REALIZACAO:

&
FEPEG D e
B €

FAPEMIG FADENOR

= (0] R U M
ENSINO - PESQUISA* EXTENSAO * GESTAO

CIENCIA E TECNOLOGIA:
IMPLICAGOES NO ENSINO, PESQUISA E EXTENSAO

ISSN: 1806-549X

A ESPECIE SYAGRUS OLERACEA: DIVERSIDADE GENETICA E
MORFOLOGICA, ANALISE DE BIOMETRIA DE SEMENTES E POTENCIAL
PARA DESENVOLVIMENTO DE PRODUTOS COSMETICOS

Autores. GABRIELLA PEREIRA ROCHA, DARIO ALVES DE OLIVEIRA, AFRANIO FARIAS DE MELO
JUNIOR, MURILO MALVEIRA BRANDAO, VANESSA DE ANDRADE ROYO, ELYTANIA VEIGA
MENEZES

Introducéo

As plantas popularmente conhecidas como palmeiras apresentam grande variedade morfoldgica e compreendem a
familia Arecaceae, que abrange atualmente 200 géneros e aproximadamente 2800 espécies. A familia tem distribuicao
pantropical, e no Brasil sdo representados 35 géneros e 380 espécies, distribuidas em todos os ecossistemas terrestres

(1.

Syagrus oleracea € uma espécie nativa muito importante no contexto de desenvolvimento regional, apresentando
grande potencial para cultivo extensivo em todo Brasil pelos varios produtos que pode fornecer, além do palmito
amargo que é o mais conhecido, pode gerar 6leo com potencial para utilizacdo na indistria de cosméticos e até
biodiesel. Trata-se de uma espécie incipientemente domesticada [2] e, por isso, informagdes sobre a caracterizacdo
morfoldgica de acessos que possam ser utilizados em programas de melhoramento, sdo escassas. Além disso, a agéo
antrépica na regido de semiarido onde se encontra pode ocasionar destruicdo de seu habitat e consequentemente, a
perda da biodiversidade, o que gera a perda da variacdo genética. Por isso torna-se importante o desenvolvimento de
atividades cientificas referentes a caracterizacdo genética da espécie, para utilizaco dos resultados na definicdo de
estratégias de conservagéo.

A genética molecular tem se tornado uma importante ferramenta para o estudo da biologia de populacoes,
especialmente para aquelas cujas informagdes sdo dificeis de ser obtidas por meio de observacOes diretas [3]. Nesse
contexto, os marcadores microssatélites, ou SSR (Simple Sequence Repeat) sdo muito utilizados como ferramentas
moleculares em estudos de variabilidade genética de animais e plantas, pois permite conhecer a distribuicéo da
variabilidade entre e dentro de populagdes naturais, 0 que é de grande importancia para se adotar estratégias eficientes
paraaconservacéo [4].

Entre muitas espécies, esses marcadores se encontram bem relacionados, tornando possivel a transferéncia de uma
espécie para outra, possibilitando visualizar o grau de semelhanca entre estas [5]. A transferibilidade de marcadores
SSR entre espécies tem sido empregada e comprovada em altas taxas, sendo esta metodologia utilizada como estratégia
mais econdmica, umavez que desenvolver marcadores SSR é trabalhoso e tem elevado custo.

Diante disso, este trabalho tem o objetivo de testar e verificar a transferibilidade de primers SSR desenhados para as
espécies Acrocomia aculeata e Cocos nucifera na espécie Syagrus oleracea. Possibilitando assm, o estudo da
diversidade genética da espécie Syagrus oleracea em popul agdes nativas do Norte de Minas Gerais.

Material e métodos
1. Area de Estudo e Amostragem

As coletas foram realizadas nos municipios de Rio Pardo de Minas, Novo Horizonte, S80 Jodo da Ponte e Varzelandia,
localizados no norte do estado de Minas Gerais. Cada um desses municipios recebeu o nome de populacéo e foram
indicados com ndimeros de um a quatro, respectivamente.
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Em cada populacdo foram selecionados dez individuos de Syagrus oleracea, dos quais foram coletadas folhas de
brotacBes mais novas. As amostras foram acondicionadas em caixas de isopor com gelo até a chegada no laboratdrio.
Em seguida estas foram lavadas em éagua corrente, congeladas em nitrogénio liquido por alguns segundos e
armazenadas em freezer a - 80°C até 0 momento das andlises bioquimicas.

2. Extracdo e Amplificacdo do DNA

Para a extragdo do DNA das folhas de cada individuo amostrado foi utilizada a metodologia CTAB
(“ cetyltrimethylammoniumbromide”) proposta por Doyle e Doyle [6], com algumas modificagdes. A quantificacdo do
DNA foi realizada em gel de agarose a 1%, comparando visualmente a intensidade das bandas do DNA dos gendtipos
extraidos com bandas de peso molecular conhecido de 100pb. Apds a quantificagdo, as amostras foram diluidas em
agua ultrapura para serem utilizadas em Reacdo em Cadela da Polimerase (PCR).

Cada amostra de DNA gendmico total foi amplificada com seis pares de primers SSR desenvolvidos para Acrocomia
aculeata e Cocos nucifera, os quais foram otimizados para entéo serem testados nesses gendtipos. Para cada reacéo de
PCR foi utilzado um mix contendo: 14,5 uL de &gua ultrapura; 1,5 ?L de tamp&o 10X; 1,5 2L de MgCI2 50 mM; 1,5 2L
de dNTPs 25 mM cada; 1,5 7L de cada primer a 1uM; 1 7L de Tag DNA polimerase e mais 2 2 de DNA gendmico. O
volume final para cada reagdo foi de 252L. A amplificac8o foi realizada em termociclador, sendo que a temperatura de
anelamento de cada primer variou de 47°C a 52°C. Para a visualizac&o dos resultados das reacdes de PCR foi utilizado
gel de garose a 1% de concentragdo, por Fotodocumentador Gel Logic e os resultados avaliados.

Resultados e Discussao

A transferibilidade de marcadores microssatélites entre espécies estreitamente relacionadas, reduz o custo de
desenvolvimento do primer, e abre novas perspectivas para o estudo de genética de popul agoes.

Do total de 6 primers SSRs testados, apenas para o primer Aacu 32 ndo se obteve sucesso na transferéncia, uma vez
gue ndo foi possivel realizar a amplificagdo durante os testes de padronizacdo. Os resultados seguintes demonstraram
que, 3/5, ou sgja, 60% dos primes testados e padronizados apresentaram polimorfismo (Tabela 1). A porcentagem de
polimorfismo por loci tem sido usada como medida de diversidade genética em estudos com popul agbes naturais com a
utilizacgo de marcadores moleculares co-dominante. [7].

A temperatura de anelamento dos primers foram baseadas no protocolo de seu fabricante. Levou-se em consideracéo a
temperatura de melting (Tm) e foram alteradas visando a amplificagdo com maior especificidade dos fragmentos
desgjados. Sendo que, a Temperatura de anelamento testada teve uma variacdo média de 2,4 °C quando comparada a
Temperatura de anelamento descrita (conforme a Tabela 1). Todos os primers testados, com excesséo do Aacu32,
foram descritos anteriormente por Simplicio et al. 2017 [8], e algumas diferencas foram observadas. O primer CNZ50
teve amaior modificagdo de temperatura, quando comparada a descrita, porém a amplificacdo foi eficiente, igualando o
tamanho de seus fragmentos aos da literatura. A diferenca de temperatura pode estar relacionada a alguns fatores,
como mutagdes na regido de anelamento do primer, ou mesmo devido ao equipamento utilizado para fazer a PCR.

Quanto ao tamanho dos fragmentos obtidos e a variagcdo alélica, todos coincidiram com os descritos na literatura,
ambos os trabalhos exibiram um ndmero médio de alelos por locus de 9,8. CNZ57 e CNZ50 apresentaram 0Ss meores
fragmentos, chegando a 120 pares de bases; os maiores fragmentos foram obtidos pelo primer mBgCIRO66, com limite
de 257 pares de bases.

O polimorfismo € detectado pela amplificacdo dos fragmentos de DNA de diferentes tamanhos, pela reacdo de PCR.
Somente foram consideradas as bandas monomoérficas e polimérficas que se apresentaram de forma consistente e
reproduzivel nos géis de agarose. Os primers CNZ50 e CNZ51 foram os Unicos que ndo apresentaram polimorfismo,
sendo que, o baixo polimorfismo pode ser explicado pelamaior similaridade genética entre os parentais.

As informacdes geradas pelos seis primers utilizados nas amplificagdesde fragmentos DNA foram consideradas
satisfatérias para avaliar a diversidade genética entre os individuos amostrados.

Conclusdes

A transferibilidade dos marcadores microssatélites para S. oleracea foi realizado com sucesso. De Aacordo com as
informacfes obtidas neste estudo, os marcadores transferidos poderéo ser usados como ferramentas robustas para
andlises genéticas de populactes de S. oleracea. Devido a alta diversidade de espécies e aos custos de desenvolvimento
de marcadores microssatélites wr?ecificos, a transferibilidade de primers heterdlogos € uma alternativa adequada
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Tabela 1. Primers testados no trabalho, suas sequéncias, Tempertura de Anelamento (Ta) em °C e Tamanho dos fragmentos
(pb: Paresdebase).

Ta Testada / Ta  Tamanho dos fragmentos  Polimorfismo

Primer Sequéncia Forward Sequéncia Reverse Descrita (pb)

mBgCIRO66 GCA TGT TGC ATT GAC TA GAA TCCTGG TTCAGA TACT 50°C/48°C 253-257 Polimorfico

CNZz44 CAT CAG TTC CAC TCT CAT TTC CAA CAA AAG ACA TAG GTG GTC 50°C/51°C 131-168 Polimarfico

CNZ50 TCG ACT AAG TGT TGT CCA TTC ATC CAT CCA GGA TCC CAA TAT 47°C/52°C 114-120 Monomorfico

CNZ51 CTT TAG GGA AAA AGG ACT GAG ATC CAT GAG CTG AGC TTG AAC 51°C/53°C 138-150 Monomoérfico

CNZ57 AGT GAC AGC TCA AAG CAG TAT GTG GAG TACACA ACC TAT GGA 52°C/54°C 099-105 Polimarfico
TCT TGC TTA CGC GTG GAC TA

Aacu32 AGA AGC CGA TTT CCT AAT TG -/53°C
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