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1. INTRODUGAO

A espécie Chamomilla recutita (L.) Rauschert que pertence a familia
Asteraceae, € a principal representante do género Matricaria que apresenta em
torno de 45 variedades entre diploides (2n = 2x = 18) e tetraploides (2n = 4x = 36)
conhecidas mundialmente (DAS, 2014; TSIVELIKA et al., 2018). E uma planta
albgama, de polinizacado preferencialmente cruzada, o que caracteriza a
heterozigose e a constituicdo genética unica dos individuos em suas populagdes
(BESPALHOK; GUERRA; OLIVEIRA, 2007; SINGH et al., 2011).

Devido a heterogeneidade dos individuos dentro de uma populacéo, a
caracterizagdo molecular é considerada uma ferramenta importante por
possibilitar que novos acessos de interesse sejam incluidos em programas de
melhoramento genético. Assim, essa caracterizacdo serve como base para 0s
programas de melhoramento delinear estratégias de aumento de produtividade e
conservagao da espécie (SOUZA, 2015).

Os marcadores microssatélites (SSRs) sdo sequencias simples repetidas
que podem ser divididos em SSR gendmico e EST-SSR. Os ESTs-SSR séao
sequencias provenientes de regides mais conservadas do genoma em termos
evolutivos e menos polimérficos que os SSR genbmicos, sendo amplamente
utilizados em estudos para estimar a variabilidade por terem maior probabilidade
de estarem associados a expressao génica (FILHO et al., 2013; PACHECO et al.,
2007; PAN et al., 2018; ROJAS GONZALEZ et al., 2011).

A conservacgao de locos do tipo EST-SSR permite que um mesmo conjunto
de marcadores sejam utilizados em diferentes espécies para estudos de
associagdes (SOUSA et al., 2018). Espécies sem genoma de referéncia como a
camomila e a gérbera que pertencem a familia Asteraceae, tém sido alvo de
estudos com esse tipo de marcador. Essa conservagdo permite a alta
transferabilidade e o estudo de regides especificas do genoma (MISSIO et al.,
2009; WANG et al., 2019).

A gérbera (Gerbera spp.) € uma planta originaria do Sul da Africa e Asia,
sendo uma planta herbacea, que pertence a familia Asteraceae assim como a
camomila, girassol, a margarida e o crisdntemo (PEREIRA, 2013). E considerada
uma das plantas ornamentais de grande importadncia no mercado mundial
(BENEMANN, 2015; PEREIRA, 2013).

O conhecimento da variabilidade genética a partir de marcadores
moleculares em populagdes de camomila é de grande importancia para o
melhoramento da cultura, ja que possibilita a identificagdo de populacbes
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candidatas que apresentem genes relacionados principalmente aos metabdlitos
secundarios. O objetivo deste trabalho foi verificar a transferabilidade e eficiéncia
de marcadores ESTs-SSR prospectados para gérbera em camomila.

2. METODOLOGIA

O trabalho foi realizado no Laboratério de Biologia Molecular do Centro de
Genbmica e Fitomelhoramento, na Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel da
Universidade Federal de pelotas (UFPel).

Para verificar a transferabilidade de iniciadores de gérbera para camomila,
foram testados 50 pares de iniciadores EST-SSR, com tamanho de amplicons
variando de 100 a 300 pb, prospectados para gérbera por Benemann (2012). Os
iniciadores de gérbera foram disponibilizados pelo Laboratério de Cultura de
Tecidos de Plantas, do Departamento de Botanica do Instituto de Biologia da
UFPel.

Os 50 iniciadores foram testados através da técnica Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) utilizando o termociclador. A reacdo de amplificacdo foi
realizada em um volume final de 13 uL contendo 50 ng de DNA, 6,75uL de GoTaq
Green Master Mix (Promega), 1,25uL de cada iniciadores (10uM) e quantidade de
agua ultrapura estéril suficiente para completar o volume final. O programa da
amplificacdo foi constituido de um ciclo inicial de desnaturacao a 94°C por quatro
minutos, seguido de 35 ciclos de 94°C por 45 segundos; 60°C por 45 segundos,
72°C por 90 segundos com um ciclo final a 72°C por cinco minutos. A
amplificagdo e o tamanho dos produtos foram verificados por eletroforese em gel
de agarose 2% corado com GelRed®. Em todas as reagbes de PCR foram
utilizados como controle negativo a agua DEPC estéril.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados demonstram que dos 50 pares de iniciadores prospectados
em gérbera e transferidos para a camomila, em sua maior parte ndo puderam ser
validados devido a auséncia de amplificacdo do fragmento de interesse. Ja o
controle negativo como esperado, ndo foi amplificado em nenhum dos testes
realizados.

No entanto, para cinco amostras testadas (3, 4, 5, 6 e 8) foi observada a
amplificagdo de um fragmento de baixa intensidade. Levando em consideragao
que foram testados 50 pares, o numero de regides amplificadas na camomila
(10%) néo é suficiente para um estudo de variabilidade genética. Com isso, se faz
necessario a prospecc¢ao de iniciadores especificos de camomila para estudos
futuros para se avaliar a variabilidade em diferentes populagoes.

As regides EST-SSR que os iniciadores amplificam nao foram encontradas
no genoma da camomila. Isso indica que apesar dessas duas espeécies
pertencerem a familia Asteraceae, durante a evolugdo esses genomas foram
divergindo. Em vista disso, buscou-se prospectar iniciadores baseados em
regidbes EST para a espécie Chamomilla recutita L. a fim de identificar a
variabilidade genética entre populagoes.

Estudos revelam que a taxa de transferabilidade de marcadores
moleculares em espécies que pertencem ao mesmo género € considerada
elevada, devido a conservagcdo de regides microssatélites em espécies
relacionadas (SCOTT et al., 2003).

Ja o estudo realizado por Yamamoto et al. (2001) com iniciadores SSR
desenhados para maca (Malus domestica), apresentou uma taxa de 100% de
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transferibilidade em péra (Pyrus communis) ambas espécies pertencentes a
familia Rosaceae.

Por fim, considerando o custo elevado para o desenvolvimento de
marcadores microssatélites, e a auséncia de informacbes de determinadas
espécies, a estratégia de analise de transferabilidade de iniciadores EST-SSR de
uma espécie para outra é bastante promissor.

4. CONCLUSAO

Este estudo permite concluir que apenas 10% dos iniciadores
apresentaram amplicon em camomila.
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