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Resumo: Este trabalho foi realizado com o objetivo de testar a transferibilidade de locos SSR de
Astrocaryum aculeatum para a espécie Astrocaryum murumuru. Para isso, foram aplicados dez locos
desenvolvidos para A. aculeatum em cinco amostras de DNA obtidas de matrizes de A. murumuru de
diferentes procedéncias. As rea¢des de amplificacdo foram conduzidas de acordo com o protocolo
desenvolvido por Ramos et al. (2012), com pequenas adaptacdes para testar diferentes temperaturas de
anelamento, com a finalidade de determinar a temperatura 6tima de amplificacdo em A. murumuru. Os
produtos amplificados foram aplicados em gel de agarose a 1,5%, corado com brometo de etidio e
submetidos a eletroforese horizontal por 1h 30 min. Os perfis dos géis foram fotodocumentados e as
imagens armazenadas digitalmente. A transferibilidade dos locos foi avaliada com base na
amplificacdo de produtos e na sua nitidez. Todos os locos testados apresentaram amplificacdao
satisfatoria (visualizacdo do produto), perfazendo uma taxa de transferibilidade de 100%, sugerindo
que as espécies possuam alto grau de parentesco e sendo, portanto, Uteis para acessar o genoma de A.
IMUTUIMUTY.
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Introducao
Astrocaryum murumury Mart. é uma espécie nativa de grande importancia sécio-econdmica na
Amazonia (FERREIRA, 2011), bem como uma das palmeiras mais abundantes da varzea estuarina
(FREITAS et al., 2011). E bastante utilizada para construcio de casas a partir das folhas e estipes e na
alimentacdo, através do consumo do palmito e Oleos comestiveis, além de ter os frutos usados
industrialmente para formulagdo de sabonetes (JARDIM; STEWART, 1994 citado por FREITAS et
al., 2011).
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Dada a importancia da espécie, a realizacdo de estudos moleculares se faz necessdria para
subsidiar a formagao e incremento de bancos de germoplasma e fornecer informacdes uteis para
programas de melhoramento e conservacao desta palmeira.

Dentre as diversas classes de marcadores moleculares tteis na realizacdo de estudos moleculares,
encontram-se os microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeat), que sdo pequenas sequéncias de
DNA repetidas in tandem. Os microssatélites sdo considerados ideais para estudos de genética de
populacdes e diversidade genética (NASS, 2007).

Apesar de sua utilidade, a caracterizacdo por estes marcadores requer seu desenvolvimento
prévio para a espécie em questdo, sendo este um processo demorado e oneroso. Entretanto, uma saida
para o uso destes marcadores em espécies onde ainda ndo ha relatos do seu desenvolvimento, € o uso
de primers heterélogos, j4 que a conservacdo dos sitios que flanqueiam os microssatélites entre
espécies relacionadas permite a transferéncia destes marcadores entre espécies ou mesmo géneros
diferentes (PINTO, 2007).

Desta forma, a transferibilidade entre os locos desenvolvidos para o tucuma-do-Amazonas (A.

aculeatum) ao murumuru (A. murumuru) foi o objetivo deste trabalho.

Material e Métodos

Foram coletados foliolos de plantas de murumuzeiro de diferentes regides para a extragao de
DNA). A concentracao do DNA foi estimada em gel de agarose a 1%, pela comparacdo do DNA total
com trés concentracdes do DNA Bacteriéfago integro lambda. As amostras quantificadas foram
diluidas para amostras de trabalho com 10 ng/ul de DNA e armazenadas a -20 °C.

Para a realizacdo das reagdes PCR foram escolhidas aleatoriamente, cinco amostras de
murumuzeiro. As reagdes foram feitas para dez locos de acordo com o protocolo desenvolvido para A.
aculeatum por Ramos et al. (2012), com adaptacdes em um volume final de aproximadamente 9 ul
(8,68 ul), contendo volumes de 3,48 ul de H20 mili-Q; 1,0 pl do buffer Tampao 10X; 1,0 pul de mix
dNTP (100 pl de cada ANTP mais 600 pl H20 mili-Q); 1,0 ul de MgCl2 (2,5 mM/pul); 0,5 pl de primer
reverse (2,5 mM/ul); 0,5 pl de primer forward (2,5 mM/ul); 0,2 pl de Taq DNA polimerase (5 U/ul); e
1,0 ul de DNA genomico (10 ng/ul).

As amplificacdes foram realizadas em duas etapas, conforme Ramos et al. (2012). Foram
testadas diferentes temperaturas de anelamento para cada loco, considerando a temperatura Otima

citada por Ramos et al. (2012) (Tabela 1).
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Tabela 1 Locos desenvolvidos para A. aculeatum testados nas amostras de A. murumuru, com suas respectivas temperaturas

de anelamento, recomendadas por Ramos et al. (2012) e testadas.

Loco Tarecomendada (°C) Ta testadas (°C)

Aac 01 60.0 58-59-60-61-62-63
Aac 02 60.0 58-59-60-61-62-63
Aac 03 60.0 58-59-60-61-62-63
Aac 04 60.0 58-59-60-61-62-63
Aac 05 62.0 60-61-62-63-64-65
Aac 06 64.0 62-63-64-65-66-67
Aac 10 60.0 58-59-60-61-62-63
Aac 11 60.0 58-59-60-61-62-63
Aac 12 60.0 58-59-60-61-62-63
Aac 13 60.0 58-59-60-61-62-63

Ta= temperatura de anelamento

A separacao dos produtos amplificados foi feita em eletroforese horizontal por gel de agarose a
1,5 %, corado com brometo de etidio. Ao volume total da reagdo foram acrescidos 5 ul de azul de
bromofenol, aplicando-se essa mistura no gel. O tampao do gel e de corrida foi o TBE (Trizma base
0,1 M; &cido bérico IM e EDTA 0,5M). Apés a eletroforese, os géis foram fotodocumentados, em
equipamento que utiliza luz ultravioleta, e armazenados digitalmente.

A avaliagdo da transferibilidade foi feita com base na amplificacdo dos locos e na nitidez das

bandas produzidas.

Resultados e Discussao
Os dez locos testados apresentaram amplificacdo, em pelo menos uma temperatura de

anelamento, sendo escolhidas as temperaturas 6timas que variaram de 59 a 65°C (Tabela 2).

Tabela 2 Locos desenvolvidos para A. aculeatum testados em amostras de A. murumuru, com suas respectivas temperaturas
6timas de anelamento.

Loco Tarecomendada (°C) Ta o6tima (°C)

Aac 01 60.0 59
Aac 02 60.0 58
Aac 03 60.0 60
Aac 04 60.0 60
Aac 05 62.0 63
Aac 06 64.0 65
Aac 10 60.0 60
Aac 11 60.0 62
Aac 12 60.0 62
Aac 13 60.0 62

Ta= temperatura de anelamento
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Gongalves et al. (2011) relatam que a transferibilidade dos marcadores depende do grau de
parentesco genético das espécies analisadas, assim os resultados sugerem alto grau de parentesco entre
A. aculeatum e A. murumuru.

A alta taxa de transferibilidade encontrada neste trabalho, corrobora com os resultados obtidos
por Ramos et al. (2012), que ao desenvolverem quatorze loci nucleares microssatélites para A.
aculeatum, observaram que doze seriam transferiveis para espécies do género Astrocaryum, dentre as

quais, A. murumuru, € para outras espécies da familia Arecaceae.

Conclusoes
Os dez locos microssatélites desenvolvidos para Astrocaryum aculeatum mostram-se vidveis

para acessar informacdes genéticas em genomas de A. murumuru.
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