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Resumo: Selecionar primers para serem utilizados na caracterizacdo molecular do dendezeiro com
marcadores RAPD (Polimorfismos de DNA Amplificados ao Acaso) foi o objetivo deste trabalho. Para
isso, inicialmente foram selecionadas plantas susceptiveis e tolerantes ao Amarelecimento Fatal, que €
o principal problema fitossanitéario desta palmeira. O material analisado foi composto de seis genotipos
pré-selecionados provenientes de um plantio pertencente a fazenda MARBORGES-Moju, no Estado
do Para. As reacoes de amplificacdo foram desenvolvidas de acordo com o protocolo de Williams et al.
e as amplificacbes foram realizadas em termociclador Eppendorf Mastercycler. Foram analisados seis
kits de primers (OPB, OPQ, OPA, OPM, OPU e OPF) e somente foram consideradas as bandas que
ndo davam margens a duvidas. Foram obtidas de duas a dez bandas sendo que os primers mais
polimorficos foram o OPA19 com oito bandas polimoérficas e o OPF06 e OPB13 com seis bandas
polimorficas cada um. Os primers selecionados mostraram-se eficientes para serem utilizados na

caracterizacdo genética do dendezeiro utilizando marcadores RAPD.
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Introducéo

Os recursos genéticos vegetais sdo de fundamental importancia para a manutencdo e
aproveitamento da biodiversidade. Neste contexto enquadra-se o dendezeiro (Elaeis guineensis, Jacg.)
uma palmeira originaria da Costa Ocidental da Africa (Golfo da Guiné), encontrada em povoamentos
subespontaneos desde o Senegal até Angola. No Brasil, foi introduzido no século XVII, pelos
escravos, adaptando-se bem ao clima tropical Umido. Seus principais produtos sdo os 6leos de palma e
de palmiste, extraidos industrialmente da polpa do fruto e da améndoa, respectivamente, cuja demanda
vem crescendo de forma acelerada principalmente devido ao seu grande potencial (6 a 8 t/ha/ano) para

ser utilizado como biocombustivel. Entretanto a doenga conhecida como Amarelecimento Fatal (AF)
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tem sido um entrave para a expansdo da mesma. Desta forma, selecionar primers para serem utilizados
na analise da variabilidade genética, com marcadores moleculares RAPD (Polimorfismos de DNA
Amplificados ao Acaso), entre plantas susceptiveis e tolerantes a esta doenca, foi o objetivo deste

trabalho.

Material e Métodos

O material analisado foi composto de seis genotipos pré-selecionados provenientes de trinta
amostras de plantas doentes e trinta de plantas tolerantes ao Amarelecimento Fatal (AF) pertencentes
ao plantio da fazenda MARBORGES-Moju no Estado do Para. O DNA foi extraido a partir de folhas
utilizando um protocolo inorganico modificado por Costa (2002). A concentragdo de DNA foi
estimada em gel de agarose 1,0 %, pela comparacdo do DNA total com trés concentracdes do DNA
Bacteriofago integro lambda. As amostras utilizadas na selecao, ap6s a quantificacao total, partiram de
diluicbes da amostra total em agua estéril, de modo a conter 5 ng/ul de DNA. As aliquotas foram
armazenadas a -20 °C.

As reacdes de amplificacdo foram desenvolvidas de acordo com o protocolo de Williams et al.
(1990) com modificagdes, num volume final de 12 ul contendo &gua destilada autoclavada, 20 mM
Tris-HCI (pH 8,0), 50 mM KCl, 2,0 mM MgCI2, 200 uM de cada dNTP, BSA purificada (2,5 mg/ml),
1,3 uM primer arbitrario, 1U.I Tag DNA polimerase e 15 ng de DNA genémico.

As amplificacdes foram realizadas em termociclador Eppendorf Mastercycler, sendo realizados
40 ciclos de 1° 294 °C, 1 a 37 °C ¢ 2’ a 72 °C, seguidos de mais 7 minutos a 72 °C para a completa
extensdo dos produtos amplificados. O método utilizado para a separacdo dos produtos amplificados
foi a eletroforese horizontal em gel de agarose 1,0 %, corado com brometo de etidio 1mg/ml. Utilizou-
se 12 ul de cada reacdo, acrescido de 5 ul de uma solucdo de azul de bromofenol (40 %) mais
sacarose. Foi utilizado TBE (Trizma base 0,1 M; &cido bérico 1M e EDTA 0,5M) como tampé&o do gel
e de corrida. Ap6s a eletroforese, os géis foram visualizados e fotografados em equipamento de
fotodocumentacéo por transiluminagdo em ultravioleta.

Foram analisados seis kits de primers (OPB, OPQ, OPA, OPM, OPU e OPF). Somente foram
consideradas as bandas que ndo davam margens a duvidas. Bandas muito fracas, de dificil resolucéo,

nao foram incluidas.
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Resultados e Discusséo
Foram obtidas de duas a dez bandas sendo que os primers mais polimorficos foram o OPA19
com oito bandas polimorficas e 0 OPF06 e OPB13 com seis bandas polimérficas. Foram selecionados
os primers OPA (05,19 e 20), OPM 10, OPU (15 e 17), OPF06, OPQ (12 e 19) e OPB (13 el5) que
apresentaram acima de quatro polimorfismos e mostram-se eficientes para serem utilizados na
caracterizacdo genética do dendezeiro utilizando marcadores RAPD (Polimorfismos de DNA

amplificados ao acaso).

Conclusdes
Os primers selecionados mostraram-se eficientes para serem utilizados na caracterizacao
genética do dendezeiro utilizando marcadores RAPD (Polimorfismos de DNA amplificados ao acaso)
que sera a etapa complementar deste trabalho.
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