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Resumo

A cajazeira é um fruto apreciado especialmente no Norte e Nordeste brasileiro, onde recebe
diferentes denominagdes e tem grande importancia agroecondmica, sendo usado para o processamento
de polpas, sucos, geléias, néctares e sorvetes de qualidade e alto valor comercial. O objetivo desse
trabalho foi otimizar a rea¢do de amplificacdo e selecionar primers RAPD (Random Amplified
Polimorfic DNA) para andlises de variabilidade genética em caji. Foram testadas concentragdes de
MgCl,, temperaturas de anelamento e nimero de ciclos da reacdo de amplificacdo. Na selec¢do, 42
primers foram testados em reagdes de RAPD e com base no padrdo de bandas obtidas, 17 primers se
revelaram polimérficos em reagdes otimizadas com 3,0 mM de MgCl,, temperatura de anelamento a
35°C e com o numero de ciclos igual a 45. Os resultados demonstraram haver uma variabilidade
genética dentre os acessos de cajd da colecdo da Embrapa Meio-Norte e permitiram a otimizagdo da
reacdo para futuros ensaios com marcadores RAPD.

Introducao

A cajazeira (Spondias mombin L.) é origindria da America Tropical (LEON; SHAW, 1990) e
pertence a familia Anacardiaceae, cujo género compreende cerca de 20 espécies, incluindo sete taxa
nos Neotrépicos e cerca de 10 espécies na Asia (MILLER; SCHAAL, 2005). O fruto de caji é
bastante apreciado em todo o Brasil, em especial, nas regides Norte e Nordeste, onde recebe diferentes
denominag¢des (cajd, caja verdadeira, cajad-mirim, taperebd) e tem grande importancia agroeconémica,
sendo usado para processamento na forma de polpa, sucos, geléias, néctares e sorvetes (SOUZA,
2000). Estudos de caracterizacdo de frutos de cajazeira foram realizados por Soares et al (2006),
Souza et al (2006) e Santos, Oliveira (2008). Contudo, ainda se fazem necessarios estudos mais
aprofundados sobre a sua variabilidade genética.

Segundo Rao, Rodgkin (2002), para conservagdo e uso correto das espécies é fundamental entender
melhor a sua diversidade genética e a sua distribuicdo, o que ajuda a determinar a maneira mais
adequada e o local para conservad-la. Com o advento dos marcadores moleculares, os pesquisadores
passaram a ter uma ferramenta a mais para auxilid-los na estimativa dessa diversidade genética, a
exemplo da técnica de RAPD (Random Amplified Polimorfic DNA) que é uma técnica simples, pratica
e rapida, além de custo relativamente baixo e de permitir um ndmero ilimitado de marcadores,
decorrentes de um nimero maior de anelamentos (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de otimizar a reagdo e selecionar primers RAPD
para o estudo da variabilidade genética da Cole¢do de Germoplasma de Cajazeira da Embrapa Meio-
Norte, Teresina-PI.
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Material e Métodos

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biologia Molecular da EMBRAPA Meio-Norte,
Teresina-PI, durante os meses de abril e maio de 2009. Foram realizadas extragdes de DNA gendmico
de tecido foliar jovem de plantas de caja com o kit de purificacdo Qiagen (DNEASY, 2006). A
quantificacdo foi realizada em gel de agarose a 0,8% com TBE (Tris-Borato-EDTA) 0,5x corado com
SYBR Safe DNA Gel Stain a 10.000x (Invitrogen), comparando o DNA das amostras com o DNA-A
na concentragdo de 150 ng.

Na otimizag@o da reacdo de amplificacdo foram testadas quatro concentracdes de MgCl, (1,5 mM;
2,0 mM; 2,5 mM e 3,0 mM), duas temperaturas de anelamento (32 e 35°C) e dois ciclos (40 e 45).
Usaram-se os primers A10 e M03 com temperatura de fusdo de 22,26°C e 26,36°C, respectivamente,
avaliando o seu comportamento conforme as modifica¢des na reacao.

Ap6és a otimizagdo da reacdo foram testados 42 primers RAPD: A (06, 10, 13, 14, 18, 19, 80), F
(03, 06, 07, 10, 15, 17), G (06, 08, 18), L (01, 03, 05, 13, 14, 16), M (01, 05, 07 11, 15, 19), N (06, 13,
14, 16, 18, 19, 20), T (01, 02, 12, 14, 15, 17, 18), utilizando-se dois gendtipos (MO1 e M28) da
Colecdao de Germoplasma de Cajazeira da Embrapa Meio-Norte, em reacdes de amplificacdes
preparadas com um volume final de 20ul, contendo 15ng de DNA, 0,25mM de dNTP, 1U de Tag
Polimerase (Invitrogen), 0,2 uM de primer, 3,0mM de MgCl,, 2,0ul de tampao 10X e H,O ultrapura.
Essas reacdes foram realizadas com uma etapa inicial de desnaturacdo de 1 min a 92°C, seguida de 45
ciclos de 1 min a 92°C para desnaturagdo, 1 min a 35°C para anelamento, 2 min a 72°C e uma
extensdo final de 5 min a 72°C. Os produtos das reag¢des foram visualizados em gel de agarose a 1,5%,
corado com SYBR Safe DNA Gel Stain a 10.000x (Invitrogen) e fotodocumentados sob luz
ultravioleta.

Resultados e Discussao

As bandas com melhores defini¢do e resolugdo (Figura 1) foram obtidas com a otimizagdo a reagdo
de amplificacdo com a concentra¢do de 3,0 mM de MgCl,, temperatura de anelamento de 35°C e 45
ciclos. De acordo com Freitas (2005), para oligonucleotideos de 15 mers o ideal é usar temperaturas de
anelamento entre 40 e 50°C. Para primers menores, como os de RAPD, recomendam-se temperaturas
mais baixas, em torno de 35°C. Temperaturas muito baixas favorecem ligacdes inespecificas,
resultando em padrdes de amplificacdo inadequados. A otimizagdo da concentragdo de magnésio na
reacdo de amplificacio € essencial, pois € um dos fatores que influenciam diretamente na
reprodutibilidade do ensaio RAPD, porquanto afeta a eficiéncia da amplificagdo pela Tag polimerase
e, consequentemente, a intensidade com a qual os fragmentos aparecem no gel (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1995).

Os primers A (10, 14, 18), F (03, 15, 17), G (08, 18), L (03, 14), M (01, 07), N (14, 16, 18, 20), T
(12) se revelaram polimoérficos para os gendtipos de cajazeira avaliados e foram selecionados para
andlises de variabilidade genética na espécie. O ntimero de bandas polimérficas variou de 9,0% (M07)
a 100% (F17), conforme demonstrado na Tabela 1. A Figura 2 mostra o perfil eletroforético das
amplificacdes com os primers selecionados.

Conclusoes

A diferenca das temperaturas de fusdo dos primers utilizados nos ensaios de otimizacdo ndo
influenciou na defini¢do da temperatura de anelamento.

O polimorfismo identificado nos primers selecionados demonstra haver variabilidade genética
entre os gendtipos da Colecio de Germoplasma de Cajazeira da Embrapa Meio-Norte.
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Figura 1. Otimizacdo de reacdo de amplificacdo com alteracdes na concentracdo de Cloreto de
magnésio (1,5mM, 2,0mM, 2,5mM e 3,0mM), temperatura de anelamento (32 e 35°C) e nimero de
ciclos da reag@o.



Tabela 1. Seqiiéncia dos primers RAPD selecionados para estudos de variabilidade genética em
Spondias litea L., niimero total de bandas e nimero de bandas polimdrficas amplificadas geradas.

Primer Total de bandas N° de bandas polimérficas
A 10 12 6
Al4 5 1
A 18 14 4
F03 7 1
F 15 5 3
F17 5 5
G 08 6 2
G 18 12 2
L 03 13 7
L 14 11 7
M 01 18 2
M 07 11 1
N 14 3 1
N 16 10 8
N 18 4 2
N 20 3 1
T12 12 2
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Figura 2. Perfil eletroforético dos primers selecionados para estudos de variabilidade genética em
cajazeira.



