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RESUMO - O Brasil tem se destacado como grande
produtor de frutas, especialmente tropicais e
subtropicais. Entre as tropicais, encontra-se a pinha
(Annona squamosa L.), conhecida pela qualidade de
seus frutos, apresentado um grande incremento na
aceitagdo pelo consumidor € mercado intemo. Apesar
de sua importincia sdo escassos os trabalhos de
melhoramento, inexistindo variedades melhoradas de
pinha, havendo necessidade do conhecimento da
variabilidade existente para implementagdo de
programa de melhoramento. Os marcadores
moleculares surgiram como uma ferramenta importante
na determinagio da variabilidade e diversidade
genética das espécies. O presente trabalho teve como
objetivos otimizar a reagdo de amplificagdo e
selecionar primers RAPD informativos para analise de
variabilidade genética em pinha. Para tanto, foi
realizada uma otimizagdio da reagio variando
concentragio de MgCl, (1,0mM e 2,0mM), temperatura
de anelamento (31°C e 35°C) ¢ o nimero de ciclos (40
€ 45). Ainda foram testados 59 primers, nos acessos de
pinha GO8 e G5 Dos quais, 18 produziram
fragmentos de maior nitidez de amplificagdo, em
reagdes otimizadas com 1,0 mM de MgCl,,
temperatura de anelamento a 35°C e com o nimero de
ciclos igual a 45. Os resultados obtidos indicam a
presenca de diversidade entre os acessos estudados,
mostrando que os marcadores RAPD tem potencial
para caracterizagio molecular dos acessos de pinha da
coleg@io da Embrapa Meio-Norte.

Introducio

A Annona squarmosa L., vulgarmente conhecida
por ata, pinha ou fruta-do-conde, ¢ planta tropical
muito conhecida no Nordeste brasileiro, desperta
grande interesse nos mercados consumidores de todo
pais pelo sabor de seus frutos. Apesar do interesse
despertado no Brasil ndo existem variedades
melhoradas de pinha. Sabe-se que sua propagagdo ¢
feita exclusivamente por semente 0 que resulta em
pomares com grande variabilidade. Entretanto para
implantagdo de programas de melhoramento de pinha
ha necessidade de melhor conhecimento da
variabilidade genética existente.
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Os marcadores moleculares surgiram como uma nova
ferramenta no processo de melhoramento genético
(MOREIRA, 2003). Permitem aos melhoristas entender a
distnbuigio da vaniabilidade entre e dentro populagdes de
plantas e em conseqiéncia auxiliam na obtengio de
genotipos superiores de uma maneira eficaz, rapida, precisa
€ a custos mais baixos do que o melhoramento
convencional, que nommalmente demanda um longo
periodo pra ser concluido quando se trata de espécies de
ciclos mais longos. A técnica de RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) utiliza pnmers unicos de
seqiiéncia simples e arbitraria para amplificar fragmentos
de DNA por PCR (Polymerase Chain Reaction)
(WILLIAMS et al. 1990) possibilitando detectar o
polimorfismo do DNA, amplificado ao acaso em miltiplas
regides do genoma (DINESH et al., 1996).

Os objetivos desse trabalho foram a otimizagio da
reagio de amplifica¢io e selegdo de primers RAPD para
estudo da diversidade genética em pinha da colegiio de
germoplasma da Embrapa Meio-Norte, Teresina — PL

Palavras chaves:
polimorfismo.
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Material e método

Foram coletadas folhas jovens de dois acessos de pinha,
GO8 e G15, oriundos do Banco Ativo de Germoplasma da
Embrapa Meio-Norte, Teresina-PI. A extragdo de DNA
gendmico foi realizada com matenial fresco, utilizando-se
DNeasy® Plant Mimi Kit. A quantificagio do DNA
extraido foi realizada em gel de agarose a 0,8% com TBE
(Tns-Borato-EDTA) 0,5X ¢ corado com SYBR Safe DNA
Gel Stain a 10.000x, comparando o DNA das amostras
com o DNA-A na concentragio de 100 ng.

Na otimizagdo da reagio de amplificagdo foram
testadas duas concentragdes de MgCl, (1,0 mM e 2,0 mM),
duas temperaturas de anelamento (31 e 35°C) e dois
numeros de ciclos (40 e 45) com os primers A04 ¢ NO4
cya a temperatura de fusio sio 22,26°C e 26,36°C,
respectivamente. Para a sele¢do de primers RAPD 59
foram testados: A (02, 04, 07, 08, 09, 11, 12, ¢ 16), F (01,
02, 04, 05, 08, 09, 11, 12, 13, 14, 16, 18, 19 ¢ 20), G (01,
04, 05, 07, 09, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 17, 19 € 20), L (01,
02, 05, 06, 07, 08, 10, 11, 12, 15, 17 ¢ 19), M (02, 03, 06,
09, 12, 13 € 18), N (04) e T (03, 06 ¢ 11), utilizando-se
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dois gendtipos (GO8 e G15).

As reagdes foram preparadas em volume final de
20pL, com Tampio 1X {20mM Tris-HC1 pH 8,0;
0,ilmM EDTA; 1,0mM DTT; 50% (v/v) glicerol];
MgCl, a 2,5mM-3,5mM ; dNTP a 200-800uM; 1,2
pMol de primer, 1 U de Taq DNA Polimerase ¢ 1 pl de
DNA  gen6mico. O programa utilizado para
amplificacdes compds-se de uma ectapa inicial de
desnaturag@o de 92°C por lmin, seguida de 45 ciclos
nas seguintes condi¢des: lmin para desnaturaglo a
92°C, 1 min a 31°C ou 35°C para o anelamento e 2
min a 72°, seguindo-se uma etapa de extensio de 72° a
Smin. Os produtos de amplificagdo foram separados
por eletroforese em gel de agarose 1,5%, contendo
SYBR Safe DNA Gel, visualizados em transluminador
UV e fotografados.

Resultados e Discussdo

Foram obtidas bandas com melhor defini¢io e
resolugio na reagdo de amplificagéo na qual fo1 usada
a concentragido de 2,0 mM de MgCl,, temperatura de
anelamento de 35°C e 45 ciclos. A concentragdo do
MgCl, tem efeito na especificidade da reagdo. Segundo
Ferreira & Grattapaglia (1995), a otimizagdo da
concentragdo de magnésio aliado a definigdo da
temperatura de anclamento sdo essenciais, pois sdo
fatores que influenciam diretamente  na
reprodutibilidade do ensaio RAPD, porquanto afeta a
eficiéncia da amplificagiio pela Tag polimerase e,
consequentemente, a intensidade com a qual os
fragmentos aparecem no gel.

Dos 59 primers testados foram selecionados 18,
segundo o polimorfismo e a defini¢io das bandas
geradas quando amplificados com os acessos GOS8 ¢

G15, como ilustrado na Fig. 1.

Os marcadores moleculares foram considerados

eficientes, demonstraram haver uma vanabilidade genética
dentre os dois acessos de pinha oriundos do Banco Ativo
de Germoplasma da Embrapa Meio-Norte.
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