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Resumo

Marcadores microssatélites (SSR) sdo ideais para diversos estudos genéticos,
pois, sendo co-dominantes, possibilitam a correta identificacdo de individuos
mono e heterozigotos e estimativas precisas de parametros genéticos. Esse
trabalho teve como objetivo selecionar primers publicados de marcadores
microsatélites para caracterizacdo de acessos de germoplasma de goiabeira e
aracazeiro do banco de germoplasma de Psidium da EMBRAPA Semi-Arido,
Petrolina-PE para auxiliar no manejo de recursos genética das espécies. Foram
testados 16 pares de primers SSRs de goiabeira em quatro individuos de
goiabeira e um de aracazeiro, em 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 (“Polymerase Chain Reaction”). Na concentracao de 1,5 mM
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MgCl, e temperatura de anelamento de 52°C néo foram observadas
amplificac6es com o uso dos 16 primers, enquanto na concentracao de 2,0
mM MgCl, e temperatura de anelamento de 52°C observou-se a amplificacéo
de 10 primers para os individuos de goiabeira e de cinco primers para o
individuo de aracazeiro. O nimero de primers obtidos neste trabalho é
suficiente para estudos de diversidade em goiabeira, enquanto para aracazeiros
novos primers devem ser testados, pois, de modo geral, sdo necessarios 10
primers microsatélites para estudos de diversidade.

Palavras-chave: SSR, caracterizacdo de germoplasma, PCR.

Introducéao

A cultura da goiaba (Psidium guajava L.) apresenta grande importancia
econdmica e social no semi-arido brasileiro. O fruto, principalmente de polpa
vermelha, oferece amplas formas de aproveitamento, seja pelo consumo /in
natura ou através da industrializacdo em forma de suco, puré, polpa, compota,
sorvetes, entre outras. Seu consumo é hébito difundido em todas as camadas
sociais brasileiras, contribuindo eficazmente para a nutricdo humana (Pereira,
2003). Possui baixo teor caldrico e é o fruto que apresenta um dos mais
elevados teores das vitaminas C e E, além de consideraveis teores das
vitaminas A, B,, B,, B, e dos minerais zinco, f6sforo, selénio, cobre, magnésio
e célcio.

Na regido do semi-arido brasileiro essa cultura foi introduzida nos dltimos 15
anos em areas irrigadas dos Estados da Bahia e Pernambuco, como uma opgéo
de diversificagcdo com grande potencial para atender ao consumo nacional e
com forte perspectiva para exportacao, devido principalmente a possibilidade da
producao de frutos de alta qualidade.

Sao escassas as informacdes de caracterizacdo com marcadores de DNA para
goiabeira e inexistentes para aracazeiros. Rodriguez et al. (2004) caracterizaram
acessos cubanos de goiabeira com marcador AFLP e SSRs, sendo pioneiros na
aplicacdo de marcadores de DNA na goiabeira. A caracterizacao de
germoplasma é importante para avaliar a diversidade genética de colecdes de
germoplasma, fornecendo subsidios para manejo de recursos genéticos e
programas de melhoramento.
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O uso de marcador tipo AFLP é de facil aplicacdo em goiabeira, enquanto que a
aplicacdao de marcadores SSR tornou-se possivel com o desenvolvimento e
publicacao de primers por Risterucci et al. (2005). Os marcadores baseados na
amplificacdo de microsatélites ou SSRs (Simples Sequence Repeats) sado Uteis
para localizar caracteristicas co-dominates e multialelismo, sdo os que possuem
o maior contetdo de informacao de polimorfismo na terminologia de
marcadores moleculares.

Esse trabalho tem como objetivo selecionar primers publicados de marcadores
microsatélites para caracterizacdo de acessos de germoplasma de goiabeira e
aracazeiro do banco de germoplasma de Psidium da EMBRAPA Semi-Arido
Petrolina-PE para auxiliar no manejo de recursos genéticos das espécies.

Material e Métodos

O DNA gendmico foi extraido de folhas jovens pelo método CTAB 2x. A
concentracéo e integridade do DNA genémico foram observadas em géis 0.8%
de agarose comum, comparando-se a DNA lambda de 30, 50 e 100 ng/uL.
Foram testados 16 pares de primers de SSRs publicados por Risterucci et al.
(2005), em quatro individuos de goiabeira e um de aracazeiro. Os primers
avaliados foram: mPgCIR0O1, nPgCIR02, mPgCIR0O3, mPgCIR04, mPgCIRO5,
mPgCIR06, mPgCIR07, mPgCIR08, mPgCIR09, mPgCIR10, mPgCIR11,
mPgCIR12, mPgCIR13, mPgCIR14, mPgCIR15, mPgCIR16 e mPgCIR17. Para
testes no protocolo da reacdo em cadeia da DNA polimerase (PCR) foram
avaliadas duas temperaturas de anelamento, 48°C e 52°C e duas
concentragdes de MgCl,, 1,5 e 2,0 mM.

As reacoes de PCR consistiram de: denaturacao a 94°C por 4 min; 30 ciclos a
94°C por 45 s, 52 ou 48°C por 60 s e 72°C por 60 s e uma etapa de
extensdo final a 72°C, por 8 min. A reacdo de amplificacao foi realizada para
um volume final de 20 uL, contendo 30 ng de DNA gendmico, 1x de Tampao
para Tag DNA Polimerase, 1,5 ou 2,0 mM MgCl,, 0,2 mM de dNTP’s, 0,2 uM
de cada primer e 0,15 Unidades da enzima 7ag DNA Polimerase. As reacoes
de PCR foram realizadas em termociclador. Apdés a amplificagcao os fragmentos
foram visualizados por meio de Eletroforese em gel de Poliacrilamida corado
com nitrato de prata, conforme descrito por Creste et al. (2001).
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Resultados e Discussao

Na concentracéo de 1,5 mM MgCl, e temperatura de anelamento de 52°C né&o
foram observadas amplificacOes para os 16 primers utilizados para os quatro
individuos de goiabeira e um de aragazeiro. Na concentracéo de 2,0 mM MgCl, e
temperatura de anelamento de 52°C observou-se a amplificacdo de 10 primers:
mPgCIR02, mPgCIR08, mPgCIR09, mPgCIR10, mPgCIR11, mPgCIR12,
mPgCIR13, mPgCIR14, mPgCIR16 e mPgCIR17 (Fig.1) para os individuos de
goiabeira. Para o individuo de aracazeiro observou-se amplificacdo de cinco
primers: mPgCIR02, mPgCIR11, mPgCIR13, mPgCIR16 e mPgCIR17 (Fig.1).
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Fig. 1. Géis de poliacrilamida (6 %) com primers de goiabeira avaliados em
quatro individuos de goiabeira (G) e um de aracazeiro (A), na 2,0 mM MgCl, e
temperatura de anelamento de 52°C.
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cloreto de magnésio é um importante componente nas reacoes de PCR, pois é
necessdario para a atividade da enzima Taq DNA polimerase, que é responsavel
pela adicdo dos nucleotideos na sintese do DNA. O cloreto magnésio alem de
ser importante para a Tag DNA polimerase também se liga com outros
componentes da reacao de PCR, como dNTPs e primer, o que pode diminuir a
quantidade do cloreto de magnésio para a atividade da enzima. A concentracao
padrao de cloreto de magnésio na reacdo PCR é de 1,5 mM, sendo que ajustes
devem ser efetuados para uma melhor amplificacdo de bandas, na faixa de 1,5
a 3,0 mM (Ferreira e Grattapaglia, 1995).

Risterucci et al. (2005) reportam que todos os microsatélites desenvolvidos por
eles amplificaram em diferentes cultivares de goiabeira, bem como em trés
outras espécies de Psidium, na concentracdo padrao de cloreto de magnésio,
1,5 mM. Neste trabalho ocorreu um porcentual menor de amplificacao de
primers para goiabeira (69%) e menor ainda para uma espécie de aracazeiro
(31%) na concentracédo de 2,0 mM de cloreto de magnésio. Deve ser
destacado que para estudos de diversidade, de modo geral, sdo necessérios 10
primers microsatélites para estudos de diversidade. O nUmero de primers
obtidos neste trabalho é suficiente para goiabeira, enquanto para aracazeiros
novos primers devem ser testados.
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