensdo final de 10 minutos a 72°C. Para os
iniciadores ISSR: 95 °C por 5 minutos; seguido de 34 ciclos (94
°C por 50 segundos, 48°C por 50 segundos, 72°C por 1 minuto);
e uma extensdo final a 72°C por 5 minutos.

Aliquotas (5 pL) dos produtos de amplificagdo foram
visualizados em corrida eletroforética em gel de agarose a 2%
(m/v) e solucdo de corrida TBE 1x, por aproximadamente 2
horas a 110V. A visualizagdo do resultado da corrida
eletroforética foi observada com a utilizagio de
fotodocumentador Kodak, sob incidéncia de luz ultravioleta.

As imagens dos géis foram analisadas por dois pesquisadores,
visando aumentar a confiabilidade e a reprodutibilidade das
leituras/interpretagdes dos padrdes de amplificacao.

3. Resultados e discussao

A estratégia de caracterizagio e selecdo de
iniciadores como etapa preliminar em estudos genéticos, tem
sido adotada em estudos com diferentes espécies, a exemplo
da caracterizagdo da diversidade genética em populacdes
naturais de C. heliotropiifolius (Rocha et al, 2016), de
Sinopodophyllum hexandrum (Liu et al., 2016) e de Maytenus
truncata (Simplicio et al.,, 2015). Para Croton linearifolius sdo
escassos o0s estudos genético moleculares e apenas
caracteriza¢des iniciais foram disponibilizadas por Rocha
(2015) envolvendo marcadores RAPD e ISSR. Diante desse
contexto, os resultados obtidos na presente pesquisa deverdo
subsidiar futuros estudos genético populacionais de C.
linearifolius.

De um total de 24 combinagdes de iniciadores RGA
testadas, 20 (83,3%) geraram produtos de amplificagdo com
nitida visualizagdo, sendo que 14 (58,3%) apresentaram
marcas polimdrficas (Tabela 1). Essas combina¢des de RGA
produziram 73 marcas com um nimero médio de trés marcas
por combinacdo. Os nimeros de marcas geradas variaram de
uma (RGA1F + RGA8R e RGA1R + RGA1F) a sete (S1 + AS2). A
porcentagem de bandas polimérficas variou de 33% (RGA2R +
RGASF) a 100% (NBSF1 + AS1, S1 + NBSR1, RGA7R + RGA1F,
RGA4R + RGA4F, RGASR + RGASF, RGA1R + RGA4F E RGA2R +
RGA4F).

Tabela 1. Caracterizagdo da amplificagdo de regides genémicas de Croton linearifolius a partir de 24 combinagdes de pares de iniciadores

RGA (Resistance Gene Analogs).

Combinagio  Cédigo Sequéncia T(;:al Nﬂmel"od,e t_)andas Polimorfismo
Bandas polimérficas (%)
. s1 GGT GGG GTT GGG AAG ACA ACG : 5 o0
AS1 CAA CGC TAG TGG CAA TCC
s1 GGT GGG GTT GGG AAG ACA ACG
2 AS2 IAA IGC IAG IGG IAA ICC ’ > &
s1 GGT GGG GTT GGG AAG ACA ACG
3 AS3 IAG IGC IAG IGG IAG ICC > 2 40
AS1 CAA CGC TAG TGG CAA TCC
4 AS2 IAA IGC IAG IGG IAA ICC 0 0 0
AS1 CAA CGC TAG TGG CAA TCC
> AS3 IAG IGC IAG IGG IAG ICC 0 0 0
NBSF1 GGA ATG GGl GGI GIF GGI AAR AC
6 AS1 CAA CGC TAG TGG CAA TCC 2 2 100
NBSF1 GGA ATG GGl GGI GIF GGI AAR AC
/ AS2 IAA IGC IAG IGG IAA ICC 2 0 0
NBSF1 GGA ATG GGl GGI GIF GGI AAR AC
8 AS3 IAG IGC IAG IGG IAG ICC 2 0 0
s1 GGT GGG GTT GGG AAG ACA ACG
9 NBSR1 YCT ACT TGT RAY DAT DAY YYT RC 6 6 100
RGALF AGT TTATAATTY EATTGCT
10 RGASR AGC CACTTT TGA CAA CTG C ! 0 0

Tabela 1. Continuagdo.



Total

L - A Numero de bandas Polimorfismo
Combinacdo Cddigo Sequéncia de c e
polimérficas (%)
Bandas
NBSF1 GGA ATG GGI GGI GIF GGI AAR AC
1 NBSR1 YCT ACT TGT RAY DAT DAY YYT RC 0 0 0
RGAS8F AGC GAC GAG AGTTGT ATTTAAG
12 RGAS8R AGCCACTTTTGACAACTGC 4 3 =
RGA1R ACT ACG ATT CAAGAC GTCCT
13 RGALF AGT TTATAATTY EATTGCT 1 0 0
RGA2R CAC ACG GTT TAA AATTCT CA
14 RGALF AGT TTATAATTY EATTGCT / 3 43
RGA7R CCG AAG CAT AAG TTG GTG
5 RGALF AGT TTATAATTY EATTGCT 3 3 100
RGA4R TACATCATG TGTTACCTCT
16 RGA4F TGT TACTGCTTT GTT TGG TA 3 3 100
RGA5R TCAATCATT TCT TTG CAC AA
17 5 5 100
RGASF TGC TAG AAA AGT CTATGA AG
RGAG6R AACTACATTTCTTGCAAGT
18 RGA 6F AGC CAAAGCCATCTACAGT > 3 60
RGA1R ACT ACG ATT CAAGAC GTCCT
19 6 6 100
RGA 4F TGT TACTGCTTT GTT TGG TA
RGA4R TACATCATG TGT TACCTCT
20 RGA 1F AGT TTATAATTY EATTGCT 0 0 0
RGA2R CAC ACG GTT TAA AAT TCT CA
21 2 2 100
RGA 4F TGT TACTGCTTT GTT TGG TA
RGA2R CAC ACG GTT TAA AAT TCT CA
22 RGA 5F TGC TAG AAA AGT CTATGA AG 3 1 3
RGA2R CAC ACG GTT TAA AAT TCT CA
23 RGA 6F AGC CAAAGCCATCTACAGT 2 0 0
RGAGR AACTACATTTCTTGCAAGT
24 RGA 5F TGC TAG AAA AGT CTATGA AG 2 0 0
Média 3,0 2,4 41

I= A/T/G/C; D= A/G/T; E=C/G; R= A/G; Y=C/T

Os 23 iniciadores ISSR testados geraram produtos de
amplificacdo com nitida visualizagdo, sendo que 16 (69,5%)
apresentaram marcas polimdrficas (Tabela2). As reagdes de
amplificacdo com os iniciadores ISSR produziram 136 marcas,
com um numero médio de 5,9 marcas por iniciador. Os
iniciadores DiCA3'YG e TriCAG3'RC produziram o menor
(duas) e o maior (nove) nimero de marcas, respectivamente.
A porcentagem de bandas polimdrficas variou de 13%
(TriGTG3°YC) a 100% (DiCA3°YG).

As variag6es no percentual de iniciadores RGA e ISSR
identificados com padrdes de amplificagdo polimorficos é
também observado em outros estudos disponiveis na
literatura, a exemplo dos resultados de Chagas et al. (2015)
que selecionaram seis de 29 iniciadores ISSR testados em
Elaeis guineensis, bem como dos resultados de Rocha et al.

(2014) que selecionaram 34 de 48 iniciadores testados em
Pilocarpus microphyllus. A varia¢do observada no percentual
de iniciadores selecionados, no nimero de marcas e no nivel
de polimorfismo decorre, entre outros fatores, da
particularidade das espécies investigadas, bem como do
numero de individuos testados.

Além dos iniciadores que ja apresentaram perfil de
amplificacdo polimoérfico (e portanto podem ser priorizado em
futuros estudos) é importante destacar que os marcadores
com perfil monomorfico, nessa andlise, podem apresentar
polimorfismo em outras amostras, ndo devendo ser portanto
descartados, embora possam ser preteridos. Esta discussdo
mostra a importancia de estudos para se conhecer o padrio de
amplificacdo dos iniciadores disponiveis para as espécies de
interesse, antes da genotipagem da populagdo a ser estudada.

Tabela 2. Caracterizacdo da amplificacdo de regides gendmicas de Croton linearifolius a partir de 23 iniciadores ISSR (Inter Simple

Sequence Repeat).



Ndmero de

Codigo Sequéncia de bases 'I];;t:(li:: l.)an,da.s Polimorfismo (%)
polimoérficas
DiCA3°G 5’- CAC ACA CAC ACA CACAG-3’ 7 3 43
DiCA3'RG 5’- CAC ACA CAC ACA CACARG- 3" 7 2 29
DiCA3'YG 5’- CAC ACA CAC ACA CAC AYG-3° 2 2 100
DiGA3'C 5°- GAG AGA GAG AGA GAG AC- 3" 6 4 67
DiGA3" RC 5'- GAG AGA GAG AGA GAG ARC- 3° 8 2 25
DiGA3'T 5'- GAG AGA GAG AGA GAG AT- 3° 7 3 43
TriCAC3'RC 5'- CAC CACCACCACCACRC-3® 8 2 25
TriCAC3'YC 5°- CAC CACCACCACCACYC-3° 7 2 29
TriCAC5'CY 5'- CAC CACCACCACCAC CY-3° 3 0 0
TriCAG3'RC 5°- CAC CACCACCACCACRC-3° 9 2 22
TriGTG3'YC 5'- GTG GTGGTGGTGGTG YC-3* 8 1 13
TriTGT3'YC 5°- TGT TGTTGTTGTTGT YC-3° 7 0 0
TriAAC3'RC 5'- AAC AACAACAACAACRC-3' 8 1 13
TriAAG3'RC 5°-AAG AAG AAGAAGAAG RC3® 7 2 29
TriACG3'RC 5'- ACG ACGACGACGACG RC-3° 5 0 0
TriAGA3'RC 5°-AGA AGA AGA AGA AGA RC-3° 8 2 25
TriTGG3'RC 5- TGG TGGTGGTGGTGG RC-3" 4 0 0
TriCGA3'RC 5'- CGA CGA CGA CGA CGARC-3° 4 0 0
TriCGC3'RC 5'- CGC CGC CGC CGC CGC RC-3° 4 1 25
TriGAC3'RC 5- GAC GACGACGACGAC RC-3° 5 1 20
TriGCA3'RC 5'- GCA GCA GCA GCA GCARC-3" 4 0
TriGCC3'RC 5'- GCC GCC GCC GCC GCCRC-3° 3 0 0
TriGGA3'RC 5'- GGA GGA GGA GGA GGA RC-3° 5 1 20
Média 59 1,3 22,8

1=A/T/G/C; D= A/G/T; E=C/G; R= A/G; Y=C/T

4. Conclusoes

O sucesso na selegdo das 14 combinagdes de

iniciadores RGA e dos 16 iniciadores ISSR, tendo por critérios
a resolucdo das marcas e os padrdes polimdrficos atesta que
os marcadores RGA e ISSR sdo potencialmente tteis para
subsidiar estimativas genéticas para Croton linearifolius. Os
iniciadores selecionados, em conjunto com os métodos de
estimativa de diversidade previamente caracterizados por
Scaldaferri et al. (2014) deverdo potencializar a obtenc¢do de
informag¢des populacionais associadas a diversidade e
estrutura genética em populagdes naturais de C. linearifolius.

5. Agradecimentos

A Coordenagio de Aperfeicoamento de Pessoal de
Nivel Superior (CAPES) e ao programa de pds-graduacdo em
Ciéncias Ambientais (PPGCA) da Universidade Estadual do
Sudoeste da Bahia (IUESB) pela concessdo da bolsa de estudo.

6. Referéncias

Berry, P. E. Hipp, A. L., Wurdack, K. ]., Van, E. E. B. & Riina, R.
(2005). Molecular phylogenetics of the giants genus
Croton and tribe Crotonae (Euphorbiaceae sensu strictu)
using ITS and trnL-trn-F DNA sequence data. American
Journal of Botany, 9, 1520-1534.

Borém, A. & Caixeta, E. T. (2009). Marcadores moleculares.
Vigosa: (22 Ed). UFV.

Carneiro-Torres, D. S. (2009). Diversidade de Croton L.
(Euphorbiaceae) no bioma Caatinga. 296 f. Tese

(Doutorado em Botanica). Universidade Estadual de
Feira de Santana.

Chagas, K. P. T, Sousa, R. F,, Fajardo, C. G.& Vieira, F. A. (2015).
Selecdo de marcadores ISSR e diversidade genética em
uma populacdo de Elaeis guineensis. Revista Brasileira de
Ciéncias Agrdrias, 10(1), 147-152.

Cordeiro, L, et al. (2015). Croton. In: Lista de Espécies da Flora
do Brasil. Jardim Botanico do Rio de Janeiro. Disponivel
em:
<http://reflora.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB1749
7>. Acesso em: 25/01/2016.

Liu, W, etal. (2016). Genetic diversity and structure of the
threatened species Sinopodophyllumhexandrum(Royle)
Ying. Genetics and Molecular Research, 15(3).

Rocha, J. A, et al. (2014). ISSR Primer Selection for Genetic
Variability ~Analyses with Jaborandi (Pilocarpus
microphyllusStapf ex Wardlew., Rutaceae). Forest
Research, 3, 1-5.

Rocha T. 0. (2015). Diversidade genética em Croton spp.
(euphorbiaceae) com potencial fitoterapico e inseticida.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Ambientais).
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia.

Rocha, T. 0., et al. (2016). Estimate of diversity and structure
genetic in cassutinga (Croton heliotropiifolius) based on
molecular markers. African Journal of Biotechnology, 15,
518-523.

Scaldaferri, M. M; Freitas, ]. S. ; Vieira ]. G. P.; Gongalves, Z.S. ;
Souza, A. M, Cerqueira-Silva, C.B.M. Comparison of
methods for estimates of molecular genetic diversity in
genus Croton: influence of coefficients, clustering

7


http://reflora.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB17497
http://reflora.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB17497

strategies and data projection. Genetics and Molecular
Research, 13, 5566-5573, 2014.

Silva, S. L. C., Gualberto, S. A., Carvalho, K. S. & Fries, D. D. 2014.
Avaliagdo da atividade larvicida de extratos obtidos do
caule de Croton linearifolius Mull. Arg. (Euphorbiaceae)
sobre larvas de Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera:
Culicidae). Biotemas, 27(2), 79-85.

Simplicio, R. R., Waldschmidt, A. M., Amorim, M. B., Almeida, B.
S. & Pereira, D. G.2015. Genetic diversity and structure in
natural populations of Maytenustruncata Reiss, 1861, a
medicinal plant vulnerable to extractivism in Bahia State,
Brazil. Genetics and Molecular Research, 14(4), 18241-
18248.



