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RESUMO

Este estudo se concentra na espécie Melocactus conoideus, conhecida como coroa-
de-frade. Esta espécie pertence a familia Cactaceae e encontra-se classificada como
criticamente ameacada de extingao. Esta espécie é relatada como de distribuicao
restrita a regido Sudoeste da Bahia. O objetivo deste estudo foi caracterizar as familias
de M. conoideus por meio de marcadores moleculares Inter Simple Sequence Repeat
(ISSR), a fim de viabilizar andlises de fluxo génico. A metodologia incluiu a
quantificacdo do DNA via eletroforese em gel de agarose e espectrofotometria,
seguida e amplificagédo via PCR utilizando marcadores ISSR e separacdo das bandas
em gel de agarose. A analise do DNA previamente obtido, indicou a concentracdo de
DNA, revelou variagdes significativas entre as familias. Além disso, foram avaliadas as
razdes A260/A230 e A260/A280 para verificar a pureza do DNA. Os resultados
indicam a variagdo na qualidade e quantidade do DNA entre as familias e os
individuos os valores encontrados vao de 3.218,7 ng/ul até a inexisténcia de DNA
detectado. O valor médio de concentracdo do DNA foi de 225,22 ug/ml. De acordo
com as analises, 57,14% das amostras estavam dentro dos limites esperados para
A260/A230, enquanto 42,86% estavam fora, indicando impurezas. No caso do
A260/A280 49,32% das amostras estavam dentro da faixa apropriada, indicando que
contaminacao de acidos nucleicos estavam abaixo da média. Analises de amplificacao
com marcadores ISSR apresentaram bandas para dois marcadores analisados.
Estudos de amplificagdo adicionais com ISSR estdo sendo conduzidos a fim de
otimizar a amplificac@o e viabilizar a observacao das bandas e analises moleculares.
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This study focuses on the species Melocactus conoideus, known as crown-of-frade.
This species belongs to the Cactaceae family and is classified as critically endangered.
This species is reported to have a restricted distribution in the Southwest region of
Bahia. The objective of this study was to characterize M. conoideus families using Inter
Simple Sequence Repeat (ISSR) molecular markers, in order to enable gene flow
analyses. The methodology included DNA quantification via agarose gel
electrophoresis and spectrophotometry, followed by amplification via PCR using ISSR
markers and separation of bands on agarose gel. Analysis of previously obtained DNA,
indicating DNA concentration, revealed significant variations between families.
Furthermore, the A260/A230 and A260/A280 ratios were evaluated to verify DNA
purity. The results indicate the variation in the quality and quantity of DNA between
families and individuals, values ranging from 3,218.7 ng/ul to no DNA detected. The
average DNA concentration value was 225.22 ug/ml. According to the analyses,
57.14% of the samples were within the expected limits for A260/A230, while 42.86%
were outside, indicating impurities. In the case of A260/A280, 49.32% of the samples
were within the appropriate range, indicating that nucleic acid contamination was below
average. Amplification analyzes with ISSR markers showed bands for two markers
analyzed. Additional amplification studies with ISSR are being conducted in order to
optimize amplification and enable band observation and molecular analysis.

KEYWORDS: Genetic Diversity, ISSR, Gene flow, threat of extinction.

INTRODUGCAO

Melocactus conoideus Buining & Brederoo (Cactaceae) € uma espécie de
Cactaceae com distribui¢do restrita ao sudoeste da Bahia, Brasil (Taylor & Zappi 2004;
Cerqueira-Silva & Santos 2008). Esta espécie foi listada como criticamente ameacgada
no Apéndice | da Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza em 1992
(Taylor & Zappi 2004). Espécimes de M. conoideus sofrem com o comércio ilegal e
perda de habitat devido ao crescimento urbano em Vitéria da Conquista, BA. Isso,

somado a sua area limitada, demanda estudos para sua conservacao.

Estudos genéticos com marcadores moleculares sdo essenciais para conservar
a flora e entender a diversidade genética de plantas. Além de possibilitar a
caracterizacdo de germoplasma, os marcadores moleculares podem ser utilizados
como ferramenta para estudos de diversidade genética entre individuos, dentro e entre
populacdes ou espécies relacionadas (Souza et al., 2008). Os marcadores Inter-
Simple Sequence Repeats (ISSR) s&o uteis na analise genética de plantas,

especialmente quando o genoma € pouco conhecido, consistindo em sequéncias



repetitivas em torno de regides uUnicas e variaveis. Os primeiros estudos utilizando
marcadores ISSR para M. conoideus foram disponibilizados pelo grupo de pesquisa
BioGen (CNPg/UESB) e indicou o potencial destes marcadores em estudos genéticos
como diversidade e fluxo génico (Vieira et al., 2019). A caracterizacao da diversidade e
estrutura genética de M. conoideus por marcadores moleculares ISSR evidencia a
necessidade de medidas de manejo genético no modelo de conservagao in situ

empregado para a espécie (Vieira, 2021).

Com intuito de contribuir com informacgdes genético-moleculares que auxiliem
na conservacao de M. conoideus, este estudo tem como objetivo caracterizar a diversi

dade genética de familias de M. conoideus usando marcadores moleculares ISSR.

MATERIAIS E METODOS

Material Biol6gico. DNA de 11 familias e 127 individuos da espécie
Melocactus conoideus, foram previamente extraidos e estdo armazenados no

Laboratério de Genética Molecular Aplicada da UESB.

Quali-quantificacdo do DNA gendmico. Para avaliar a qualidade e
guantidade de DNA nas amostras, foram realizadas analises utilizando gel de agarose
1% e espectrofotometria. Na preparacao foi usado gel de agarose a 1% contendo
gelRed como corante intercalante, o gel foi submerso em solugao tampao Tris-Borato-
EDTA e entao foi submetido a uma voltagem de 120V por 2 horas. Apos a corrida de
eletroforese, o gel foi visualizado em um fotodocumentador (KODAK) com incidéncia

de luz Ultravioleta para a deteccao dos fragmentos de DNA.

Pelo Biodrop, um espectrofotdbmetro de bancada, para medir a absorbancia de
amostras de acido nucleico em diferentes comprimentos de onda. Por esse
equipamento foi possivel verificar a concentragcdo de DNA em pg/ml e a pureza por

meio das razdes de absorbancia 260/230 nm e 260/280 nm.

Amplificagdo do DNA via marcadores ISSR. Foram realizados 6 testes de
amplificacdo do DNA utilizando 13 marcadores ISSR. Para tanto, as reagdes foram
conduzidas utilizando 127 DNAs e onde para cada reagao foram utilizados: tampao de
amplificacdo 10X (20 mM Tris-HCI [pH 8,4] e 50 mM de KCI), 1,5 mM MgCI2, 0,2 mM
de cada desoxinucleotideo trifosfato (ANTPs), 1 pM de primer e 1U de Tag DNA
polimerase (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, EUA).



As reacdes de PCR foram realizadas em termociclador com seguinte protocolo
de amplificacdo: uma etapa inicial de a 95°C por 5 minutos, seguida por 34 ciclos de
amplificacdo com trés envolvendo a desnaturacdo a 95°C por 50 segundos, seguida
pelo a 65°C graus por 50 segundos, e uma fase de extenséo a 72°C por 1 minuto. Por
fim foi realizada uma extenséo final a 72°C por 5 minutos para garantir que todos os

fragmentos restantes de DNA fossem completamente sintetizados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do gel a 1% demostram que a maior parte das amostras
possuem quantidade para seguir nos estudos de amplificacdo. As analises de
concentracdo revelaram uma ampla variagcdo, com valores indo de 3.218,7 ng/pl
(familia 135 - B’) a 848,0 ng/pl (familia 108 — L) para as concentragbes mais elevadas,
até auséncia de amostra detectada. A média total das concentracdes foi de 225,22
pg/ml. Concentragcbes elevadas de DNA podem afetar a resolu¢cdo e migracdo das
bandas de DNA em experimentos de eletroforese em gel, enquanto concentragdes
baixas podem ser problematicas em experimentos sensiveis. A avaliacdo da pureza do
DNA ¢ essencial para a condugéao de trabalhos posteriores. A relacdao A260/A230 deve
estarentre 1,5 e 1,8, e arelacdo A260/A280 deve variar de 1,8 a 2,0. Os resultados da
analise mostraram que cerca de 57,14% das amostras estavam dentro dos limites
esperados em relacdo a razdo A260/A230. No entanto 42,86% nao atenderam ao
critério A260/A230, e estavam fora desses limites: e 50,68% nao atingiram o padrao A

260/A280, entre elas algumas amostras nao continham acido nucleico.

Para testar o potencial de amplificacdo a partir das amostras, foram conduzidos
experimentos de PCR com diferentes quantidades de DNA e primer, usando uma
solucédo estoque de 100 uM preparada a partir de primers diluidos em agua mili-Q
autoclavada. A solucao de trabalho incluiram volumes finais padronizados em 15 pL.
Apo6s a amplificagdo, os resultados da PCR foram analisados em gel de agarose sob
luz ultravioleta e demostram que as bandas de DNA na PCR variam em intensidade de
acordo com a quantidade e qualidade do DNA, sendo necessarios ajustes das

analises para visualizagdo de bandas mais nitidas.

CONCLUSOES/CONSIDERAGOES



A pesquisa realizada sobre o Melocactus conoideus é de suma importancia
para a conservagao da especie. Estudos prévios ja indicaram que os marcadores ISSR
sao eficientes e acessiveis para pesquisas em grande escala, possibilitando uma
analise abrangente das populacdes de M. conoideus. Neste caso, etapas prévias de
quantificacdo do DNA sdo importantes nas etapas consecutivas de amplificacdo. O
dispositivo Biodrop detectou variacdes significativas na concentracdo do DNA nas
amostras, afetando diretamente diferentes aplicacbes laboratoriais. A proporcao
A260/A230 e A260/A280 revelou impurezas em algumas amostras, que podem
prejudicar andlises subsequentes. Portanto, a integridade do DNA €& crucial para
resultados confiaveis. Esses resultados sao valiosos para pesquisas futuras sobre o M.
conoideus, uma espécie carente de estudos. A falta de informagbes basicas de sua

biologia contribui para seu status critico de ameaca.
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