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1. INTRODUCAO

Este relatorio parcial, da primeira etapa, tem o objetivo apresentar as atividades
relacionadas a execucdo do projeto de pesquisa intitulado Analise Genética das Populacdes
de Myrciaria dubia (camu-camu) e Ceiba pentandra (samadma) Ocorrentes na Area de
Influéncia da UHE Santo Antbnio. Etapa Il: Anélise Genética das PopulagGes de Ceiba
pentandra L. (samalma)

2. OBJETIVOS

» Otimizar um protocolo de extragdo de DNA com as amostras dos acessos de
C. pentandra L.

» Purificar os gDNAs das populacdes C. pentandra L. ocorrentes ao longo do

rio Madeira.

3. MATERIAL E METODO

3.1 Caracterizacdo das amostras

As amostras bioldgicas selecionadas para realizacdo da extracdo de gDNA foram
folhas frescas e/ou secas de acessos de samalma, encontrados ao longo das margens do rio
Madeira (Figura 01).

Figura 01. Amostras de C. pentranda coletadas nas proximidades da UHE Santo Antbnio,
no rio Madeira.
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As coletas do material biologico foram realizadas no periodo de 1 a 4 de abril de
2013 e levados para o Banco de Germoplasma/UNIR, perfazendo um total de 48 amostras
divididas em duas populacdes; uma obtida a montante e a outra a jusante da UHE Santo

Antonio, no rio Madeira (Figura 02).

COLETADE SAMAUIL\S

UHE SANTO ANTONIO

PADJETD BASCO AMBENTAL

Figura 02. Mapa da area de coleta das amostras de samauma.

As amostras foram tratadas, ordenadas e armazenadas a 4°C até o momento da
extracdo. A outra parte da amostra foi identificada e armazenada com silica gel em sacos de
papel (Figura 03) em camara fria Eletrolab a 15° C, no Laboratério de Germoplasma para
garantir, também, disponibilidade de material bioldgico para futura extracdo de DNA, caso
haja necessidade ou em razdo de obtencdo de gDNA com pouca integridade ou de baixa
concentracgdo, isto é, que ndo esteja adequado as analises moleculares. Além disso, essas
medidas foram adotadas, pois elas podem garantir material bioldgico de qualidade para

futuros estudos com essas duas populagdes.
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Figura 03. Amostras de samalima sendo tratadas e ordenadas para serem armazenadas a 4°C.

3.1 Otimizacéo do protocolo de extragdo de gDNA das amostras dos acessos de C. pentandra L.

Foram selecionados dois métodos de extracdo de gDNA para otimizacdo do
protocolo de extracdo de amostras de C. pentandra L.

a) Método CTAB proposto Doyle & Doyle (1987) modificado Ferreira &
Grattapaglia (1996) e;

b) Método comercial Kit Plant DNAzol (Invitrogen).

O primeiro método (a) de Doyle & Doyle (1987), demanda maior tempo e tem como
base um forte detergente o Brometo de Cetiltrimetilaménio (CTAB) a 2%, apresentando
bons resultados.

O Kit comercial Plant DNAzol, reque menos passos na extragdo do gDNA, portanto
menor tempo e com boa eficacia, também.

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

folhas frescas de quatro acessos de C. pentandra L (Figura 04).

Figura 04. Amostras de samalma
utilizadas nos teste de otimizacdo do
protocolo de extracdo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

S&o varios os protocolos, publicados para extracdo de gDNA de plantas, porém a
maioria sdo derivados, isto é utilizam o mesmo principio, apenas com modificacGes para
adequar as condic¢des do laboratério. Como as plantas produzem compostos secundarios, tais
como fenois, polissacarideos entre outros, deve-se atentar para que a extracdo de gDNA néo
permita o co-isolamento com esses compostos, pois esse € um dos principais problemas
encontrados no isolamento e purificacgdo de DNA vegetal, o que poderd impedir o
seguimento da analise molecular via PCR (reagdo em Cadeia da Polimerase) pois, a presenca
destes compostos na reacdo inibe a agdo da enzima na polimerizagdo dos fragmentos alvo
(LODHI, et al., 1994).

Portanto, a amostra de gDNA obtido deve estar integra, livre de impurezas para que
haja acesso direto a regido de investigacdo. Entdo na analise genética de populacdes de
plantas, este é o passo chave para obtencdo de resultados robustos (MILACH, 1998;
KIDWELL & OSBORN, 1992).

Considerando o exposto, foram testados dois protocolos: método CTAB proposto
Doyle & Doyle (1987) modificado por Ferreira & Grattapaglia (1996) e método comercial
Kit Plant DNAzol. Os resultados das analises da extracdo dos gDNASs, mostraram que 0s dois
métodos sdo eficientes para isolar gDNAs de samalma. Porém, o protocolo adotado e
otimizado, para este estudo, na extracdo de gDNA das amostras de samauma foi o Kit
comercial Plant DNAzol da Invitrogen, por ser eficaz, menos elaborado e mais rapido, com

modificacdes as condi¢bes do laboratdrio (Figura 05).

Figura 05. Perfil eletroforético dos gDNAs de 18 amostras de acessos de samalma coletadas a montante da
UHE de Santo Antdnio. Porto Velho/RO, revelados em gel de agarose a 0,8% corado com brometo de
etidio.
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Foram extraidos gDNA de 48 amostras, purificadas, em seguida foram quantificados
para se conhecer a concentracdo real da solugcdo dos gDNAs (Tabela 01). A quantificagdo
foi analisada a partir de um padrdo de 300ng. Em relacdo ao padrdo utilizado, as amostras
variaram entre 195 a 1.344ng/pLL.

As bandas observadas no gel revelam a alta concentracdo de gDNA na solucdo
(Figura 04). Segundo Ferreira e Grattapaglia (1998) a integridade do DNA é fundamental na

amplificacdo dos fragmentos por PCR.

Tabela 01. As amostras de samalma
e suas respectivas concentracoes.

Amostras \ Concentracdo ng/uL

S1 534,5
S2 397,2
S3 487,5
S4 868,2
S5 547,5
S6 1.344,70
S7 835,8
S8 589,1
S9 458,4
S10 838,7
S11 887,9
S12 1.144,60
S13 835,8
S14 740,5
S15 483,9
S16 853,7
S17 360,3
S18 387,2
S19 417,8
S20 309,2
S21 568,9
S22 675,8
S23 397,4
S24 366,4
S25 443,2
S26 2715
S27 378,8
S28 542,7
S29 368,3
S30 521,3

S31 195,8
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S32 465,1
S33 345,8
S34 298,6
S35 396,5
S36 436,9
S37 376,4
S38 743,2
S39 733,1
S40 583,3
S41 734,8
S42 271,6
S43 468,2
S44 545,6
S45 791,3
S46 759,8
S47 267,6
S48 580,1

5. CONCLUSAO

A otimizacao do protocolo de extracdo de gDNA de boa qualidade para as plantas de
C. pentandra foi executada com éxito, conforme cronograma. A partir desta primeira etapa
conclui-se que o material genbmico esta pronto para que se dé prosseguimento a segunda
etapa, isto é, a amplificagdo dos marcadores moleculares para andlise da estrutura

populacional das plantas de C. pentranda ocorrentes na area de influéncia do UHE.
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