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Resumo

O objetivo desse trabalho foi testar primers desenvolvidos para mangueira em
individuos de umbuzeiro, considerando que as duas espécies pertencem a
familia Anacardiaceae, de forma a facilitar andlises genéticas no umbuzeiro.
Foram testados 30 pares de primers SSRs de manga utilizando-se duas
temperaturas de anelamento (48°C e 52°C) e duas concentracdes de cloreto de
Magnésio (1,5 mM e 2,0 mM) no protocolo PCR. Na concentracao de 1,5 mM
MgCl, e temperatura de anelamento de 52°C observou-se a amplificacéo de
bandas monomérficas apenas do primer mMiCIR002, nos quatro individuos de
umbuzeiro. Na concentracéo de 2,0 mM MgCl, e temperatura de anelamento de
48°C ou 52°C observou-se a amplificacdo de bandas monomérficas nos
primers mMiCIRO02, mMiCIRO0O5, mMiCIRO0O3 e mMIiCIRO10 para os
individuos de umbuzeiro, sendo que na temperatura de anelamento de 48°C
observou-se a amplificacdo de bandas mais definidas. Quando dois primers
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foram usados numa populacao de 80 individuos de umbuzeiro observou-se
completa auséncia de polimorfismo para mMiCIRO05 e de polimorfismo em seis
dos 80 individuos para o primer mMiCIROO1. Estes resultados indicam a
necessidade de ajustes no protocolo de PCR para transferéncia SSRs da
mangueira para o umbuzeiro e que a utilizacdo destes primers no umbuzeiro
para estudos genéticos é limitada.

Palavras-chave: SSR, PCR, Anacardiaceae.

Introducéo

O umbuzeiro (Spondias Tuberosa Arr.), também conhecido como a arvore
sagrada do Sertdo, é uma das principais fruteiras nativas do Trépico Semi-arido
(TSA) brasileiro. Essa Anacardiacea, pela sua adaptacao e aproveitamento
secular, tem desempenhado importante papel agrossocioec6nomico para as
populacdes da regido. Nao existem relatos da ocorréncia do umbuzeiro em
outras regides do planeta e sua area de maior ocorréncia no TSA é na
Depressao Sertaneja (Santos et al., 2005).

Primers microssatélites (SSR) constituem uma classe de marcadores
moleculares que detectam polimorfismo em regides hipervaridveis do DNA e
sdo ideais para diversos estudos, pela riqueza de informacao genética que
oferecem, bem como pela facilidade de obtencao de dados genéticos via reacao
de polimerase em cadeia (PCR), apés o desenvolvimento dos primers. A
ocorréncia de amplificacdo destes fragmentos mostra ser possivel aproveitar
primers que foram desenvolvidos para uma espécie e emprega-los nas demais
espécies do mesmo género (Ferreira & Grattapaglia, 1996). Considerando o
alto custo para o desenvolvimento destes marcadores, a estratégia de anélise de
transferibilidade de microssatélites de uma espécie (Mangifera indica) para outra
(Spondias tuberosa) é bastante oportuna. Um efeito significativo seria uma
dréstica reducdo no custo de desenvolvimento da tecnologia.

O objetivo desse trabalho foi testar 30 primers desenvolvidos para manga
(Mangifera indica) em quatro amostras de DNA gendmico de umbuzeiro
(Spondias tuberosa), considerando que as duas espécies pertencem a familia
Anacardiaceae, de forma a facilitar andlises genéticas no umbuzeiro.
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Material e Métodos

Para a verificacdo de transferéncia de primers SSRs desenvolvidos para manga
em umbuzeiro, utilizaram-se quatro individuos desta ultima. Foram testados 30
pares de primers SSRs de manga utilizando-se duas temperaturas de
anelamento (48°C e 52°C), e duas concentracdes de cloreto de magnésio
(1,5mM e 2,0mM). As reacdes de amplificacdo de genoma do umbuzeiro foram
realizadas via PCR (“Polymerase Chain Reaction”).

O programa de PCR consistiu de: denaturacdo a 94°C por 4 min; 30 ciclos a
94°C por 45 s, 51°C por 60 s e 72°C por 60 s e uma etapa de extensao
final a 72°C, por 8 min. A reacao de amplificacao foi realizada para um volume
final de 20 uL, contendo 30 ng de DNA gendmico, 1x de Tampao para 7Taq
DNA Polimerase, 1,5 ou 2,0 mM MgCl,, 0,2 mM de dNTP’s, 0,2 uM de cada
primer 0,15 Unidades da enzima 7Taqg DNA Polimerase. Apds a amplificacao os
fragmentos foram visualizados por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida
corado com nitrato de prata, conforme descrito por Creste et al. (2001).

De 30 amostras de primers de Mangifera indica publicados por Duval et al.
(2005), foram testados 30 primers, quais sejam: mMiCIRO0O1, mMiCIR002,
mMiCIR003, mMiCIRO04, mMiCIRO05, mMiCIRO06, mMiCIRO0S8,
mMiCIRO09, mMiCIRO10 mMiCIRO11, mMiCIRO12, mMiCIRO13,
mMiCIR0O14, mMiCIRO16, mMiCIR018, mMiCIRO20, mMiCIR021,
mMiCIR022, mMiCIR024, mMiCIR025, mMiCIR0027, mMiCIR028,
mMiCIR029, mMiCIRO30, mMiCIR032, mMiCIRO33, mMiCIR034,
mMiCIR036, mMiCIRO37 e mMiCIRO38.

Resultados e Discussao

Na concentracédo de 1,5 mM MgCl, e temperatura de anelamento de 52°C
observou-se a amplificacdo de bandas monomérficas apenas para o primer
mMIiCIR002, para os quatro individuos de umbuzeiro (Fig. 1A). Na concentra-
¢do de 2,0 mM MgClI, e temperatura de anelamento de 52°C observou-se a
amplificacdo de bandas monomérficas para os primers mMiCIR002,
mMiCIR005, mMiCIR0O03 e mMIiCIR010, para os quatro individuos de
umbuzeiro (Fig. 1B). Na concentracéo de 2,0 mM MgCl, e temperatura de
anelamento de 48°C também observou-se a amplificacdo de bandas
monomoarficas para os primers mMiCIR0O02 e mMIiCIROOb, para os quatro
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individuos de umbuzeiro, com bandas bem definidas, quando comparadas com
as bandas dos outros testes (Fig. 1C). Quando dois primers foram usados
numa populacdo de 80 individuos de umbuzeiro observou-se completa ausén-
cia de polimorfismo para mMiCIROO5 e de polimorfismo em cinco dos 80

individuos para o primer mMiCIRO01 (Fig.2).

Fig. 1. Géis de poliacrilamida (6 %) com primers de mangueira avaliados em
individuos de umbuzeiro: painel A: 1,5 mM MgCI, e temperatura de anelamento
de 52°C; painel B: 2,0 mM MgCl, e temperatura de anelamento de 52°C; painel
C: 2,0 mM MgCl, e temperatura de anelamento de 48°C.
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Fig. 2. Géis de poliacrilamida (6%) com primers de mangueira mMiCIROO1 e
mMIiCIRO05 avaliados em 79 em individuos de umbuzeiro.

Lamas et al. (2007) observaram amplificacdo de bandas em melancia em 60
primers de um total de 133 primers de meldo, sugerindo que os resultados
decorrem da sintenia entre as regides que flanqueiam os microssatélites entre
espécies aparentadas. Ainda segundo os autores apenas 12 primers de meldo
foram polimérficos em melancia. Wang et al. (2005) observaram 50% de
transferéncia de primers de trigo, arroz, sorgo e milho em outras gramineas,
como milheto, sendo que dentro das espécies o numero de primers polimérficos
foi reduzido para 34%.

Os resultados obtidos neste trabalho indicam a necessidade de ajustes no
protocolo de PCR para transferéncia de SSRs da mangueira para o umbuzeiro e
que a utilizacao destes primers no umbuzeiro para estudos genéticos é limitada.
Testes com um maior nimero de primers publicados de mangueira, bem como
de outras Anacardidceas, devem ser realizados, pois a obtencéo de alguns seréa
suficiente para estudos genéticos no umbuzeiro, como a determinacao da taxa
de polinizacdo cruzada.
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