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Resumo: O muricizeirq espécie frutifera da familia Malpighiaceae, en@esé disperso em todo o
territorio brasileiro. A Embrapa possui plantas nmats que precisam ser caracterizadas a nivel de
DNA. Nesse sentido, os materiais vegetais forarmtadbs da colecdo da Embrapa Amazonia Oriental
e conservadas no banco de DNA dessa intuicédo. ak®Hes de PCR-ISSR foram realizadas testando
100 primer disponiveis em cinco clones de muricizeiro, conetm de selecionar os melhores

fragmentos polimorficos para os materiais de mutdtalizando no minimo 100 bandas polimérficas.

Palavras-chave:Byrsonima crassifoliapolimorfismo de DNA, marcador molecular

Introducao

Espécie frutifera da familia Malpighiaceae, o muiiByrsonima crassifolia)encontra-se
disperso em todo territorio brasileiro, embora maa&onia e na regido nordeste do Brasil a planta
ocorre com maior frequéncia. Alcanca de 2 a 6 mltuea, possui folhas opostas e pelos ferrugineos
simples na face inferior. As inflorescéncias aprea®a-se em racimos terminais alongados, com cerca
de 12 cm de comprimento. O fruto é uma drupa pexjueitocular, arredondada ou alongada, tendo
em média 1,5 a 2 cm de diametro (EMBRAPA RONDON2AQ5). Pode ser consumindonatura
em forma de sucos, sorvete, doces e geléia.

Véarios sdo os trabalhos relacionados as caraatessbotanicas da espécie, mas estudos
relacionados a genética molecular sdo escassosmplernentares ao melhoramento genético.
Marcadores moleculares ISSR#ntér Single Sequence Repgatd um método baseado em
microssatélite, que ndo necessita do desenho doemprclonado, sendo marcadores arbitrarios,

amplificados por PCR PRplimerase Chain Reactipnem presenca de um oligonucleotideo
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complementar para um determinado microssatélitgyee vem sendo empregado em programas de
melhoramento para a diferenciacdo rdpida entrevichadbs préximos, devido ao elevado grau de
polimorfismo, reprodutibilidade e baixo custo (C@$2010).

Objetivou-se seleciongorimers que fornecam os melhores fragmentos polimérficasa ps

clones de murici da Embrapa, totalizando pelo mé&@@sbandas polimorficas.

Material e Métodos

Amostras de folhas de 5 clones (5 plantas/clom@)riccoletadas da colecdo de germoplasma de
B. crassifoliada Embrapa Amazonia Oriental para a extracdo dé,DBalizada de acordo com o
protocolo Doyle & Doyle (1990). Em seguida, as amassforam quantificadas em gel de agarose a
1% e corado com brometo de etidio, utilizando-&g padrdes de DNA do fagq50, 100 e 200 ngl’

1) no Laboratério de Genética Molecular da instgoic

As reacOes de PCR foram preparadas para 20 pinctnt®,4 pl de bD; 2,0 pl de tampéo (10x
PCR); 1,2 ul de MgGI(25 mM); 1,0 ul de BSA (bovine serum albumin); isde dNTP (10 mM);

1,2 ul de DNA (10 ng); 3,5 pl de cagamer (1 mM); e 0,2 ul d&agDNA polimerase.

Nessa etapa foram testados Iprimers ISSR (801 a 900), e a amplificacdo ocorreu em
termociclador Thermolyne Amplitron I, modelo DB &b, consistindo em 3 estagios: anelamento,
desnaturacao e elongacéo.

A desnaturagéo do DNA foi efetuada a 95°C por um, imianelamento ocorreu a 47°C por 45
seg e a elongacao a 72°C por dois min. Apds oscRs cocorreu a etapa de extensao final realizada
72°C por 5 min. Oprimersforam selecionados de acordo com a obtencéo dagrésmo.

Os produtos amplificados foram submetidos a eleteske horizontal em gel de agarose 1,5%,
preparados com TBE (0,45 M de Tris-Borato e 0,0deMEDTA) 1,0X, a uma voltagem de 60V
em3h, corados com GelRed, antes de serem visuadizatbtografados sob luz ultravioleta utilizando

fotodocumentador digital para posterior analisegios.

Resultados e Discusséo
Entre osprimer testados foram selecionados 24 de acordo comszmga de polimorfismos
(Tabela 1) (808, 809, 811, 812, 813, 814, 815, 825, 835, 836, 843, 844, 845, 846, 848, 850, 855,
856, 857, 858, 888, 889, 890). O restante ndo api@sam produtos de amplificacdo ou apresentaram
produtos de baixa qualidade.
Para cadarimer foram usados 5 clones de murici: Agu, Santaréiga2apé-Acu-1, Tocantins-2
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Figura 1: Primer ISSR 857. (1 a 5) DNA de 5 materiais distintosnderici (A¢u, Santarém-2, lgarapé-Acu-1,
Tocantins-2 e Maracand-2, respectivamente). Sedisaim das bandas polimérficas. M é marcador midecu

De acordo com a Tabela 1, em média cprimer apresentou quatro bandas polimorficas,

totalizando aproximadamente 100 bandas polimérficas

Tabela 1:ldentificacdo doprimers— ISSR usando 5 individuos de murici.
QUANTIDADE DE BANDAS

QUANTIDADE DE BANDAS

PRIMER POLIMORFICAS PRIMER POLIMORFICAS
808 5 844 3
809 4 845 5
811 5 846 6
812 5 848 6
813 4 850 4
814 5 855 4
815 2 856 4
825 5 857 6
826 4 858 3
835 6 888 5
836 4 889 4
843 4 890 4

Média 4,5
Conclusao

PrimersISSR selecionados apresentaram bandas polimég@rasmurici e podem ser utilizados
em trabalhos de amplificacdo de DNA, via PCR, pasa espécie.
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