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1. INTRODUGAO

Este relatério apresenta as atividades relacionadas a execugdo do projeto de
pesquisa intitulado Analise Genética das Populagbes de Myrciaria dubia (camu-camu) e

Ceiba pentandra (samatuma) Ocorrentes na Area de Influéncia da UHE Santo Anténio.

2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Andlise Genética das Populagbes de Myrciaria dubia (camu-camu) e Ceiba
pentandra (samauma).

2.2 Objetivos especificos

o Estabelecer um protocolo de extragdo de DNA das plantas de Myrciaria
dubia e Ceiba pentandra;

e Purificar os gDNAs obtidos com o protocolo estabelecido.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Caracterizacido das amostras

As amostras biolégicas selecionadas para realizacdo das analises foram folhas
frescas e/ou secas de acessos de camu-camu coletadas ao longo do rio Madeira préximo a
antiga cachoeira de Teotdnio (Figura 1).
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Figura 1. A) Coleta de camu-camu préximo a antiga cachoeira de Teoténio, Porto Velho — RO:
B) llhas de pedra onde o camu-camu se desenvolve (Fonte: Santo Antoénio Energia, 2011)

As amostras (parte aérea contendo galhos e folhas) foram coletadas e

georreferenciadas pela equipe da SAE (Figura 2 e Tabela 1) e entregues dia 10 de
4
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novembro de 2011 no Banco de Germoplasma/UNIR, perfazendo um total de trinta (30)

plantas, ou seja; trinta amostras.

Figura 2. Imagens de satélite do rio Madeira destacando as areas onde foram coletadas as
amostras. Os pontos vermelhos indicam os acessos e respectivos nimeros amostrais das plantas
de camu-camu (Fonte: Santo Anténio Energia, 2011).
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Tabela 1. Coordenadas dos acessos e respectivos
numeros de amostras das plantas de M. dubia coletadas
na area de influencia da UHE Santo Anténio no rio

Madeira (Fonte: Santo Antonio Energia, 2011).

Amostra | Coordenada (E) Coordenada (N)
Cm 01 383451,0889 9020279,0511
Cm 02 383454,4102 9020274,8342
Cm 03 383452,7742 9020273,1520
Cm 04 383449,5740 9020276,9336
Cm 05 383454,8445 9020245,3436
Cm 06 383451,2739 9020259,4120
Cm 07 383489,7665 9020243,7841
Cm 08 383483,8877 9020236,5381
Cm 09 383477,2351 9020232,3206
Cm 10 383476,1534 9020230,1950
Cm 11 383477,2732 9020222,1811
Cm 12 383472,7099 9020219,0910
Cm 13 379858,7734 9017067,7276
Cm 14 379860,8265 9017056,0183
Cm 15 379854,7135 9017053,5441
Cm 16 379842,2016 9017067,4285
Cm 17 379842,6896 9017070,7017
Cm 18 380074,5463 9017363,8036
Cm 19 380069,7409 9017361,7411
Cm 20 380041,7292 9017346,0970
Cm 21 380032,7695 9017346,2190
Cm 22 380030,7449 9017345,1286
Cm 23 380026,3114 9017335,7174
Cm 24 380019,0074 9017343,2960
Cm 25 379979,2467 9017367,2676
Cm 26 379970,3859 9017365,1376
Cm 27 379950,5337 9017420,7917
Cm 28 379933,8180 9017453,6454
Cm 29 379932,5786 9017458,2204
Cm 30 379943,6520 9017466,4926
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3.2 Tratamento e armazenamento das amostras
As amostras na forma de estacas foram tratadas com auxina sintética — ANA (acido-
naftalenoacético), plantadas seguindo as condigdes ja descritas em estudos de estaquia
com camu-camu (Figura 03) e mantidas em casa de vegetacéo até a extracido do DNA de

todas as amostras.
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Figura 3. Estacas de plantas de Myrciaria dubia coletadas na area de influéncia da

UHE de Santo Antonio no rio Madeira, Porto Velho/RO sendo mantidas em casa de
vegetagép na UNIR, para posterior extragdo do DNA.

Os galhos dos acessos coletados foram trazidos ao laboratério (Figura 4) para
limpeza e retirada das folhas, que foram identificadas e armazenadas com silica gel em
sacos de papel (ver Figuras 4B e 4C) em camara fria Eletrolab a 15° C, no Laboratério de
Germoplasma (ver Figura 4D) para garantir, também, disponibilidade de material biolégico
para futura extracdo de DNA, caso houvesse necessidade em raz@o da perda de alguma

estaca.

Essas medidas foram adotadas com o objetivo de garantir material biolégico de

qualidade para futuros estudos com essa fracéo amostral.
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Figura 4. (A) assepSIa dos galhos coletados das plantas de camu-camu, (B e C)
armazenamento de folhas em silica gel e (D) armazenamento na camera fria amostras da parte
aérea in natura no laboratério de Germoplasma, tanto as partes guardadas nos sacos de papel
com silica gel quanto os galhos coletados das 30 plantas do estudo.

3.3 Otimizagdo do protocolo de extracao de DNA das amostras do
camu-camu.

Estudos com amostras de camu-camu discutem as dificuldades de extracdo dos
acidos nucléicos dessa espécie, tanto DNA quanto RNA, devido ao elevado teor de acido

ascorbico que essas plantas apresentam.

Para estabelecer o protocolo de extragdo de DNA de camu-camu para esse projeto,
foram testados trés métodos de extracido de DNA de plantas, a saber: a) método CTAB
proposto Doyle & Doyle (1987) modificado por Ferreira & Grattapaglia (1996); b) método
Dellaporta (1983) modificado e; c) método comercial Kit Plant DNAzol.

a) O método proposto por Ferreira & Grattapaglia tem como base um forte

detergente o Brometo de Cetiltrimetilaménio (CTAB) a 2%.



_— - [ 2R |
- N
SantoAntdnio " SR
INSTITUTO DE ESTUDOS £ § ISAS
V AGROAMBIENTAIS E ORGANIZACOES SUSTENTAVEIS

b) O método Dellaporta se baseia na precipitagdo simultanea de proteinas e
polissacarideos por alta concentracdo de acetato de potassio na presenca de
Dodecil Sulfato de Sdédio (SDS). Este método & considerado um dos mais
laboriosos devido a necessidade de varias etapas de purificagao.

¢) Quanto ao Kit comercial Plant DNAzol, os reagentes ndo séo descritos. Porém é
o protocolo mais utilizado na extragdo de DNA de plantas.

Os testes de extracdo de DNA foram realizados com 60 a 100 mg de amostras de

folhas frescas de quatro (04) acessos de camu-camu coletados das estacas (Figura 5).

% ® 4 g

Figura 5. Folhas de M. dubia selecionadas para os
testes dos protocolos de extracdo de DNA com o0s
seus respectivos numeros de acesso.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudos de identificacéo e de caracterizacdo da diversidade genética das plantas,
por meio de técnicas moleculares, envolvem métodos rapidos e precisos de extracdo de
DNA. O co-isolamento de polissacarideos, fendis e compostos secundarios é o principal
problema encontrado no isolamento e purificagdo de DNA vegetal, podendo danificar o
mesmo e inibir a agdo da enzima Tag polimerase na amplificagéo do fragmento alvo. O
sucesso na analise genética de populagdes de plantas, atraves de fragmentos de DNA, & o
isolamento e a purificagdo de quantidades suficientes de DNA de boa qualidade (KIDWELL
& OSBORN, 1992) isto &, o DNA obtido deve estar integro, livre de impurezas (MILACH,
1998) e ser passivel de amplificagéo.
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Considerando o exposto, foram testados trés protocolos: a) método CTAB proposto
Doyle & Doyle (1987) modificado por Ferreira & Grattapaglia (1996); b) método Dellaporta
(1983) modificado e; ¢) método comercial Kit Plant DNAzol. Os resultados das analises da
extracdo dos gDNAs, verificados pelos trés testes, esto representados na Figuras 6 e 7.
Conforme pode ser observado, o protocolo mais adequado, ou segja; aguele em que se
obteve maior éxito na extracdo do DNA foi o CTAB. O protocolo utilizando-se o DNAzol ndao
foi eficaz para amostras de folhas frescas de camu-camu, como pode ser observado na
Figura 7; pogos b1,b2,b3 e b4. O método proposto por Dellaporta (1983) foi eficaz apenas

em duas amostras, pocos ¢3 e ¢4 conforme Figura 7.

A partir dos resultados obtidos com os testes realizados utilizando-se os protocolos
descritos acima foi selecionado para otimizagao o protocolo do CTAB a 2% proposto por
Doyle & Doyle (1987) modificado por Ferreira & Grattapaglia (1996), com adequacdo as
condicdes deste laboratério. Na Figura 8 pode-se observar a boa qualidade e integridade
dos gDNAs submetidos a quantificagido em gel de agarose a 0,8% corado com brometo de
etidio a 10pg/mL. ' ,

| Foram extraidos gDNA das 30 amostras e desteé, purificados mais de 90% e
fotografadas com o sistema Docprint VX2 (Figura 8). A quantificacdo foi analisada a partir
de um padrao de,VSOOng. Em relagédo ao padrdo utilizado as amostras va'riaram entre 30 a
200ng. As bandas das amostras de camu-camu observadas no gel, ndo apresentaram
arrasto vertical caracteristico de um DNA pouco integro, nem mesmo em forma de cone,
caracteristicos de alta concentracdo de polissacarideos. Segundo Ferreira e Grattapaglia
(1998) a integridade do DNA é fundamental na amplificacdo dos fragmentos por PCR.

_— -L i Q
Figura 6. Preparacéo das amostras de DNA extraida de M. dubia para quantificac&o
através do perfil eletroforético em gel de agarose a 0,8% (imagem da esquerda).
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Figura 7. Extracdo de gDNA de acessos de Myrciaria dubia. Amostras: a), utilizando protocolo
de Doyle & Doyle (1987) modificado por Ferreira e Grattapaglia (1998), b) protocolo DNAzol e ¢)
Dellaporta (1983).

Figura 8. DNAs gendmicos extraidos de M. dubia, trinta (30) amostras dos acessos coletados na
area de influéncia da UHE de Santo Anténio Energia, utilizando-se o protocolo CTAB (Ferreira &
Grattapaglia (1996). '

5. CONCLUSAO

A meta de otimizacdo do protocolo de extragdo de DNA de boa qualidade para as
plantas de M. dubia foi executada com éxito, conforme cronograma. A partir desta primeira
etapa conclui-se que o método CTAB a 2% proposto por Ferreira & Grattapaglia (1996) € o
mais adequado para esta espécie, pois permitiu a extragcdo de DNA de boa qualidade e
integridade das 30 amostras. Esses resultados permitem o avanco para a préxima etapa,
isto &, a amplificacdo dos marcadores moleculares para analise da estrutura populacional

das plantas de Myrciaria dubia ocorrentes na area de influéncia da UHE Santo Antdnio.
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