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Transferibilidade de Locos SSR de Phoenix dactylifera para Astrocaryum vulgare'
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Resumo

Este trabalho foi realizado com o objetivo de testar a transferibilidade de locos SSR de Phoenix dactylifera
para a espécie Astrocaryum vulgare. Para isso, foram aplicados onze locos desenvolvidos para P. dactylifera
com variagdo de seis temperaturas de anelamento, em DNA de seis individuos adultos de A. vulgare.
As reagOes de amplificagdo foram conduzidas de acordo com o protocolo desenvolvido com pequenas
adaptacdes. Os produtos da amplificagdo foram aplicados em gel de agarose ultra pura a 3,5%, corado
com brometo de etidio e submetido a eletroforese horizontal por duas horas. Em seguida, os géis foram
fotodocumentados e as imagens armazenadas digitalmente. A transferibilidade dos locos foi avaliada com
base na produgdo ou ndo de produto amplificado nas amostras de DNA. Dos onze locos testados, apenas dois
apresentaram amplificagdo satisfatoria (visualizagdo do produto), perfazendo uma taxa de transferibilidade
de 18%, sugerindo que as espécies possuam baixo grau de parentesco. Nos dois locos amplificados foi
detectada também a presenca de produtos secundarios, o que pode gerar dificuldades na contagem de alelos
por loco em gel de poliacrilamida. Esses resultados indicam baixa taxa de transferibilidade de locos de P,
dactylifera para A. vulgare e, portanto, nao devam ser indicados para acessar o genoma de A. vulgare.

Introducao

Astrocaryum vulgare Mart., conhecida por tucuma, é uma palmeira nativa, pioneira que cresce
nas regioes Norte ¢ Nordeste do Brasil e em paises vizinhos como Guiana, Peru e Venezuela (Bora et al.
2001). A espécie possui importancia econdmica e social na Amazodnia, visto que a populacdo local a utiliza
freqlientemente como fonte de alimentos, ja que possui polpa com elevado contetido de lipideos e vitamina
E, e fibras. Além disso, seu 6leo possui varias caracteristicas desejaveis pela induastria farmaco-cosmética
e, mais recentemente, tem sido indicada como matéria prima para a producdo de biodiesel. Ha relatos de
que na Amazonia Oriental ocorra um importante centro de diversidade do género Astrocaryum (Lleras
et al.1983; Roncal et al. 2013). Apesar disso, informagdes genéticas sobre as espécies desse género sdao
escassas, necessitando de investigacdes.

Uma das opgdes que se tem para se inferir sobre o genoma de agrupamentos (progénies, populagdes,
etc.) de uma espécie € por meio do uso de marcadores moleculares, uma vez que elimina o inconveniente
do tempo, fator limitante para caracterizagdo dos recursos genéticos vegetais por métodos mais baratos
como os marcadores morfologicos, quando se fala em espécies perenes, como o tucuma. Dentre os diversos
marcadores que podem ser utilizados para caracterizacdo, estdo os microssatélites que sdo sequéncias de
DNA repetidas em tandem e ocorrem frequentemente no genoma de organismos eucariotos. Entretanto, a
caracterizacao por meio desses marcadores requer a existéncia de primers desenvolvidos para cada espécie,
0 que ¢ um processo elaborado e caro. Porém, como ocorre a conservacgdo de sitios microssatélites entre
espécies relacionadas, existe a possibilidade de se realizar a transferéncia de locos entre espécies do mesmo
género, ou mesmo de géneros diferentes utilizando-se primers heterélogos (Fantin, 2008). Na literatura
disponivel ndo ha relatos de desenvolvimento de locos microssatélites para a espécie em questdo, nem para
espécies do mesmo género. Porém, Billote et al. (2004), desenvolveram dezesseis locos microssatélites
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para P. dactylifera e mencionaram que doze deles seriam transferiveis para espécies do género Astrocaryum
(A. alatum, A. chambira, A. chonta, A. sciophilum, A. scopatum, A. urostachys).

Desta forma, investigou-se a transferibilidade de locos microssatélites desenvolvidos para Phoenix
dactylifera que possam ser uteis em estudos genéticos de Astrocaryum vulgare.

Material e Métodos

Foram coletados foliolos de 90 matrizes de tucumanzeiro pertencentes a povoamentos florestais
de trés diferentes mesorregioes do Estado do Para: Baixo Tocantins, Nordeste Paraense e Ilha de Marajo,
cada uma representada por dois municipios, totalizando seis, sendo eles: Oeiras do Para e Irituia (Baixo
Tocantins), Cachoeira do Arari e Salvaterra (Ilha de Marajo), Mocajuba e Santa Maria (Nordeste Paraense)
para a extracdo do DNA genomico.

A extragdo de DNA seguiu o protocolo proposto por Doyle & Doyle (1990) com pequenas
adaptacdes (Costa and Oliveira 2002). A quantificagdo das 90 amostras de DNA foi realizada em gel de
agarose a 1,0 %, pela comparagdo com trés concentragdes do DNA Bacteriofago integro lambda, sendo a
leitura feita com o auxilio do programa Labimage. Apods a quantificacdo as amostras foram diluidas em dgua
estéril, de modo a conter 10 ng/ul de DNA, sendo em seguida armazenadas a -20 °C.

Para a realizacdo das reagdes de PCR com vista a transferibilidade foram utilizadas seis amostras,
as quais foram escolhidas ao acaso, de modo que uma amostra de cada municipio fosse testada. Onze dos
doze locos desenvolvido para Phoenix dactilyfera por Billote et al. (2004) foram aplicadas nas amostras de
DNA de A. vulgare em seis temperaturas de anelamento diferentes (Tabela 1), correspondendo a intervalos
acima e abaixo das temperaturas utilizadas no desenvolvimento dos locos (Billote et al., 2004).

As reagdes de amplificagdo foram realizadas de acordo com o protocolo desenvolvido por Billote
et al. (2004) com adaptacdes, em um volume final de 10 ul, contendo volumes de 3,8 ul de H20 mili-Q;
1,0 ul do buffer Tampao 10X; 1,0 pl de mix ANTP (100 pl de cada ANTP mais 600 pul H20 mili-Q); 1,0 ul
de MgCI2 (2,5 mM/ul); 0,5 ul de primer reverse (2,5 mM/ul); 0,5 ul de primer forward (2,5 mM/ul); 0,2
pl de Tag DNA polimerase (5 U/pul); e 1,0 ul de DNA gendmico (10 ng/ul). As amplificagdes foram feitas
em termoclicador Veriti (Applied Biosystems) com programagao feita em dois passos, conforme descrito
por Ramos et al. (2011).

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese horizontal por duas horas, em gel de
agarose ultrapura a 3,5 %, corado com brometo de etidio, sendo colocados em cada pogo 12 ul de cada
reacdo, acrescido de 5 ul de azul de bromofenol. O tampao do gel e de corrida foi o TBE (Trizma base 0,1
M; acido borico 1M e EDTA 0,5M). Apos a eletroforese, os géis foram fotodocumentados em equipamento
que utiliza luz ultravioleta e armazenados digitalmente para a interpretagao.

A transferibilidade dos locos foi avaliada visualmente com base na produg¢ao ou nao de produto
amplificado nas amostras de DNA. No caso da amplificagdo, observamos se houve a presenca de produtos
secundarios.

Resultados e Discussao

Dos onze locos testados, apenas dois (Tabelal) apresentaram resultados satisfatorios de amplificagdo
(visualizagdo do produto), perfazendo uma taxa de transferibilidade de 18%, considerada baixa. Billote et
al. (2004) aventaram a possibilidade desses locos serem transferiveis para espécies do género Astrocaryum,
principalmente para A. alatum, A. chambira, A. chonta, A. sciophilum, A. scopatum, A. urostachys. Mas,
ndo demonstraram a transferibilidade. Para Gongalves et al. (2010) a transferibilidade de locos SSR
depende do grau de parentesco genético das espécies analisadas. Ha relatos também de que o sucesso da
transferibilidade diminui com o aumento da distancia filogenética entre as espécies envolvidas (Pereira et
al. 2009). Tais resultados sugerem que 4. vulgare possua baixo grau de parentesco com P. dactylifera. A
Figura 1 consta o padrdo de amplificacdo obtido pelo loco mPd015, em gel de agarose, nas amostras de
DNA de 4. vulgare.

Tabela 1Locos microssatélites de P. Dactylifera' testados em A. vulgare com as temperaturas de anelamento
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e a informagdo de amplificagdo.

Locos Tamanho (bp) Ta'(°C) Ta testadas (°C) Amplificacao
mPd 010 180 55,9 53-54-55-56-57-58 Nao
mPd 015 253 51,6 49-50-51-52-53-54 Sim
mPd 016 209 51,7 49-50-51-52-53-54 Nao
mPd 025 269 49,3 47-48-49-50-51-52 Nao
mPd 032 376 51,5 49-50-51-52-53-54 Sim
mPd 035 341 53,9 51-52-53-54-55-56 Nao
mPd 044 340 51,7 49-50-51-52-53-54 Nao
mPd 048 439 51,4 49-50-51-52-53-54 Nao
mPd 050 568 48,5 46-47-48-49-50-51 Nao
mPd 063 301 49,8 47-48-49-50-51-52 Nao
mPd 070 265 48,7 46-47-48-49-50-51 Nao

I: Desenvolvidos por Billote et al. (2004).

Nos dois locos amplificados, mPd015 e mPd032, foi detectada a presenca de produtos secundarios
em ambos (Figura 1), o que pode gerar dificuldades na contagem de alelos no loco amplificado em gel
desnaturante de poliacrilamida a 6% (Figura 2). Para esses locos as temperaturas 6timas de amplificacao
foram 52°C e 50°C, respectivamente.

Figura 1 Produtos de amplificagdo do loco mPd015 desenvolvido para P. dactylifera, em gel de agarose, em
seis amostras de DNA de 4. vulgare testadas, em seis temperaturas de anelamento 49°C, 50°C e 51°C (em
cima) e 52°C, 53°C e 54°C (em baixo). Detalhe da amplificagdo do loco e da presenca (seta) de produtos
secundarios (chave).
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Figura 2 Produtos de amplificacdo do loco mPd015, em gel de poliacrilamida, obtido em seis amostras de
DNA de A. vulgare em seis temperaturas de anelamento. Detalhe da amplifica¢do dos alelos no loco e da
presenca de produtos secundarios.

A baixa taxa de transferibilidade de locos de P. dactylifera para A. vulgare sugere que tais espécies
possuam pouca similaridade genética, ou seja, um baixo grau de parentesco, uma vez que a transferibilidade
de locos microssatélites depende do grau de parentesco genético das espécies analisadas (Gongalves et al.
2010). Embora ambas as espécies sejam da mesma familia botanica (Arecaceae), elas devem ter origens
diferentes e possuem também areas de ocorréncia bastante distintas, o que provavelmente contribui para a
baixa taxa de transferibilidade encontrada. Com base no exposto, acredita-se que tais locos ndo devam ser
indicados para acessar o genoma de A. vulgare.
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