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INTRODUGAO

O pequizeiro (Caryocar brasiliense Cambess.),
familia Caryocaraceae € uma espécie arbdrea nativa
do Cerrado, amplamente distribuida, porém amea-
c¢ada. Localmente, sua distribuicdo ocorre em areas
bem delimitadas. Com a rapida expanséao da agricul-
tura, o Cerrado foi fragmentado, comprometendo a
viabilidade, a longo prazo, das espécies (Collevatti;
Grattapaglia; Hay, 2003).

A fragmentagéo florestal reduz o niumero de
individuos de uma populagdo, causando a perda de
variagdo genética. Quando a populagao passa a ter
um tamanho menor que o minimo adequado sua con-
tinuidade e evolugdo ficam comprometidas. A curto
prazo a deriva genética pode acontecer, alterando
aleatoriamente as frequéncias génicas e, em alguns
casos, levando a perda de alelos importantes. A longo
prazo, pode ocorrer aumento de endogamia em razao
da maior probabilidade de cruzamentos entre indivi-
duos aparentados ou de autofecundagao (Kageyama;
Gandara; Souza, 1998).

Estudos da estrutura genética de populagdes
naturais s&o cruciais para entender a distribui¢cdo da
variabilidade genética e garantir a perpetuacéo das
espécies (Botrel; Carvalho, 2004).

Esta Circular Técnica tem por objetivo otimizar
as amplificacbes com primers Inter Repeticbes de

Apoio FAPEMIG.

Sequéncia Simples — Inter Simple Sequence Repeat
(ISSR) por meio de testes de gradiente, para identi-
ficar as temperaturas de anelamento de acessos de
pequizeiro para estudos de diversidade genética.

CONDUGAO DO EXPERIMENTO

O experimento foi conduzido no Laboratério de
Biotecnologia Vegetal (Labbiotec), da EPAMIG Norte
- Campo Experimental do Gorotuba (CEGR), Nova
Porteirinha, MG, e no Laboratério de Biotecnologia do
Centro de Pesquisa em Ciéncias Agrarias (CPCA), da
Universidade Federal de Minas Gerais, Campus Mon-
tes Claros, MG. Foram coletadas folhas de pequizeiro
nos municipios mineiros de Nova Esperancga (acessos
1 ao 5), Mirabela (acessos 6 ao 11), Coracao de Je-
sus (acessos 12 ao 16), Sdo Jodo da Lagoa (acessos
17 ao 21) e Montes Claros (acessos 22 ao 25), totali-
zando 25 acessos. As amostras de tecido foliar coleta-
das foram armazenadas em um ultrafreezer a -20 °C
para conservagdo do material. O DNA das amostras
foi extraido seguindo o protocolo de Doyle e Doyle
(1990), com adaptagbes, e, em seguida, foi realizada
a quantificagdo em espectofotdmetro (Tecan, mode-
lo Infinite M Plex). As amplificagbes, via Polymerase
Chain Reaction (PCR), foram realizadas utilizando-se
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uma colegdo oligonucleotidica ISSR, desenvolvida
pela University of British Columbia (UBC primer set #9,
Vancouver, Canada) e, para realizagéo dos testes de
gradientes, foram utilizados termocicladores (Eppen-
dedorf, modelo Nexus Gradient), configurados no
espectro de 45 °C a 65 °C, utilizando o DNA de dois
individuos aleatorios da populagao.

As amostras foram amplificadas via PCR, e
cada reacgéo continha o total de 25 pL (12,4 pL de
H.,0 ultrapura; 3,5 L de cloreto de magnésio (MgCl,)
2,8 mM; 2,4 pL de hidroximetil-aminometano — Tris
hydrochloride/cloreto de potassio (Tris/KCl) pH 8,3
10 mM/50 mM; 1,0 pL de nucleosideo trifosfato — di-
nucleotide triphosphates (dNTPs); 2,5 uL de primer
0,4 uM; 0,1 yL de Tag DNA polimerase 1,0 un/uL e
3,0 uL de DNA 10 ng/uL). O aparelho foi configurado
com a seguinte programacao: a fase inicial de des-
naturagéo a 94 °C por 5 minutos; 35 ciclos de desna-
turagéo a 94 °C por 1 minuto), anelamento de 45 °C
a 65 °C por 1 minuto e extensao de 72 °C por 2 minu-
tos; extenséo final de 72 °C por 7 minutos.

Os produtos da amplificagdo foram separados
por eletroforese horizontal em gel de agarose a 1,4%
em tampao SB 1x e cada reacgdo corada com 3 pL
de corante tipo IV e 5 uL de GelRed®. Os fragmentos
foram visualizados sob luz ultravioleta e fotografados
por fotodocumentador (Loccus Biotecnologia, modelo
L-PIX).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apo6s a extragdo do DNA, realizou-se a quan-
tificagdo por espectofotometria, para verificagdo das
concentragdes das amostras e, em seguida, foram di-
luidas para uma concentragdo final de 10 ng/pL para
o preparo do mix da PCR.

Ensaios de gradiente de temperatura de ane-
lamento foram realizados, para averiguar a eficacia
das amplificagbes com diferentes oligonucleotideos
ISSR, como exemplificado na Figura 1. O gradiente
de temperatura foi intervalado entre 45 °C a 65 °C
(Fig. 1), de acordo com a funcionalidade do termoci-
clador. A temperatura de anelamento ideal para cada
primer foi determinada com base na intensidade, ni-
tidez e capacidade de discriminagao de bandas po-
limérficas observadas em gel de agarose, garantindo
a otimizacado das reagdes e a maxima detecgao de
polimorfismos.

Como demonstrado na Tabela 1, 13 primers
apresentaram polimorfismos sob a temperatura de
anelamento especifica.

Tabela 1 - Primers utilizados e resultado da temperatura de

anelamento
Primer Cédig? d_o pr,ime’r d-(la-e::rﬁlear;t:::o
(Sequéncia 5'—3’) R
(°C)
813 |CTCTCTCTCTCTCTCTT 54
816 | CAC ACA CAC ACACACAT 54
822 |TCTCTCTCT CTC TCT CA 51
827 |ACACACACACACACACG 54
835 |AGA GAGAGAGAGAGAGYC 46
842 | GAG AGA GAG AGA GAGAYG 51
851 |GTGTGT GTGTGT GTGTYG 54
857 |ACA CACACACACACACYG 59
859 |TGT GTG TGT GTG TGT GRC 63
862 |AGC AGC AGC AGC AGCAGC 56
864 |ATGATGATGATGATGATG 51
867 |GGC GGC GGC GGC GGC GGC 64
873 |GAC AGACAGACAGACA 46

Fonte: Elaboragéo da autora Maria Fernanda Leal Lacerda.

Figura 1 - Corrida eletroforética do teste de gradiente de temperatura de anelamento com o primer 842

ISSR 842

~45°C  455°C 46,7°C 48,6°C 51,2°C

53,8°C 56,2°C 58,8°C 61,4°C 63,3°C 64,5°C 65,0°C

Fonte: Elaboragéo da autora Maria Fernanda Leal Lacerda.

Nota: ISSR - Inter Simple Sequence Repeat — Inter Repeticées de Sequéncias Simples.
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CONSIDERAGOES FINAIS

A realizagéo prévia de testes de gradiente de
temperaturas de anelamento e a selegéo de primers
ISSR otimizam recursos e esforgcos nas tarefas de
amplificagdo populacional, garantindo que a anali-
se da divergéncia genética seja realizada de forma
eficiente. A partir das temperaturas especificas, sera
possivel prosseguir com os estudos das analises de
diversidade genética do pequizeiro.
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