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TRANSFERIBILIDADE DE INCIADORES MICROSSATELITES DE ACAIZEIRO (Euterpe
oleracea) PARA DENDEZEIRO (Elaeis guinensis)

Resumo:

Considerando o tempo necessario para o desenvolvimento de iniciadores especificos, a analise da
transferibilidade entre espécies ¢ bastante oportuna. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
transferibilidade de seis iniciadores microssatélites desenvolvidos para o agaizeiro em dendezeiro. O
material analisado foi composto de onze genétipos de dendezeiro e as amplificacdes foram feitas pela
técnica da PCR. Os resultados mostraram a viabilidade da utilizagdo de cinco inciadores EE2, EE3,

EES, EE15, EE43 em estudos de melhoramento e variabilidade genética em dendezeiro.

Palavras-chave: marcadores moleculares, variabilidade, recursos genéticos.

Introducio

O dendezeiro ¢ uma cultura de grande importancia socio-econdmica, pois além de apresentar
grande potencial para producdo de oleo, gera grande niimero de empregos, uma vez que utiliza
quantidade significativa de mao-de-obra no plantio, colheita e processamento nas usinas de
beneficiamento. Os marcadores moleculares microssatélites tém sido indicados como os mais
adequados nos estudos de diversidade genética e podem ser empregados para identificar e auxiliar a
selecdo de genotipos promissores. Também possuem a vantagem de ndo sofrer influéncia ambiental. A
caracterizagdo molecular associada aos dados de produgdo de biomassa ird auxiliar a escolha do
material para a constituicao dos bancos de germoplasma, novos plantios e a preservacao racional da
espécie em estudo. Os estudos de caracterizacdo através de marcadores moleculares em associacao
com avaliagdo da divergéncia genética nesta espécie sdo bastante limitados. Apesar da variabilidade
fenotipica existente nos plantios, o germoplasma de dendezeiro tem sido pouco estudado sob o ponto
de vista genético. O uso combinado de marcadores morfoldgicos e moleculares subsidiara os trabalhos
de melhoramento, na busca de novos cultivares com caracteristicas de qualidade que atendam
demandas do setor produtivo, contribuindo, ainda, para o intercdmbio de material caracterizado e de
informagdes entre instituicdes de pesquisa e produtoras de 6leo e produtos. Um dos pontos principais ¢
a existéncia de iniciadores especificos descritos na literatura que possam ser utilizados para estudos
com a espécie em questdo. Desta forma o objetivo deste trabalho foi avaliar a transferibilidade de

iniciadores microssatélites de acaizeiro para dendezeiro visando otimizar a técnica de PCR .
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Material e Métodos

O material analisado foi composto de onze gendtipos, todos pertencentes ao plantio da fazenda
MARBORGES-Moju no estado do Para. O DNA foi extraido a partir de folhas utilizando um
protocolo inorganico modificado por Costa e Oliveira (2002). A concentragdo de DNA foi estimada
em gel de agarose 1,0 %, pela comparagdo do DNA total com trés concentragdes do DNA
Bacteriofago integro lambda. As amostras utilizadas na selecdo, apds a quantificacdo total, partiram de
diluigdes da amostra total em dgua estéril, de modo a conter 5 ng/ML de DNA. As reacdes de
amplificacdo foram desenvolvidas de acordo com o protocolo de Williams et al. (1990) com
modificagdes, num volume final de 16,9 UL contendo agua ultra pura, 20 mM Tris-HCI (pH 8,0), 50
mM KCl, 2,0 mM MgCl2, 200 mM de cada ANTP, BSA purificada (2,5 mg/ml), 0.2 U.I Taqg DNA
polimerase e 15 de cada ANTP, BSA purificada (2,5 mg/ml), 1,3 PM iniciador arbitrario, 1U.I Taq
DNA polimerase ¢ 15 ng de DNA genomico.

As amplificagdes foram realizadas em termociclador de DNA Eppendorf Mastercycler. As
temperaturas de anelamento seguiram as descritas na literatura para cada iniciador. Foram avaliados
seis iniciadores (EE2, EE3, EES8, EE15, EE43 e EE54) forward e reverse, os quais foram previamente
diluidos da seguinte forma: para 150ul de iniciadores diluido, foram utilizados 144ul de dgua ultra pura
e 6ul de iniciadores (3uL de forward e 3uL de reverse) (Tabela 1) . Apds a PCR, a eletroforese foi
realizada em cuba vertical em géis de poliacrilamida a 6% por uma hora e meia a 1300 V, sendo

posteriormente, na revelagdo, corados com nitrato de prata.

Tabela 1 — Iniciadores testados para transferibilidade. Belém, Para 2012

Sequéncia Amplitude Temperatura (°C)
Primers 5 3’ ®b)

EE2 (F) ACCAACCTAGGAAACACAGTCCAAGGACGCAATCTCAA

(R) AGCGAGGCAGAACACGTA 82allo 62
EE3 (F) GGCTAGGAAAGGTTAGTGGCTTCGCGCACACTGAGAG

(R) GGTAGCGTTGATTGGTCC 942210 58
EE8 (F) GACTATGGGCGTGAGTGCATGTATTCCAATGTGCTCACAG

(R) GTGCAGTAGGCTTCTAGTACC 110a 132 52

EEIS5 (F) AAATTAACCCTCACTAAAGGCCACACAGACACGCAGATAG
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(R) CCTCATGAAGCATCGACCT 140 a 162 64
EE43 (F) AAATTAACCCTCACTAAAGGGCGAAAGGCTAACAACGTTAT

(R) AGCGAACCAACCAAGAAGAC 118 a 132 56
EE54 (F) ACCAACCTAGGAAACACAGTCATGTATCTAAGGAACAAGG

(R) CTGTGCTCTCTCATTCTCA 140 a 160 56

Resultados e Discussao

Dos seis iniciadores avaliados, cinco apresentaram transferibilidade, com boa resolugdo e poderao ser
utilizados em trabalhos com dendezeiro, utilizando marcadores microssatelites, quais sejam, EE2, E3,
EES, EE15 e EE43. Este resultado demonstra que existe potencial para a utilizagao destes iniciadores
em programas de melhoramento e estudos de variabilidade genética em dendezeiro, reduzindo custos e

e tempo para o desenvolvimento deste tipo de trabalho.

Conclusoes

Os inciadores EE2, EE3, EES8, EE15, EE43 desenvolvidos para a espécie Euterpe oleraceae podem

ser utilizados em Elaeis guinensis em trabalhos com microssatélites.
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