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Padronizacao do marcador molecular SSR para Tropaeolum
pentaphyllum e alinhamento dos primers usando CLUSTAL
Omega

SSR molecular marker standardization for Tropaeolum
pentaphyllum and alignment of primers using CLUSTAL
Omega

RESUMO

O objetivo deste trabalho é padronizar um protocolo para as reagdes de PCR com DNA da
espécie Tropaeolum pentaphyllum utilizando o marcador molecular SSR, revelando assim a
variacdo genética contida nesta espécie. Para tal, foram necessarias a extragdo e
quantificacdo do DNA das populag¢des obtidas nas cidades de Frederico Westphalen, Vacaria
e Ipé, seguido de uma reagdo em cadeia de polimerase com o marcador molecular SSR, que
€ um microssatélite que possui alto grau de polimorfismo. Os resultados obtidos ndo foram
de acordo com o esperado, pois a PCR gerou muitas bandas em cada um dos pogos
amostrais, fora necessario utilizar um software CLUSTAL O para verificar o alinhamento dos
primers com o template. Apds a andlise bioinformatica foi observado que os primers
apresentavam pareamentos desuniformes, e isso pode ter gerado a perda de especificidade
dos resultados.

PALAVRAS-CHAVE: Batata crem. Marcadores moleculares. Alinhamento.

ABSTRACT

The aim of this work is to standardize a protocol for DNA PCR reactions of Tropaeolum
pentaphyllum using the SSR molecular marker, thus revealing the genetic variation
contained in this species. therefore, DNA extraction and quantification of the populations
obtained in the cities of Frederico Westphalen, Vacaria and Ipé were necessary, followed by
a polymerase chain reaction with the SSR molecular marker, which is a microsatellite that
has a high degree of polymorphism. the results were not as expected, as PCR generated
many bands in each of the sample wells, it was necessary to use a CLUSTAL O software to
verify the alignment of the primers with the template. after the bioinformatic analysis it was
observed that the primers presented uneven pairings, and this may have generated the loss
of specificity of the results.
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INTRODUCAO

A Tropaeolum pentaphyllum, mais conhecida como batata-crem, é uma
planta herbdcea, da familia Tropaeolaceae, que tem por caracteristica permanecer
subterranea durante periodos desfavordveis ao seu crescimento, sob a forma de
tubérculo, rizoma e etc., além disso é uma planta trepadeira amplamente
encontrada na América do Sul, no Brasil, pode ser vista em regides dos Estados do
Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul.

A importancia desta planta nestas regides, se deve pela apreciacdo de seus
tubérculos na culindria tradicional, onde sdo produzidas conservas que sdo
utilizadas como condimentos em carnes e sopas (KINUPP, 2007; SANTOS et al.,
2013). Além disso, pesquisas apontam que a batata crem possua uma atividade
antimicrobiana e uma reducgdo no colesterol (SANTOS et al., 2013).

Os marcadores moleculares sdo tidos como ferramentas importantes no que
tange a deteccdo de variacbes do genoma, dentre os quais se encaixam o0s
microssatélites, denominados SSR (Simple Sequence Repeats) ou STR (Short
Tandem Repeats), que consistem em sequencias de 1 a 6 nucleotideos repetidos
em tandem, possuem alto grau de variacdo genética, multialélico, sendo de
importante contetdo informativo (BOREM; CAIXETA, 2009).

Um dos pilares da bioinformatica é o alinhamento/comparacdo de sequéncias
de proteinas, no qual sdo feitos multiplos alinhamentos de sequencias, dando a
possibilidade de estudas os padrdes de sequéncia, seu comprimento (alinhamento
global) ou apenas certas regides (alinhamento local). O alinhamento consiste em
quatro dominios de ligacdo de NAD de oxidorredutase, a coloracdo ocorre devido
a parametros fisico-quimicos, destacando as posi¢Ges conservadas nas sequéncias
(CHENNA et al., 2003).

O objetivo deste trabalho foi padronizar as reagées com as 3 amostras de T.
pentaphyllum utilizando o marcador molecular SSR, revelando assim a variagao
genética tida na espécie, caso ndo ocorresse tal padronizacdo, serdo utilizados o
CLUSTAL O para verificar o alinhamento dos primers com o template.

METODOLOGIA

As espécies de batata crem foram colhidas durante o més de setembro na
Universidade Tecnoldgica Federal do Parand, campus Dois Vizinhos, foram
extraidas 10 amostras de cada populac¢do, provenientes das cidades de Frederico
Westphalen, Vacaria e Ipé, que foram guardadas em frascos devidamente
identificados.

EXTRAGCAO DE DNA GENOMICO DE TECIDOS VEGETAIS

O procedimento de extra¢do e purificacdo da T. pentaphyllum necessitou de
uma lavagem de cada uma das amostras, foi utilizado para extragao e purificagao
do DNA o Kit universal Wizard Promega, que tivera algumas modificacdes
necessarios para o progresso do experimento.
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QUANTIFICACAO DE DNA

A quantificacdo de DNA consistiu na preparacdo de um gel de agarose 2% para
eletroforese e a preparacdo de 200 mL de solugdo tampao 1X. Foram escolhidas 5
pL das amostras de DNA das populacdes de Frederico Westphalen, Ipé e Vacaria,
que foram colocados em um eppendorf cada, que seguiu na adi¢do de 2 ulL de azul
de metileno e gel Red. Com auxilio de uma micropipeta, as solucdes de cada uma
das amostras foram colocadas em cada poc¢o amostral e foi ligado a fonte elétrica
a 80 Volts e corrente de 30 mA por cerca de 1 hora. Apds o tempo transcorrido, o
gel foi levado a transluminador e as imagens foram fotografadas e editadas no
programa LPix.

AMPLIFICAGAO DO DNA COM PRIMERS SSR

Os experimentos em relacdo a PCR consistiram na preparacdo de um master
mix de solugdo padrdao, devidamente modificado conforme a quantidade de
amostras e primers utilizados para o experimento, como tal, para o preparo de 1
amostra x 1 primer, fora utilizado para a formacao do Mix, 2 ulL de buffer, 0,8 uL
de dNTP, 1,6 uL de MgCl2, 0,2 uL de Taq polimerase, 12,2 de dgua miliQ, 0,6 pL dos
primers foward e reverse do SSR e 2 pL de DNA de cada uma das amostras.

A configuracdo padrao do termociclador consistiu em uma desnaturacao a 94
°C por 5 minutos, 35 ciclos a 94 °C por 1 minuto, com anelamento a 55 °C,
alongamento a 72 °C por 1 minuto e extensdo a 72°C por cerca de 5 minutos.

Analise bioinformatica consistiu com a utilizacdo do CLUSTAL O, que é um
software de alinhamento multiplo de sequéncias amplamente utilizado, podendo
identificar regiGes de similaridade que podem indicar rela¢cdes funcionais,
estruturais e/ou evolutivas entre duas sequéncias bioldgicas. Logo, foi utilizado o
CLUSTAL O para averiguar o emparelhamento dos primers com o template,
guantificando se o comprimento, correspondiam com as caracteristicas do SSR.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A extracdo do DNA genOmico consistiu na utilizacdo do kit universal Wizard
Promega, tal kit tivera modificacGes, no qual fora utilizado 2000 pL de Cell Lysis
Solution, para o rompimento da parede e membrana celular e o tempo de
centrifugacdao fora acrescentado mais 2 minutos, para garantir uma melhor
centrifugacdo do material amostral.

Na etapa de quantificacdo de DNA das amostras extraidas, foi utilizado para a
visualizagao das amostras no gel de agarose cerca de 4 uL brometo de etideo na
solucdo de TBA 1X, os resultados podem ser observados na figura 1.
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Figura — 1: (a) Quantificagdo de DNA da populagdo de Vacaria 1 —5. (b) Vacaria 6 — 10 superior e
Frederico Westphalen inferior. (c) Ipé 1 — 10. (d) Frederico Westphalen 6 —10.

Fonte: Autoria propria (2019).

A configuragdo inicial do termociclador consistiu em uma desnaturagdo a 94
°C por 5 minutos, 35 ciclos a 94 °C por 1 minuto, com anelamento* a 55 °C,
alongamento a 72 °C por 1 minuto e extensdo a 72°C por cerca de 5 minutos, como
é apresentado na figura 2.

Figura — 2: Reagdo de PCR com os primersde 6 e 7

Fonte: Autoria propria (2019).

Os resultados obtidos nos pogos amostrais foram de 20 ng/uL nos pogos 1-3
e 4-6 referente aos primers 6 e 7, respectivamente. Nos pogos 7-9 e 10-12 foram
obtidos cerca de 30 ng/uL referente aos primers citados anteriormente.

Contudo, percebeu-se que era necessario efetuar modificacdes no processo
de amplificagao dos primers, para tal, foram feitas modificacdes na configuracao
do termociclador, especificamente no tempo de anelamento, etapa que
corresponde ao pareamento entre o primer e o template. Inicialmente efetuou-se
0 abaixamento da temperatura em 5 °C e utilizou-se os primers 1-6 e 11-14, os
resultados podem ser vistos na figura 3.

Péagina | 4



I IX SEMINARIO DE EXTENSAO E INOVAGAO

] EI XXIV SEMINARIO DE |N|C|ACAO CIENTIFICA E TECNOLOGICA r PR
(- 11 a 13 de Novembro | Pato Branco - PR e

M. _"ICITE |

CAMPUS PATO BRANCO
UTFPR - CAMPUS PATO BRANCO

Figura — 3: Reagdo de PCR das populagdes de |, FW e V com Ta a 50 °C

Fonte: Autoria propria (2019).

Observa-se nos resultados, especificamente na figura demarcada em
vermelho, o surgimento de polimorfismo nas amostras de Ipé e Frederico
Westphalen, utilizando o primer 11. Contudo, nas demais amostras, é visto uma
guantidade superior de bandas, o que ndo era esperado, visto que a batata crem
é uma planta diploide e o primer SSR é um primer especifico, era esperado duas
bandas em cada pogo amostral.

Devido aos resultados obtidos ndo serem o esperado, mesmo apods os testes
em diferentes temperaturas de anelamento, foi utilizado um software CLUSTAL
OMEGA para verificar o alinhamento de cada um dos primers com o template,
como pode ser visto na figura 4.

Figura — 4: Alinhamento do primer 4 com o template

Fonte: Autoria prépria (2019).

Com a utilizacao do CLUSTAL O, é possivel verificar o alinhamento entra as
sequencias de interesse, neste caso, foi possivel verificar que o nimero de pares
de bases da sequéncia amplificada foi de 94 pb, sendo um fragmento inferior para
primers do tipo SSR, que possuem valores acima de 200 pb, o que pode ser um dos
motivos que levaram a ter em cada poco amostral uma alta taxa de bandas, visto
gue as sequéncias amplificadas sdo pequenas, o que leva a serem inespecificas.
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