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IntRocdhicao

O pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.) € uma planta nativa do Cerrado e da Amazonia,
apresenta algumas caracteristicas que estimulam o seu estudo como cultura comercial. Dentre as
plantas tipicas do cerrado, o pequizeiro, tem ampla utilizacao pela populacao local, sendo
considerada por muitos o rei do Cerrado, devido ao seu valor alimenticio, medicinal, melifero,
ornamental, oleaginoso e tanifero (Almeida et al., 1998).

Oliveira (1998) encontrou taxas de cruzamento que caracterizam a espécie como alégama.
Estudos realizados com marcadores izoenzimaticos e morfolégicos tém mostrado uma grande
variabilidade genética dentro de sub-populacoes (Oliveira, 1998; Trindade et al., 1998), o que é
caracteristico de populacoes aldgamas sem restricoes ao fluxo génico.

A crescente ocupacao do Cerrado pela expansao agricola tem levado a destruicao de espécies
arb6reas com potencial madeireiro e fruticola. Apesar da grande producao de frutos nao se observa a
regeneracao natural do pequizeiro devido ao extrativismo predatério e a dorméncia das sementes.
Assim, na recuperacao e areas degradadas de cerrado e nos trabalhos de melhoramento genético de
espécies nativas torna-se necessario conhecer as caracteristicas fenotipicas e a variabilidade
genética do material disponivel visando a selecao, propagacao e cultivo.

Gbjetivoe

Avaliar a variabilidade genética de matrizes de pequizeiro selecionadas para estudos nas areas
experimentais da Embrapa Cerrados e na UPIS Faculdades Integradas, utilizando marcadores
moleculares RAPD.
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O trabalho foi realizado no Laboratério de Genética e Biologia Molecular da Embrapa Cerrados.
Foram analisadas amostras foliares de sete matrizes de pequizeiro: duas plantas da Embrapa Cerrados
(Embrapa Reserva e Embrapa Restaurante) e cinco amostras da UPIS- Campus |l, Fazenda Lagoa
Bonita (UPIS 1 ab) (Tabela 1).

O DNA gendémico de cada matriz foi extraido utilizando o método do CTAB, com modificacoes
(FALEIRO et al., 2003). Amostras de DNA de cada matriz foram amplificadas pela técnica de RAPD.
As reacoes de amplificacao foram feitas em um volume total de 13 uL, contendo Tris-HCI 10 mM (pH
8,3), KCI 50 mM, MgCi2 3 mM, 100 uM de cada um dos desoxiribonucleotidios (dATP, dTTP, dGTP e
dCTP), 0,4 uM de um primer (Operon Technologies Inc., Alameda, CA, EUA), uma unidade da enzima
Taqg polimerase e, aproximadamente, 15 ng de DNA. Para obtencao dos marcadores RAPD foram
utilizados 13 primers decameros: OPD-04, OPD-08, OPD-16, OPE-18, OPE-20, OPF-01, OPF-13,
OPF-15, OPF-17, OPG-08, OPG-09, OPH-12 e OPH-17. As amplificacoes foram efetuadas em
termociclador programado para 40 ciclos, cada um constituido pela seguinte sequéncia: 15 segundos
a 94 °C, 30 segundos a 3b °C e 90 segundos a 72 °C. Apds os 40 ciclos, foi feita uma etapa de
extensao final de seis minutos a 72 °C, e finalmente, a temperatura foi reduzida para 4 °C. As
amplificacoes foram aplicadas em gel de agarose (1,2%), corado com brometo de etidio. A
separacao eletroforética foi de, aproximadamente, quatro horas, a 90 volts. Ao término da corrida, os
géis foram fotografados sob luz ultravioleta.

Os marcadores RAPD gerados foram convertidos em uma matriz de dados binarios, a partir da qual
foram estimadas distancias genéticas entre as matrizes, com base no complemento do coeficiente de
similaridade de Nei e Li, utilizando-se o Programa Genes (Cruz, 1997). A matriz de distancias
genéticas foi utilizada para realizar a analise de agrupamento por métodos hierarquicos utilizando
como critério o método do UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) com
auxilio do Programa Statistica (Statsoft Inc., 1999).

Figura 1. Fotos da matriz de pequizeiro Embrapa Restaurante, flores e frutos do pequizeiro, mudas obtidas via enxertia e viveiro de mudas da Embrapa Cerrados. Fotos de Ailton Vitor Pereira, Elainy B. Carvalho Pereira e Fabio Gelape Faleiro.

RESUBTABDAS

Os 13 primers utilizados nas amplificacbées geraram um
total de 178 marcadores RAPD, dos quais 133 (74,7 %) foram

Tabela 1. Primers utilizados para obtencao dos marcadores RAPD e respectivos
ndmero de bandas polimdrficas e monomérficas.

N° de bandas N° de bandas

imorfi ’ Primer Sequéncia b " >3~ . e . c
polimérficos (Tabela 1). O grande numero de marcadores q T . monomarficas
polimorficos evidenciou as diferencas genéticas entre as OPD-04 TCTGGTGAGG 17 3
g OPD-08 GTGTGCCCCA 8 4
- i ai i i i OPD-16 AGGGCGTAAG 12 3 . e
matrizes de pequizeiro avaliadas. A Figura 2 ilustra os e -SRI x = Figura 2. Produtos de amplificacio de
produtos de amplificacdo gerados pelo primer OPE-20 AACGGTGACC 12 3 DNA genomico de sete
. . _ o OPF-01 ACGGATCCTG 12 4 matrizes de pequizeiro,
As distancias genéticas entre as matrizes de pequizeiro 8?12 %?:%i%:%é 143 g gerados pelo primer OPG-08.
analisados variaram de 0,189 (distancia entre as matrizes OPF-17 AACCCGGGAA 5 5 Os ”Pme;"STCOb”leSFZ’O”dem as
A OPG-08 TCACGTCCAC 17 2 matrizes da labela 2.
Embrapa Restaurante e UPIS 1) a 0,400 (distancia entre as OPG-09 CTGACGTCAC 9 4
. A . OPH-12 ACGCGCATGT 10 3
matrizes UPIS 4 e UPIS 5) (Tabela 1). A distancia genética OPH-17 CACTCTCCTC 3 3
TOTAL 133 45

média entre as matrizes foi de 0,275. Todos os gendtipos da

UPIS eram fenotipicamente diferentes, observando-se uma
grande variabilidade no tamanho , forma frutos e coloracao

dos frutos.
As andlises de agrupamento por métodos hierarquicos

Tabela 2. Matriz de distdncias genéticas entre sete matrizes de pequizeiro,
calculadas com base no complemento do coeficiente de similaridade de
Nei e Li, utilizando-se 178 marcadores RAPD.

Embrapa Restaurante

UPIS 1

UPIS 2

Embrapa Reserva

: ~ ] Matrizes de Pequizeiro
(Figura 2) mostraram a formacao de dois grupos a uma

1

Embrapa Restaurante 1
disténcia relativa de 0,37. Um grupo formado pelas matrizes Embrapa Reserva 5
Embrapa Restaurante , UPIS 1 e UPIS 2 e o outro formado UPIS 1 3
: : UPIS 2 4

pelas matrizes Embrapa Reserva e UPIS 3. As matrizes UPIS 4 .
UPIS 3 5
e UPIS b foram as mais divergentes, nao se agrupando com as UPIS 4 5
demais matrizes. UPIS 5 7

0,000
0,220
0,189
0,195
0,263
0,244
0,315

UPIS 3
2 3 4 5 6 7
UPIS 4
0,000 UPIS 5
0,298 0,000 s o R . A
0,25 0,30 035 0,90 0,495 0,50
0,230 0,212 0,000 p "
Distancia Genetica Relativa
0,250 0,290 0,244 0,000 _ N _ o
Figura 2. Andlise de agrupamento de sete matrizes de pequizeiro
0,309 0,272 0,309 0,318 0,000 : A L.
com base na matriz de distancias genéticas calculadas
0,273 0,326 0,306 0,304 0,400 0,000

usando 178 marcadores RAPD.

=CEONGEISees

Os marcadores moleculares do DNA evidenciaram a variabilidade genética das matrizes de

pequizeiro analisadas, a qual responde em parte o comportamento diferenciado das matrizes nas
respostas aos protocolos de multiplicacao vegetativa por enxertia e in vitro. Tal variabilidade deve
ser considerada no estabelecimento dos protocolos de multiplicacao /n vitro e em estudos
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agrondmicos das diferentes matrizes.
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