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Protocolo de Extracdo de DNA de Syagrus oleracea (Mart.) Becc.
Introducéo

A espécie Syagrus oleracea (Mart.) Becc. pertence a familia Arecaceae, subfamilia Cocosoideae e é conhecida como
guariroba. E uma palmeira nativa com centro de origem na regi&o leste e no Brasil Central, mais frequentemente
encontrado nos estados de Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Tocantins, Minas Gerais e no Distrito Federal
[1,2].

A denominacdo ‘guariroba’é um termo de origem indigena tupi gwarai-rob, que significa "o individuo amargo"[3]. O
palmito extraido da espécie possui sabor amargo e adstringente, devido a presenca de fendis e pH em torno de 5,7
tradicionalmente utilizado como iguaria regional nos estados de Goiés e Minas Gerais[4].

A guariroba possui caule solitario (estipe) com altura de 5 a 20 metros e diametro entre 15 a 30 cm. O fruto é uma
drupa constituida por: epicarpo (casca verde amarelada); mesocarpo (carnoso, amarelado, fibroso); endocarpo (espesso,
lignificado, celulésico, muito duro, de formato ovoide, impermeavel, de cor marrom, com trés poros tendo somente um
funcional, com didmetro variando entre 0,5 a 2,0 mm, que € utilizado para trocas gasosas, entrada de agua e saida do
embrido) [5]. A semente (coquinho ou améndoa) da guariroba esta inserida dentro do fruto que apresenta um tegumento
amarronzado, com endosperma oleoso. A propagacdo € realizada por sementes que devem ser colhidas maduras,
durante os meses de agosto a fevereiro. As sementes da espécie normalmente possuem melhor viabilidade entre os
meses de setembro a outubro [6].

Os estudos sobre a variabilidade genética de Syagrus oleracea séo escassos. Conhecer a diversidade genética natural
das espécies é um passo crucial para programas de melhoramento genético assistida por marcadores moleculares. Um
dos pontos fundamentais para manipulacdo genética da espécie & o sucesso no isolamento e na purificacdo de
quantidades adequadas de DNA de qualidade, preferencialmente integro e livre de impurezas, para realizacdo da analise
com marcadores moleculares [8]. Neste trabalho, foram realizados testes com utilizagdo com os protocolos de extracdo
de DNA de Mogg e Bond [9] e Doyle e Doyle [10] para a espécie S. olerace, com o objetivo de obter amostras
concentradas para posterior utilizagdo em estudos de diversidade genética em populagBes naturais e em trabalhos de
melhoramento da espécie.

Material e Métodos

A. Coleta do material vegetal

Para a avaliacdo dos métodos de extracdo de DNA, amostras foliares de Syagrus oleracea foram coletadas em duas
localidades no Norte do Estado de Minas Gerais: 05 individuos em Mirabela (16°15,4'S;44°09,2'0) e 05 individuos em
Rio Pardo (15°31,0'S; 42°32,4°0). As amostras foram acondicionadas, separadamente, e identificadas em sacos
plasticos e armazenadas em caixa de isopor com a presenca de gelo para refrigeracdo. Posteriormente, 0 material foi
colocado em freezer -30°C, no Laboratério de Bioprospec¢do e Recursos Genéticos da Universidade Estadual de
Montes Claros (UNIMONTES) até o momento da extracdo do DNA.

B. Extracdo do DNA: Protocolo Doyle e Doyle [10]

Para o teste de extracdo do DNA, pelo protocolo Doyle e Doyle [10], aproximadamente 200mg das amostras foliares
da S. oleracea foram maceradas com auxilio de nitrogénio liquido, pistilo e almofariz. Em seguida foram adicionados
700ul do tampéo de extragdo previamente aquecido em banho-maria a 65°C. O tampéo de extracdo foi preparado nas
concentragdes apresentadas na Tabela 1. As folhas maceradas com o tampéo foram acondicionadas em tubos tipo
Eppendorf de 2,0mL. Os tubos foram levados ao banho-maria aquecido a 65°C por uma hora e agitados de 10 em 10
minutos com auxilio de vortex. As amostras foram retiradas do banho-maria, esfriadas a temperatura ambiente. Em
seguida foram adicionados 600 ul de solugdo de cloroformio-alcool isoamilico (CIA 24:1), e realizada agitacdo
cuidadosa dos tubos por cinco minutos. As amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm durante dez minutos, a
temperatura ambiente. Os tubos foram retirados cuidadosamente da centrifuga e os sobrenadantes foram transferidos
para tubos de 1,5mL, devidamente identificados. Aos sobrenadantes foram adicionados 400ul de isopropanol gelado,
com agitagdo cuidadosa. Os tubos foram acondicionados em freezer por um periodo de uma hora. Decorrido esse
periodo, os tubos foram centrifugados a 12.000 rpm por 15 minutos, a 4°C. Observou-se a formagdo do pellet do
concentrado de DNA extraido. Em seguida os sobrenadantes foram descartados, em cada tubo adicionado 300 pl de
etanol 70%. Cada tudo foi agitado até o desprendimento do pellet da parede. Prosseguiu-se nova centrifugacdo a 12.000
rpm por dez minutos a 4°C. Repetiu-se a lavagem com etanol 100% e nova centrifugacdo. Apos essa etapa, descartou-se
0 sobrenadante e o pellet foi deixado sobre a bancada, coberto por papel toalha, pelo periodo de 4 horas, para
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evaporacdo do etanol. Adicionou-se 100 pl de solu¢do de TE (Tris HCl 10mM, ph 8,0; EDTA 1mM, pH 8,0) para
solubilizacdo do pellet. Em seguida, 0 DNA extraido foi preservado em freezer.

C. Extracé@o do DNA: Protocolo Mogg e Bond [9]

Foram utilizados amostra foliar de aproximadamente 1 cm? de tecido foliar da S. oleracea para o teste de extracdo do
DNA por meio do protocolo Mogg e Bond [9]. A amostra do tecido foi macerada com nitrogénio liquido em pistilo e
almofariz. Ao material pulverizado, foram adicionados 500 pl de tampdo de extragdo, a temperatura ambiente,
preparado com as concentracOes apresentadas na Tabela 2.

Cada amostra macerada com o tampéo foi acondicionada em microtubo de 2,0 mL. Os microtubos foram colocados
em banho-maria a 37°C por 12 horas (overnight). Foram adicionados aos tubos 320 ul de NaCl 5M, homogeneizados
em vOlrtex. Em seguida, os tubos foram centrifugados por cinco minutos a 12.000 rpm a temperatura ambiente. Apds a
centrifugagdo, pipetou-se o sobrenadante, cuidadosamente, para novos microtubos de 1,5 mL. Foram adicionados 800ul
de isopropanol gelado e colocados em freezer por 3 horas para precipitagdo. As amostras foram centrifugadas a 12.000
rpm por dez minutos para formacéo do pellet de DNA. Cuidadosamente, retirou-se o sobrenadante e foi adicionado 500
ul de etanol 70%. Com agitagéo cuidadosa, o pellet foi desprendido da parede do tubo e seguiu-se nova centrifugacéo a
12.000 rpm por cinco minutos & temperatura ambiente. Repetiu-se a lavagem com etanol 100% e centrifugagéo.
Descartou-se o sobrenadante e o pellet foi deixado sobre a bancada, coberto por papel toalha, pelo periodo de 4 horas,
para evaporacdo do etanol. Adicionou-se 100 pl de solugdo de TE (Tris HCI 10mM, ph 8,0; EDTA 1mM, pH 8,0) para
solubilizac&o do pellet. Em seguida, 0 DNA extraido foi preservado em freezer.

D. Eletroforese: teste de eficiéncia da extragdo do DNA

O DNA extraido foi analisado a partir de eletroforeses em gel de agarose 1,0%, acrescido de tampao TBE 1x. Depois
de aquecido em equipamento microondas, foi adicionado brometo de etideo em concentragdo final de 2 pg/mino gel.

Apos a polimerizagdo do gel, foram aplicadas amostras contendo 4l do DNA extraido acrescido de 4 pl de tampéo
de corrida (Loading). Apds a eletroforese por 40 minutos a 80 V, os géis foram visualizados e fotodocumentados em um
transluminador sob luz ultravioleta, com o sistema de captura de imagem. A partir da imagem capturada foram
avaliadas as concentrados do DNA extraido e a presenca de material degradado.

Resultados e Discussao

A avaliagdo das imagens obtidas dos géis de agarose, sob a luz ultravioleta, revelou diferencas significativas nos
perfis das bandas de DNA obtidas com os diferentes protocolos (Figura 1).

Ambos os protocolos utilizados apresentaram resultado positivo para extracdo do DNA genémico da espécie S.
oleracea. Entretanto, o protocolo Doyle e Doyle (Figura 1A) apresentou maior eficiéncia, sendo que todas as amostras
foram positivas para a extragdo. Por outro lado, o protocolo Mogg e Bond (Figura 1 B) apresentou falha no processo de
extracdo em algumas amostras, sendo que duas amostras nao foram extraidas (amostras 08 e 09).

O protocolo Mogg e Bond apresentou menor arraste durante a eletroforese (Figura 1B), indicando menor quantidade
de DNA degradado durante o processo de extragdo. Além disso, revelou baixa concentracdo de polissacarideos ou
proteinas, em comparagdo ao protocolo Doyle e Doyle, principalmente pela a¢do da proteinase K presente no tampédo de
extracdo. Os subprodutos gerados com a degradacdo do DNA podem afetar a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e a
corrida no gel para separacdo dos fragmentos amplificados.

O protocolo que utiliza cloroférmio (Doyle e Doyle) apresentou maior arraste e maior presenca de subprodutos.
Todavia, a concentracdo do DNA extraido foi maior, em comparacdo ao protocolo Mogg e Bond. O protocolo de Mogg
e Bond apresentou menor concentracdo do DNA extraido, possivelmente devido & pequena amostra do tecido foliar
exigida no procedimento. E possivel que o aumento da quantidade de tecido para a extracio eleve a concentragio do
DNA extraido, entretanto, acarretaria elevagdo nos custos de extracdo do DNA por amostra coletada, uma vez que
também seria necessario o aumento da quantidade de tampZo de extragdo. E importante ressaltar que a concentragio de
DNA necessaria para uma reacdo de PCR é baixa (5 a 10 ng/pl). Portanto, devem-se considerar 0s custos para a
obtencdo do DNA genémico das amostras e o tempo utilizado para o processo de extracéo.

Concluséao

O Protocolo Doyle e Doyle apresentou-se mais eficiente em relagdo a obtencdo de maior concentragdo de DNA.
Entretanto, o protocolo Mogg e Bond apresentou DNA mais integro, o que exigira menor diluigdo do DNA no momento
do preparo da PCR. O protocolo Mogg e Bond ap6s alguns ajustes na quantidade de amostra de tecido foliar utilizada, é
recomendado para extracdo do DNA gendmico da espécie Syagrus oleracea. Reacdes de PCR serdo conduzidas com
amostras obtidas de ambos os protocolos para comparacdo de eficiéncia na amplificacéo.
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Tabela 1: Reagentes utilizados no preparo do tampé&o de extracéo, segundo protocolo Doyle e Doyle (1987).

REAGENTES VOLUME []FINAL
TRIS1 M /PH 8,0 0,1ml 0,1M
EDTA 0,25 M 0,08 ml 0,02 M
NaCl5 M 0,26 ml 1,3M
CTAB 5% 0,56 ml 2,8%
H20 0,04 ml -
PVP 0,01g 1%
3 MERCAPTOETANOL 2,2 ul 0,22%

Tabela 2: Reagentes utilizados no preparo do tampdo de extragéo, segundo protocolo Mogg e Bond (2003).

REAGENTES VOLUME [1FINAL
TRIS1 M /PH8,0 0,1 ml 100 mM
EDTA 0,5 M/PH 8,0 0,08 ml 50 mM
NaCI5M 0,26 ml 500 mM
SDS 7% 0,56 ml 0,7%
H20 d 0,04 ml -
Proteinase K(10mg/ml) 0,01g 50 pl/ml
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Figura 1: Eletroforese em gel de agarose 1% de DNA gendmico extraidos de 10 individuos de Syagrusoleracea. A) Protocolo Doyle
e Doyle (1987); B) Protocolo Mogg e Bond (2003).




