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SELECAO DE PRIMERS RAPD PARA A C:ARACTERIZA(;AO MOLE-
CULAR DE GERMOPLASMA DE TUCUMA-DO-AMAZONAS (Astro-
caryum tucuma Mart.)

Natdlia Padilha de OLIVEIRA®; Maria do Socorro Padilha de OLIVEIRA?

Resumo

O tucuma-do-amazonas € pal-
meira perene, oleaginosa, monocaule
e que vem sendo indicada como uma
das alternativas de matéria prima ao
mercado de biodiesel, mas pouco se
conhece sobre essa espécie. Marca-
dores RAPD s&o uteis em analises
genéticas de espécies pouco estuda-
das. Desta forma, buscou-se selecio-
nar primers RAPD polimorficos para a
caracterizacdo de germoplasma dessa
palmeira. Foram testados 113 primers
RAPD em cinco amostras oriundas de
Urucarq, Amazonas, Brasil. A matriz
binaria foi utilizada para analises do
namero 6timo de bandas e dissimilari-
dade genética. Foram selecionados 21
primers que amplificaram 102 bandas
nitidas e polimorficas e permitiu a se-
paracdo dos gendtipos em cinco gru-
pos. O numero de bandas adequado
para a genotipagem foi de 100.

Palavras-chave: andlise genética,
marcadores moleculares e palmeira.

Area de Conhecimento: Area: Cién-
cias Agrarias; Sub Area: Agronomia;
Linha de pesquisa: Melhoramento Ge-
nético de Plantas.

Introducéo

O tucuma-do-amazonas (Astro-
caryum tucuma Mart.) € uma palmeira
perene, oleaginosa, monocaule que
possui espinhos de tamanhos varia-
veis em quase todas as partes da
planta. E nativa da América do Sul,
com ocorréncia predominante no Norte
do Brasil, especialmente no Amazo-

nas, Acre, Rondbnia, Roraima e parte
do Para. Tem uso integral, sendo seus
frutos bastante apreciados pela popu-
lacdo Manauara. Esta palmeira vem
sendo indicada como uma alternativa
de matéria prima ao mercado de biodi-
esel na regido Norte, mas pouco se
sabe sobre essa espécie.

A caracterizacdo molecular é
uma ferramenta util no manejo e uso
de qualquer espécie, por acessar in-
formagfes no genoma dos individuos,
sendo os marcadores RAPD uteis na
guantificacdo da variabilidade de es-
pécies pouco estudadas (Grattapaglia,
2007). O objetivo deste trabalho foi
selecionar marcadores RAPD polimor-
ficos para a caracterizacdo de germo-
plasma dessa espécie.

Material e Métodos:

Para a selecdo foram testados
113 primers RAPD, escolhidos ao aca-
so de kits da Operon Technologies, em
cinco gendtipos oriundos de Urucara,
AM. A extragcdo de DNA gendmico foi
realizada utilizadando-se 100 mg de
foliolos de cada amostra, de acordo
com o protocolo CTAB estabelecido
por Doyle e Doyle (1997), com modifi-
cacoes, e ressuspendido em 400 pl de
TE. A concentracdo de DNA existente
em cada amostra foi estimada pela
analise comparativa de trés concentra-
cbes do DNA do fago A (50, 100 e 200
ng ™) em aplicagcbes em gel de aga-
rose 1% e corado com brometo de eti-
deo, sendo depois as amostras dilui-
das para a concentracdo de trabalho
de 10 ng pl*. As reacdes de PCR-
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RAPD foram feitas segundo Oliveira et
al. (2007), utilizando-se microtubos 0,2
ml e volume final de 15 ul. As amos-
tras foram colocadas em termociclador
Amplitherm TX96 da AXIGEN, proga-
mado para 40 ciclos. Os produtos am-
plificados foram aplicados em gel de
agarose 1%, corado com brometo de
etideo, e separados por eletroforese
horizontal. As bandas obtidas foram
visualizadas e capturadas digitalmen-
te. Foram selecionados os primers que
mais geraram bandas nitidas e poli-
morficas. A matriz binaria foi utilizada
para avaliar o numero 6timo de ban-
das, pelo método bootstrap do aplicati-
vo GENES, e para o padrao de dissi-
milaridade genética, pelo método
UPGMA no software NTSYS-pc 2,1,
com base no coeficiente de Jaccard.

Resultados e Discussao

Dos 113 primers testados, cinco
nao amplificaram e 14 geraram apenas
bandas monomorficas. Os outros de-
mais apresentaram bandas polimorfi-
cas, representando 87,61% dos pri-
mers avaliados. Dos 99 primers que
geraram polimorfismo, 21 foram sele-
cionados por apresentarem boa quali-
dade na amplificacdo e maior polimor-
fismo (Tabela 1). Os primers selecio-
nados produziram 157 bandas, sendo
102 polimérficas, o que representa
64,97% de polimorfismo, com média
de 7,5 bandas por primer. Cerqueira et
al. (2008) e Santos et al. (2007) encon-
traram porcentagens menores de po-
limorfismo em estudos com Ricinus
communis e Orbignya ssp, respecti-
vamente

Tabela 1. Identificacdo dos 21 primers RAPD selecionados para analises genéticas em
germoplasma de tucuma-do-amazonas (A. aculeatum) e o nimero de bandas polimérficas.

Marcador

N°. de bandas

Ne. total de bandas

RAPD Monomorficas

Polimoérficas

OPA-07
OPA-09
OPA-15
OPAB-01
OPAB-02
OPAB-04
OPAB-11
OPAB-15
OPJ-13
OPN-09
OPO-03
OPO-11
OPO-12
OPU-01
OPU-05
OPU-08
OPU-11
OPU-19
OPBA-06
OPBA-09
OPBA-10

ANWODMNMNMNNOODMOR_PAPAPRPWOWANPMPONE

ARADONDMDMPOOODMNDMNONDOOOAOG
[ [ =
CoOoONOLoOOOWOUOLomogoOoNO oo

ol

Total
Média

N O;
o

102 157
4,9 7,5

De acordo com a matriz binaria gerada
pelo programa GENES o numero 6ti-
mo de bandas encontrado foi de 100
(r=0,9872, SQd=0,0006 e E=0,0231).

Como visto na Figura 1, cada gendtipo
formou um grupo a partir de 52% de
dissimilaridade genética demostrando
a eficiéncia dos primers selecionados.
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Figura 1. Dissimilaridade genética dos cinco gendtipos de tucuma com 102 bandas

polimérficas RAPD.

Conclusodes

Os 21 primers selecionados sdo
eficientes e podem ser utilizados para
caracterizagcdo molecular da espécie
estuda. As 102 bandas utilizadas fo-
ram superiores ao numero ideal de
bandas estimado pela analise de boos-
trap. Foi possivel separar 0s genétipos
em cinco grupos distintos utilizando-se
a dissimilaridade genética.
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