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PROPOSTA DE PROTOCOLO PARA EXTRACAO DE DNA DE JABUTICABEIRA
PROTOCOL SUGGESTED FOR DNA EXTRACTION OF JABUTICABA TREES

Moeses Andrigo Danner' Simone Aparecida Zolet Sasso? Juliana Vitoria Messias Bittencourt?
Idemir Citadin®* Marcos Robson Sachet®

RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo adaptar o protocolo descrito por Soto (2001), testar diferentes fontes
(tecido vegetal) e estabelecer condi¢des de coleta e pré-tratamento de amostras para extragdo de DNA de
jabuticabeira (Plinia cauliflora (DC.) Berg, Myrtaceae). Utilizaram-se folhas em desenvolvimento, folhas
completamente expandidas, cambio do caule e peciolo foliar. O protocolo testado pode ser utilizado para
extracdo de DNA de jabuticabeira, pois proporcionou isolamento de DNA de boa qualidade e possibilitou
amplificacdo por meio de PCR (“Reacao de Polimerase em Cadeia”). Para evitar a oxidacdo de folhas ¢
necessario realizar a maceragao com nitrogénio liquido.
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ABSTRACT

This study aimed to adapt the protocol described by Soto (2001), to test different sources (plant tissue) and
to establish conditions for collection and pre-treatment of samples for extracting DNA from jabuticaba trees
(Plinia cauliflora (DC.) Berg, Myrtaceae). For this purpose, developing and expanded leaves, cambium
of the stem and leaf stalk were used. The protocol tested can be used for DNA extraction from jabuticaba
trees, because it provided DNA isolation of good quality and allowed the amplification of DNA through of
PCR (Polymerase Chain Reaction). The use of liquid nitrogen for the maceration of leaves is necessary to
prevent oxidation.

Keywords: Plinia cauliflora; DNA isolation; CTAB method.

INTRODUCAO

A jabuticabeira (Plinia cauliflora (DC.)
Berg) pertence a familia Myrtaceae e ¢ endémica
do centro-sul/sudeste do Brasil (MATTOS, 1983).
A producdo comercial dessa fruteira € pequena
e limitada a determinadas regides de ocorréncia
natural. Por isso, a espécie deve ser alvo do
melhoramento, conservacdo de germoplasma e

estudos da variabilidade genética, que sdo pontos de
partida para domesticagdo de qualquer espécie.
Essa fruteira apresenta grande potencial
para exploracdo econdOmica, em funcdo das
caracteristicas  organolépticas de seus frutos
(BARROS et al., 1996) e porque contém alto teor
de o6leos essenciais em suas folhas (APEL et al.,
2006) e niveis elevados de antocianinas na casca
dos frutos (TEIXEIRA et al., 2008). Seu uso como
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planta ornamental também ¢é indicado (DEMATTE,
1997). Segundo Balerdi et al. (2006), a jabuticabeira
ja esta sendo testada em cultivos na Florida, EUA, e
em paises das Américas Central e do Sul, em razéo
de seu potencial de cultivo e uso.

Estudos moleculares em populagdes naturais
de espécies da familia Myrtaceae foram efetuados
para verificar a variabilidade genética, modo de
reproducgao e estrutura genética (CARDOSO et al.,
2000; DRUMMOND et al., 2000; GUSSON et al.,
2006). Esses estudos tornam-se importantes para
auxiliar na conserva¢do de germoplasma, selecgdo,
melhoramento genético e manejo dessas espécies.
Porém, apenas um trabalho com caracterizacdo
molecular em jabuticabeira foi encontrado na
literatura (PEREIRA et al., 2005).

Para a aplicagdo de técnicas moleculares,
primeiramente ¢ necessaria a obtencdo de
metodologias adequadas para o isolamento de
acido desoxirribonucléico (DNA), com bom
rendimento e qualidade, especialmente em espécies
em que poucos estudos foram realizados nesse
sentido e, portanto, ndo possuam adequagdo de
técnicas, como € o caso da jabuticabeira. O DNA
isolado deve estar livre de contaminantes, como
polissacarideos, proteinas e substincias fenolicas.
Nesse sentido, a forma de coleta e acondicionamento
dos tecidos vegetais, assim como seu manuseio
durante extra¢do, sdo fundamentais (MAZZA e
BITTENCOURT, 2000). A maioria dos protocolos
de extragio de DNA de plantas descritos na
literatura utilizam o método baseado no detergente
cationico CTAB (cationic hexadecyl trimetyl
ammonium bromide), com algumas modifica¢des
de acordo com caracteristicas da espécie. Por isso,
ajustes de protocolos sdo fundamentais, de forma
a desenvolver um procedimento simples, rapido
e de baixo custo, proporcionando a extracdo de
DNA de qualidade adequada para diversas analises
moleculares (MOLINARI ¢ CROCHEMORE,
2001; KOTCHONI e GACHOMO, 2009).

O objetivo desse trabalho foi adaptar o
protocolo descrito por Soto (2001), testar diferentes
fontes (tecido vegetal) e estabelecer condi¢des de
coleta e pré-tratamento de amostras para extragao
de DNA de jabuticabeira (Plinia cauliflora).

MATERIAL E METODO
O experimento foi conduzido no Laboratério

de Biologia Molecular do Centro de Biotecnologia
Agroindustrial do Parana (Cenbapar) e Universidade

Tecnoldgica Federal do Parana (UTFPR), Campus
Pato Branco.

Asseguintes fontes detecidos vegetais foram
testadas: (1) folhas em desenvolvimento, (2) folhas
completamente expandidas, (3) cambio do caule e
(4) peciolos foliares. Todas foram coletadas de uma
mesma planta de Plinia cauliflora, com 12 anos de
idade. As folhas em desenvolvimento (coloragdo
avermelhada), as folhas completamente expandidas
(coloragdo verde-escuro) e os peciolos foliares
foram coletados e submetidos, imediatamente, a
extragdo de DNA. Preliminarmente testou-se a
maceragdo diretamente em tampao de extracdo
(2% CTAB; 1,4 M NaCl; 20 mM EDTA; 100 mM
Tris-HCI pH 8,0) ou com a adicdo de nitrogénio
liquido. O cambio vegetal foi coletado do caule da
planta e imediatamente colocado em microtubo,
contendo 800 uL de tampao de extracdo. O cambio
foi macerado com adicdo de 600 puL. de tampao de
extragdo. Para extragdo foram utilizados entre 0,20
e 0,30 g de tecido vegetal de cada fonte.

Utilizou-se protocolo modificado de Soto
(2001), contendo os seguintes passos: 1) trituracdo
do material vegetal com nitrogénio liquido ou com o
tampao de extragdo; 2) adigdo de 600 puL de tampao
de extragdo CTAB em um microtubo de 1,5 mL, a
exce¢do do microtubo para a amostra do cadmbio, que
jé continha CTAB; 3) transferéncia do p6 (oriundo
do macerado) ao microtubo, com auxilio de espatula;
4) solubilizagdo e homogeneiza¢do da suspensdo
em banho-maria a 65°C durante 30 minutos, com
agitagdo manual a cada 10 minutos; 5) apds deixar
a suspensao chegar a temperatura ambiente, adicdo
de 800 uL do solvente organico cloroférmio:alcool
isoamilico, 24:1 (CIA); 6) agitagdo manual por
cinco minutos; 7) centrifugagdo durante cinco
minutos a 18.643 g, em temperatura ambiente; 8)
transferéncia da fase aquosa (sobrenadante) para
um novo microtubo; 9) adicdo de um volume de
CIA; 10) repeticdo das etapas 6 ¢ 7; 11) coleta do
sobrenadante e transferéncia para novo microtubo;
12) adicao de 2,5 volumes de etanol (96%) gelado
e permanéncia por 20 minutos em freezer; 13)
centrifugacdo a 18.643 g por 7 minutos; 14)
eliminagdo do sobrenadante e recuperacao do pellet;
15) ressuspensao do pellet em 100 pul. de TE 1x
(Tris HC1 1 M pH 8,0; EDTA 0,5 M).

Para a verificacdo da qualidade do DNA,
uma aliquota de 5 pL de cada amostra foi analisada
através de eletroforese em gel de agarose a 1,0%. A
corrida eletroforética foi realizada por 40 minutos
a 3 V/cm. Utilizou-se marcador de peso molecular
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100 bp ladder. Testou-se também amplificagao, por
meio de reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
do DNA isolado de folhas jovens maceradas
com auxilio de nitrogénio liquido. O produto
dessa reacdo foi visualizado em gel de agarose a
1,5%, submetido a corrida eletroforética durante
120 minutos a 3 V/cm, com 10 primers RAPD
(polimorfismo de DNA amplificado ao acaso)
(Tabela 1). Em ambos os casos, apds a corrida
eletroforética, o DNA foi corado brometo de etidio
(0,5 ug mL") por 10 minutos, o DNA isolado foi
visualizado em transluminador e fotodocumentado
com equipamento Vilber Lourmat ECX-20.M.

TABELA 1: Primers RAPD  utilizados na
amplificacdo do DNA de folhas em
desenvolvimento de jabuticabeira
(Plinia cauliflora).

TABLE 1: Primers RAPD utilized in the
amplification of DNA of development
leaves of jabuticaba tree (Plinia

cauliflora).

Primers Sequéncia (5’ —37)
C3 GGGGGTCTTT
Cc4 CCGCATCTAC
Cs GATGACCGCC
Co6 GAACGGACTC
C7 GTCCCGACGA
C8 TGGACCGGTG
Cc9 CTCACCGTCC
C10 TGTCTGGGTG
Cll AAAGCTGCGG
C12 TGTCATCCCC

RESULTADOS E DISCUSSAO

De forma geral, o protocolo proposto
nesse trabalho proporcionou o isolamento de DNA
de boa qualidade de todas as fontes testadas, nao
havendo degradacdo e contaminacdo (Figura 1),
exceto para a extragdao utilizando-se folhas em
expansdo maceradas diretamente em tamp@o
CTAB (2%), pois o DNA se apresentou degradado
e contaminado, o que pode ser em virtude da
oxidagao de compostos fendlicos. Isso impossibilita
amplificagdes por meio de técnicas de PCR,
comprometendo a reprodutibilidade das analises
(ROMANO e BRASILEIRO, 1999). Porém,

apenas a inclusdo de nitrogénio liquido durante a
maceragdo, que permitiu o rapido congelamento
do tecido vegetal, evitou a degradagdo do DNA
das amostras, o que torna a extragdo de DNA de
jabuticabeira rapida e barata, caracteristicas do
protocolo utilizado.

FIGURA 1: Qualidade de DNA de tecidos vegetais
de jabuticabeira (Plinia cauliflora). 1:
marcador de peso molecular 100 bp
ladder; 2: folhas em desenvolvimento
maceradas com CTAB (2%); 3: folhas
em  desenvolvimento  maceradas
com nitrogénio liquido; 4: folhas
expandidas maceradas com nitrogénio
liquido; 5: cambio do caule macerado
com CTAB (2%); 6: peciolos foliares
macerados com nitrogénio liquido.
Pato Branco, Parana, Brasil.

FIGURE 1: DNA quality of plant tissue of
jabuticaba tree (Plinia cauliflora).
1: DNA marker 100 bp ladder; 2:
developing leaves ground in CTAB
(2%); 3: developing leaves ground in
liquid nitrogen; 4: expanded leaves
ground in liquid nitrogen; 5: cambium
of the stem ground in CTAB (2%); 6:
leaf stalk ground in liquid nitrogen.
Pato Branco, Parana, Brazil.
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O DNA obtido de folha jovem macerada em
nitrogénio liquido mostrou-se amplificavel por meio
de PCR (Figura 2). Observou-se que dos 10 primers
RAPD testados, dois deles se destacaram, C5 (5’
GATGACCGCC 3’) e Cl12 (5 TGTCATCCCC
3”). Estes apresentaram o maior numero de bandas
polimorficas, podendo ser selecionados para
posteriores analises moleculares em jabuticabeira.
Um numero maior de marcadores RAPD para
jabuticabeira devem ser selecionados em proximos
experimentos.

A extracio de DNA de folhas de
jabuticabeira foi realizada por Pereira et al. (2005),
utilizando metodologia modificada de Lodhi (1994),
a qual inclui a adig¢@o de polivinilpirolidona, NaCl 5
M e RNAse no processo, além da necessidade de

FIGURA 2: Perfil eletroforético de 10 primers
RAPD usando DNA extraido de folhas
em desenvolvimento de jabuticabeira
(Plinia  cauliflora),  amplificados
através de PCR. Pato Branco, Parana,
Brasil.

FIGURE 2: Electrophoretic profile of ten primers
RAPD using DNA extracted from
developing leaves of jabuticaba tree
(Plinia cauliflora), amplified by PCR.
Pato Branco, Parana, Brazil.

centrifuga refrigerada, o que a torna mais cara e
morosa que a técnica descrita no presente trabalho.
Assim, como no presente trabalho houve a extragao
de DNA de boa qualidade e amplificavel por meio
de técnica de PCR, a utilizagdo dessa metodologia
reduz os custos de andlises moleculares em
jabuticabeira.

Observou-se também que o cambio do
caule de jabuticabeira escurece rapidamente,
provavelmente por causa da oxidagdo por
compostos fenodlicos. Portanto sua conservagio
deve ser efetuada imediatamente apds coleta,
colocando-o em tampao CTAB (2%). Esse método
de coleta do cambio proporcionou extracdo de DNA
de boa qualidade, porém a quantidade foi inferior as
outras fontes testadas, demonstrada pela intensidade
da banda gerada (Figura 1). Para aumentar a
quantidade de DNA extraido, sugere-se utilizar
maior quantidade de tecido de cambio em relacdo
ao utilizado para a maceragao nesse experimento (>
0,25 g). Salienta-se que o cambio vegetal dispensa
uso de nitrogénio liquido para maceragao, facilita
a coleta em populagdes naturais e 0 manuseio sob
armazenamento.

O protocolo testado pode ser utilizado
para extragdo de DNA de jabuticabeira, abrindo
a perspectiva para analises genéticas utilizando
marcadores moleculares, para verificar a dispersao
da variabilidade genética de populagdes e estimar o
modo de reprodugao da espécie.

CONCLUSOES

Os resultados encontrados no presente
experimento permitem concluir que:

O protocolo testado pode ser utilizado em
jabuticabeira, pois proporciona a extragdo de DNA
de boa qualidade;

Os primers RAPD C5 (5 GATGACCGCC
3’) e Cl12 (5 TGTCATCCCC 3’) podem ser
selecionados para analises moleculares em
jabuticabeira;

E necessaria a adi¢do de nitrogénio liquido
na maceracdo de folhas de jabuticabeira, o qual
otimiza a extragdo e reduz a presenga de compostos
indesejados.
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