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Resumo

O cupuagu € uma espécie nativa na regido Amazonica que se encontra em estagio inicial de
domesticagdo, apresentando ampla variabilidade genética para as diversas caracteristicas.
Contudo, poucos sio os estudos que envolvem avaliagdes moleculares nesta espécie. A
otimizacdo de um protocolo para extragdo de DNA é pré-requisito basico para etapas
subseqiientes da analise molecular. Com o objetivo realizar amplificagdo e melhoria da
qualidade e quantidade de DNA obtido dessa espécie, o presente trabalho compara protocolos
de extracdo de DNA do cupuagu. Os protocolos utilizados foram o de Doyle e Doyle (1990),
modificado por FIGUEIRA et al. (1997) com a utilizagdo de proteinase K, e o Doyle e Doyle
(1990), modificado por FERREIRA GRATTAPAGLIA (1998) estabelecido para varias
espécies e ja utilizado no setor de Biologia Molecular do Laboratorio de Morfogénese e
Biologia Molecular da EMBRAPA-Acre, em ambos os protocolos também foram feitos os
testes com beads de ceramica e de tungsténio. Os resultados obtidos na quantificacdo das
amostras mostraram que o emprego da proteinase K produziu um DNA mais limpo. Porém,
quando se compara esta metodologia com a que ndo utilizou a proteinase K, verificou-se uma
menor quantidade de DNA extraido. A utilizacdo das beads de cerdmica proporcionou um
aumento significativo na quantidade de DNA, no entanto, ndo se obteve boa qualidade,
apresentando DNA fragmentado. Em meio a esses resultados pode-se constatar que o uso das
beads de tungsténio e sem o emprego da proteinase K possibilitaram a extragdo de um DNA
com melhor qualidade e quantidade.
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Abstract

Cupuassu is a native species in the Amazon region that finds in initial stage of domesticated,
that has ample genetic variability for the diverse characteristics. However, few studies that
involve molecular evaluations in this species. The optimization of a protocol of DNA
extraction is basic prerequisite for subsequent steps the molecular analysis. With the objective
of realization the amplification and improvement of the quality and amount in DNA of this
species, the present work compares two protocols of DNA extraction. The protocols of
extraction of DNA that utilized were Doyle and Doyle (1990), modified for FIGUEIRA et al.
(1997) with the use of proteinase K, and the Doyle and Doyle (1990), modified for
FERRERIA and GRATTAPAGLIA (1998) established for some species and used in the
sector of Molecular Biology in the Laboratory of Morphogenesis and Molecular Biology of
EMBRAPA-Acre, in both of protocols also were made the tests with ceramics and tungsten
beads. The results obtained in quantification of samples had shown that the used of proteinase
K produced a cleaner DNA. However, when this methodology is compared with that did not
use proteinase K, was verified a few amount of extracted DNA. The use of beads of ceramics
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provided a significant increase in the DNA amount, however, did not get good quality, shown
DNA fragmented. These results evidenced that the use of tungsten beads and no utilization of
proteinase K makes possible the better quality and amount in DNA extration.

Keywords: cupuassu; methodology, quantification.

Introduciao

A Amazonia tem sua relevancia quanto ao uso econdomico da sua biodiversidade.
Como um dos produtos dessa biodiversidade, de grande importéncia no agronegdcio, destaca-
se a cultura do cupuaguzeiro (Theobroma grandiflorum Willd ex Spreng) Schum, cujo
diferencial em relacdo as demais frutiferas nativas sdo as suas caracteristicas tecnoldgicas
superiores, como o alto rendimento em polpa e a elevada acidez.

Delinear estratégias de melhoramento genético para espécies perenes, aldégamas e
auto-incompativeis ndo é uma tarefa facil devido ao tempo, a area e aos recursos requeridos.
No cupuaguzeiro, a complexidade aumenta pela condi¢do de espécie nativa em processo de
domesticagdo, com poucas informagdes sobre a diversidade genética da espécie e o controle
genético dos caracteres de importdncia econdmica e, ainda, a grande demanda para
recomendacdo de cultivares (SOUZA e SOUSA, 2002).

Como toda espécie em fase inicial de domesticagdo, o cupuaguzeiro apresenta, em
condi¢gdes de cultivo, baixa produtividade de frutos, em torno de 10 a 20 frutos/arvore/ano,
elevada desuniformidade intrapopulacional em relacdo a todos os caracteres produtivos e
suscetibilidade a doenga vassoura-de-bruxa, causada pelo fungo Crinipellis perniciosa
(ALVES, 2003).

O uso de material genético de origem desconhecida nos plantios comerciais tem sido
um dos motivos dessa baixa produtividade da cultura. Soma-se ainda a alternancia de
producdo, tendo gendtipos com safras produtivas seguidas de safras de baixa produgio e
época de maturagdo concentrada entre os meses de maior precipitacdo pluviométrica, o que
limita a oferta continua de matéria-prima para a agroindustria. A concentra¢do da safra chega
a 49% somente no més de margo, conforme observado na area experimental da Embrapa
Amazdnia Ocidental. Adicionalmente, até recentemente, na maioria dos plantios, os
produtores ndo utilizavam nenhum critério de selecdo na escolha dos frutos para extragio das
sementes, que normalmente eram adquiridos em feiras ou em pequenos cultivos. Este fato
contribuiu para a elevada variabilidade dos plantios (SOUZA, 2004).

Existe, portanto, a necessidade de se desenvolver cultivares que apresentem
caracteristicas interessantes para os produtores, consumidores e industria. Os produtos do
melhoramento genético geram tecnologia nacional, sendo que o seu repasse ocorre,
geralmente, sem custo adicional para o agricultor.

O cupuagu ¢ uma frutifera que se desenvolve espontaneamente na AmazOnia
brasileira, regido que apresenta méaxima diversidade de tipos e onde se estabeleceu ampla
variabilidade genética da espécie, condigdo ideal para viabilizar processos seletivos de
materiais que apresentem caracteristicas agrondmicas de interesse.

A domesticagdo e a utilizacdo de espécies nativas em sistema de produg@o muitas
vezes sdo inviabilizadas pela falta de conhecimento prévio sobre a variabilidade genética.
Uma vez quantificada, esta variabilidade pode ser util tanto para o melhoramento genético da
espécie quanto em programas de conservagao.

A caracterizagdo dos materiais genéticos (cole¢des), tanto do ponto de vista
morfolégico como molecular, ¢ um passo fundamental para o embasamento cientifico do
programa, que devera ser acompanhado pela avaliagdo e selecdo de cultivares (ALVES &
FIGUEIRA, 2002). A otimizagdo de um protocolo para extragdo de DNA é pré-requisito
bésico para etapas subsequentes da analise molecular. Com o objetivo realizar amplificagdo e
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melhoria da qualidade e quantidade de DNA obtido dessa espécie, o presente trabalho
compara protocolos de extragdo de DNA do cupuagu.

Material e Métodos

Foram utilizados individuos de cupuagu (Theobroma grandiflorum) da colegdo de
trabalho do programa de melhoramento genético do cupuaguzeiro da Embrapa Acre.

Os protocolos utilizados foram o de Doyle e Doyle (1990) modificado por Figueira
(1997), para espécies do género Theobroma, e também com a utilizagdo da proteinase K, e o
de Doyle e Doyle (1990) modificado por Ferreira e Grattapaglia (1998), estabelecido para
varias espécies e ja utilizado no setor de Biologia Molecular do Laboratorio de Morfogénese e
Biologia Molecular da Embrapa Acre. Em ambos os protocolos também foram realizados
testes com beads de ceramica e de tungsténio (Figura 1).

Figura 1 — Microtubulos contendo beads de ceramica (A) e de tungsténio (B).

Protocolo Doyle e Doyle (1990) modificado por Figueira et al. (1997)

O DNA foi obtido de folhas jovens e saudéaveis de cupuagu (Theobroma grandiflorum)
secas em silica gel. Aproximadamente 90 mg de folhas secas foram colocadas em microtubos
de 2 mL contendo duas beads de ceramica. Adicionou-se 700 pL de tampédo de extragdo (2%
de CTAB, 1,4 M de NaCl, 0,2 M de EDTA, 1% de PVP, 0,1 M de Tris-HCI) previamente
aquecido a 65°C, acrescido de 2% de B-mercaptoetanol e 100 pL. de proteinase k ( 1mg/ml)
para cada mL de tamp@o. Os microtubos foram levados para a maquina Tissuelyser, onde
ocorreu a maceragdo, por 60 segundos e, em seguida, foram colocados em banho-maria a
temperatura de 65°C durante 60 minutos. Apds este tempo foi acrescentado a cada microtubo
650 pL de CIA (cloroférmio e alcool isoamilico), que € um solvente orgéanico, seguido de
centrifugagdo a 12.000 rpm por 10 minutos. Com este procedimento, obteve-se a separa¢do
das fases aquosa e organica. Entdo o sobrenadante (fase aquosa) foi transferido para um novo
microtubo.

Para a precipitacdo do DNA, foram adicionados 400 pL de isopropanol gelado, os
microtubos foram mantidos no freezer a -2°C por cerca de 30 minutos e, em seguida, o
material foi centrifugado a 12.000 rpm por 5 minutos, para formagéo do precipitado de DNA
(pellet). O isopropanol foi descartado e o pellet foi lavado duas vezes com adi¢do de 500 pul de
etanol 70%, com agitagdo vigorosa e centrifugacdo. Foi feita uma terceira lavagem com
adi¢do de 500 pl de etanol absoluto. Este foi retirado gentilmente e os pellets ficaram secando
a temperatura ambiente por 12 horas. Apés esse periodo, foram acrescentados 15 a 30 uL de
solugcdo TE (10 mM de Tris-HCI e 1 mM de EDTA) com RNase (0,5 mg) aos microtubos,
com a finalidade de ressuspender o DNA do pellet. O material permaneceu em estufa 37°C
por uma hora.

Protocolo Doyle e Doyle (1990) modificado por Ferreira e Grattapaglia (1998)

O DNA foi obtido de folhas jovens e saudaveis de cupuagu (Theobroma grandiflorum)
secas em silica gel. Aproximadamente 90 mg de folhas secas foram colocadas em microtibos
de 2 mL contendo duas beads de tungsténio por amostra. Adicionou-se 700 pL. de tampéo de



extragdo (2% de CTAB, 1,4 M de NaCl, 0,2 M de EDTA, 1% de PVP, 0,1 M de Tris-HCI)
previamente aquecido a 65°C, acrescido de 2% de B-mercaptoetanol.

Os microtubos foram levados para a maquina Tissuelyser, onde ocorreu a maceracao,
por 60 segundos, e em seguida foram colocados em banho-maria a temperatura de 65°C
durante 60 minutos. Apds este tempo foi acrescentado a cada microtubo 600 pL. de CIA
(cloroférmio e alcool isoamilico), seguido de centrifugagdo a 13.000 rpm por 15 minutos.
Com este procedimento, obteve-se a separagdo das fases aquosa e orgénica. Entdo o
sobrenadante (fase aquosa) foi transferido para um novo microtubo.

Para a precipitagdo do DNA, foram adicionados 400 pL. de isopropanol gelado, os
microtubos foram mantidos no freezer a -2°C por cerca de 30 minutos e, em seguida, o
material foi centrifugado a 13.000 rpm por 10 minutos, para formagéo do precipitado de DNA
pellet. O isopropanol foi descartado, e o pellet foi lavado duas vezes com adi¢do de 300 pl de
etanol 70%, com agitagdo vigorosa e centrifugagdo. Foi feita uma terceira lavagem com
adigdo de 300 ul de etanol absoluto. Este foi retirado gentilmente e os pellets ficaram secando
a temperatura ambiente por 12 horas. Apos esse periodo, foram acrescentados 15 a 30 pL de
solug@o TE (10 mM de Tris-HCI e 1 mM de EDTA) com RNase (0,5 mg) aos microtubos com
a finalidade de ressuspender o DNA do pellet. O material permaneceu em estufa 37°C por
uma hora.

Depois de extraido pelos dois métodos, o DNA gendmico foi quantificado por meio da
analise comparativa de cada amostra com o DNA fago A de peso conhecido (50 a 200 ng) em
eletroforese em géis de agarose 1% (0,3 g de agarose; 30 ml TBE 1X - 93 mM de Tris, 89
mM de acido bérico e 2 mM de EDTA ; 4,5 ul de brometo de etidio (I mg/ml)). A
concentragdo das amostras foi estimada por comparagdo visual da intensidade de
fluorescéncia de suas bandas com as do DNA padrio.

Resultados e Discussao

A extragdo de DNA de boa qualidade ¢ um imprescindivel para a realizacdo de
analises genéticas em populagdes de plantas. Vérios trabalhos tém sido realizados para este
fim em diversas espécies. Pauli et al. (2006) testaram quatro protocolos de extragdo em nove
variedades de bananeira e verificaram que a utilizagdo do detergente CTAB no tampdo de
extracdo e a desproteinizagdo utilizando-se clorférmico:alcool isoamilico foi o mais eficiente
para extracdo de DNA de boa qualidade para todas as variedades utilizadas.

Gongalves et al. (2009) verificaram que a substituicdo do cloroférmio, que é um
reagente toxico, pelo acetato de potassio na extracdo de cupuacu proporcionou ao DNA boa
qualidade, que possibilitaram a amplifica¢do de primers de RAPD.

Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que a quantificagdo das
amostras com o emprego da proteinase K produziu um DNA mais limpo (Figura 2). Isso ja
era esperado, pelo fato da mesma remover nucleases e outras proteinas que ficam associadas
ao DNA. Porém, quando se comparou esta metodologia com a que ndo utilizou a proteinase K
(Figura 3), verificou-se uma menor quantidade de DNA extraido. A utiliza¢do das beads de
cerdmica proporcionou um aumento significativo na quantidade de DNA (Figura 4), no
entanto, ndo se obteve boa qualidade, apresentando amostras de DNA fragmentado.
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Figura 2 - Extragdo DNA utilizando beads de tungsténio, segundo protocolo de Doyle e
Doyle (1990) modificado por Figueira et al. (1997), que utiliza a proteinase K para digestio
de nucleases. (L50 = 50 ng/uL; L100 = 100 ng/puL; L200 = 200 ng/uL; 1 a 9 = extrag¢des de
DNA).

Figura 3 - Extra¢do de DNA utilizando beads de tungsténio, segundo protocolo de Doyle e
Doyle (1990) modificado por Ferreira e Grattapaglia (1998), que ndo utiliza a proteinase K.
(L =100 ng/uL; 1 — 11 = extragdes de DNA).
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Figura 4 - Extracdo de DNA, segundo protocolo de Doyle e Doyle (1990) modificado por
Ferreira e Grattapaglia (1998) sem a utilizagdo da proteinase K. Amostras 1 a 4 utilizando
beads de ceramica; 5 a 7 utilizando beads de tungsténio. Note o DNA ligeiramente
fragmentado em 2, 3 e 4.

Portanto, a utilizag@o do protocolo de Doyle e Doyle (1990) modificado por Ferreira e
Grattapaglia (1998) foi o que proporcionou melhor qualidade e quantidade de extragdo de
DNA de cupuagu. Esta qualidade foi comprovada com a amplificagdo destes DNAs extraidos
através da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) com a utilizagdo de primers de
microssatélite (SSR), proporcionando bandas nitidas (Figura 5).

Figura 5 — Genotipagem em gel de poliacrilamida com primers SSR em individuos de
cupuagu.
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Conclusdes
Com o presente trabalho foi possivel concluir que a utilizagdo das beads de tungsténio sem o
emprego da proteinase K possibilitou a extragdo de um DNA com melhor qualidade e
quantidade.
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