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Resumo: Dentre as espécies oleaginosas existentes na Amazdnia o tucuma (Astrocaryum vulgare
Mart.) se destaca com grande potencialidade nas industrias alimenticia, medicinal e como matéria
prima ao mercado de biodiesel. Marcadores ISSR sdo utilizados em estudos de diversidade e
variabilidade genética por ndo necessitarem de informagdo prévia da seqiiéncia de DNA. Este trabalho
teve como objetivo selecionar primers ISSR para andlises genéticas em tucuma-do-pard. Foram
aplicados 100 primers ISSR do Set 9 da UBC em cinco amostras de DNA de tucuma representantes de
gendtipos conservados no BAG da Embrapa Amazonia Oriental em Belém-PA. As PCR’s foram feitas
em temperatura de anelamento padrdo (Ta=47°C). A andlise foi feita visualmente considerando a
amplificacdo ou nio amplificacdo de produtos. Dos 100 primers 54 ndo amplificaram bandas. Dos 46
que revelaram produtos, 17 produziram bandas claras e inespecificas, enquanto 29 primers revelaram
bandas especificas. Com o presente estudo foi possivel selecionar preliminarmente 26 primers capazes
de amplificar regides de A. vulgare, e sugere-se inicialmente, os primers ISSR UBC 890 e UBC 891
que melhor amplificaram, para estudos de divergéncia genética do tucuma-do-para.
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Introducao

Dentre as espécies oleaginosas existentes na Amazonia o tucuma (Astrocaryum vulgare Mart.) se destaca,
¢ uma palmeira que possui espinhos pretos e flexiveis em quase toda a extensdo da planta, sendo nativa da
América do Sul (OLIVEIRA et al, 2012). Essa palmeira vem sendo indicada como uma alternativa no
fornecimento de matéria prima ao mercado de biodiesel na regido Norte (BIODIESEL..., 2008).

Sua importancia econdmica baseia-se principalmente na exploracdo da polpa dos frutos, que pode ser
consumida ao natural ou na forma de sorvete, suco, licor e doce. Da polpa dos frutos e das sementes podem ser
extraidos diferentes tipos de Oleos comestiveis, além de poderem ser utilizadas na suplementacdo alimentar
humana e na fabricag@o de ragdo animal (MENDONCA, 1996).

A utilizacdo de marcadores ISSR (Entre Sequéncias Simples Repetidas) (ZIETKIEWICZ et al., 1994) sdo

amplamente utilizados em estudos de diversidade e variabilidade genética por ndo necessitar de informacdo
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prévia da sequéncia de DNA, ter baixos custos de desenvolvimento e os procedimentos laboratoriais podem ser
transferidos para qualquer espécie de planta (BARTH et al., 2002).0 marcador molecular ISSR tem se mostrado
uma poderosa ferramenta para andlise da diversidade genética, bem como para a caracterizacdo de acessos e
cultivares de diversas espécies (CHARTERS; WILKINSON, 2000). Goulao e Oliveira (2001) mencionam que
marcadores ISSR sdo tteis em identificagdo de cultivares com a vantagem de terem alta reprodutibilidade em
relacdo a outros métodos utilizados baseados em PCR, como RAPD e AFLP.

Este trabalho teve como objetivo selecionar primers ISSR para andlises genéticas em tucuma-do-para.

Material e Métodos

O estudo foi realizado no laboratério de genética da Embrapa Amazdnia Oriental. Foram quantificadas e
usadas cinco amostras de DNA gendmico total representantes de materiais genéticos de Tucuma: 6, 8, 12 (Tuc
3-1), 17 (Tuc 4-1) e 20 (Tuc 4-4) conservados no Banco de Germoplasma da Embrapa Amazo6nia Oriental, e
100 primers ISSR da UBC do SET n° 9 (801 a 900).

As amplificagdes foram realizadas em termociclador AB (Applied Biosystems) com mix de volume final
de 20 pL por amostra e contendo: 8,18 pul. de dgua miliq (ultra pura), 2,2 uL. de Tampéao (10x PCR-MgCl,), 2
uL de MgCl, (50 mM), 1,38 uL de dNTPs, 1,38 uLL de BSA, 2,66 uL de primer, 0,2 pL de TAQ polimerase e 2
pL de DNA (10 ng). O programa de amplificagdo utilizado teve fase inicial de desnaturagdo a 94°C por 1,5 min,
seguida de 40 ciclos nas seguintes condi¢des: 40s para desnaturacdo a 94°C; temperatura de anelamento
padronizada em 47°C; 2 min para extensdo a 72°C. A extensio final foi realizada a 72°C por 5 min.

Os produtos de amplificacio foram separados por eletroforese horizontal em gel de agarose 1,5%
contendo SYBR® Safe DNA Gel (Invitrogen) com tampao TBE 1X e Ladder de 1kb (Invitrogen), conduzida
em 90 V por 1,5 h. Os resultados das eletroforeses foram visualizados em transluminador sob luz ultravioleta e

fotodocumentados. A andlise preliminar dos produtos gerados em cada primer foi feita visualmente

considerando a amplificacdo ou ndo amplificacdo, além da nitidez das bandas.

Resultados e Discussao
Dos 100 primers utilizados 54 ndo amplificaram bandas. Dos 46 que revelaram produtos, 17 produziram
bandas claras e inespecificas, enquanto 29 primers revelaram bandas especificas, mas que precisam de ajustes
para temperatura de anelamento.
Vale ressaltar que 26 primers ISSR amplificaram regides especificas nos cinco genomas de A. vulgare
(Tabela 1). Os primers UBC 890 e 891 foram os que apresentaram amplificacdes com padrdo de bandas, quanto

a nitidez e polimorfismo (Figura 1) e os demais com presenga de bandas fracas.
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Tabelal. Identifica¢do de 26 primers ISSR que amplificaram produtos em cinco amostras de A. vulgare.

Primer Sequéncia Primer Sequéncia Primer Sequéncia
UBC 815 (CT)sG UBC 853 (TC)sRT UBC 881 (AT)YA
UBC 817 (CA)$" UBC 855 (AC)YT UBC 884 HBH(AG),
UBC 818 (CA)G UBC 856 (AC)YA UBC 885 BHB(GA),
UBC 835 (AG)YC UBC 858 (TG)sRT UBC 886 VDV(CT),
UBC 840 (GA)XYT UBC 859 (TG)sRC UBC 887 DVD(TC),
UBC 841 (GA)YC UBC 864 (ATG)g UBC 889 DBD(AC),
UBC 846 (CA){RT UBC 868 (GAA) UBC 890 VHV(GT),
UBC 847 (CA)sRC UBC 872 (GATA), UBC 891 HVH(TG),
UBC 852 (TC)sRA UBC 879 (CTTCA);

Primer 890 Primer 891
1 2 = s 1 2 R 4

Figura 1. Produtos de um padrdo de gel utilizando marcadores ISSR com os primers 890 e 891 na temperatura de
anelamento igual a 47°C, em cinco individuos de A. vulgare: 6 (Tuc 2-2), 8 (Tuc 2-4), 12 (Tuc 3-1), 17 (Tuc 4-1) e 20 (Tuc
4-4).

Souza et al. (2009) utilizaram cinco primers ISSR entre eles UBC 840 e UBC 868 em genoma de
babagu e constataram que esses dois primers melhor amplificaram com temperatura de anelamento (Ta) igual a
55°C e 49°C, respectivamente, demonstrando que a Ta deve ser avaliada individualmente para cada primer.
Bornet e Branchard (2001) ressaltam que a Ta é especifica e sempre superior a Tm (Temperatura de Melting)
para um primer, pois 0 mesmo requer altas temperaturas para facilitar o anelamento. Hristova et al. (2011)
obtiveram resultados semelhantes a este, os primers que vao de UBC 801 a UBC 805 ndo tiveram amplificacdo
devido a temperatura de fusdo desses primers serem baixas.

Para melhores resultados, se faz necessario realizar adequagdes no programa de amplificacdo especifico
para cada primer e modificacdes nas reacdes de eletroforese para marcadores ISSR. Alguns fatores como o
método de extragdo de DNA, quantidade de primers por amostra, concentragdo de MgCl, e concentragdo de

dNTP devem ser estudados para obtencgéo de resultados satisfatorios.

Conclusoes
Dos primers ISSR testados 26 sdo capazes de amplificar produtos em genoma de A. vulgare. Mas, a

temperatura de anelamento (Ta) deve ser ajustada para cada um dos primers ISSR de forma a otimizar a
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qualidade e quantidade de bandas nesses marcadores. Sugere-se inicialmente, os primers ISSR UBC 890 e UBC

891, que melhor amplificaram, para estudos de diversidade genética do tucuma-do-par4.
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