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EXTRACAO DE DNA DE BAMBU DO GENERO Guadua UTILIZANDO
DIFERENTES PARTES DO TECIDO VEGETAL PARAOTIMIZACAO DE
PROTOCOLO.

RESUMO: As florestas abertas com bambu do género Guadua “Tabocais”, no Acre, sdo
incomuns na Amazonia, mas no sudoeste da bacia, cobrem &reas extensas. Guadua é um dos
géneros de bambu com maior amplitude de distribuicdo no novo mundo. Devido as suas
caracteristicas de durabilidade, resisténcia, facilidade de manuseio, impermeabilidade, baixa
combustéo e alto poder calorifico, 0 bambu vem sendo utilizado em diversas atividades que
incluem do paisagismo a construcdo civil. Nesse sentido, é que se tornam importantes os
estudos genéticos, a fim de estimar a diversidade genética em populagdes naturais. O presente
trabalho tem o objetivo de aperfeicoar o protocolo para a extracdo do DNA de Bambu do
género Guadua, para que posteriormente sejam feitas as analises necessarias. A coleta do
bambu foi realizada na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa Acre). Foram
selecionadas partes do colmo jovem, bainha do colmo jovem e folha jovem, para que os testes
de extracdo fossem realizados. A extracdo do DNA genémico seguiu o protocolo CTAB 2%.
O tecido que apresentou maior concentragdo de DNA foi a folha jovem, com 300 ng/pl. Com
base nos resultados recomenda-se a utilizacdo do tecido foliar de Bambu do género Guadua
para a extracdo de DNA, a fim de que se possa obter uma maior quantidade de estoque de
material para futuras analises genéticas.

Palavras—chave: EXTRACAO DE DNA, BAMBU, Guadua, CONSERVACAO
GENETICA, AMAZONIA

BAMBOO DNA EXTRACTION OF GENDER Guadua USING
DIFFERENT FABRIC PARTS PLANT TO PROTOCOL
OPTIMIZATION

ABSTRACT: Open forests with Bamboo Guadua gender "Tabocais" in Acre, are unusual in
the Amazon, but in southwestern basin, cover extensive areas. Guadua is one of the bamboo
genera with greater amplitude distribution in the new world. Due to its characteristics of
durability, strength, ease of handling, proofing, low combustion and high calorific value,
bamboo has been used in various activities that include landscaping to construction.
Therefore, it is important that become genetic studies in order to estimate the genetic diversity
in natural populations. This study aims to improve the protocol for extraction of DNA from
Bamboo Guadua gender, so that the necessary analyzes are subsequently made. The
collection of bamboo was held in Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa
Acre). Parts of the young culm, sheath of the young culm and young leaf, so that the
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extraction tests were performed were selected. The genomic DNA extraction followed the 2%
CTAB protocol. The tissue with the highest concentration of DNA was the young leaf, with
300 ng /ul. Based on the results it is recommended to use the bamboo leaf tissue of Guadua
for DNA extraction, so that it can obtain a larger amount of stock material for further genetic
analysis.

KEYWORDS: EXTRATION DNA, BAMBOO, Guadua, GENETIC CONSERVATION,
AMAZON

INTRODUCAO
As florestas abertas com bambu do género Guadua,“Tabocais”, no Acre, sdo

incomuns na Amazdnia, mas no sudoeste da bacia, cobrem areas extensas (SILVEIRA, 2001).
Dentre as onze tipologias florestais identificadas no Acre, o bambu ocorre em cinco
(GOVERNO DO ESTADO DO ACRE, 2000). O bambu é uma planta pertencente a familia
Poaceae (Gramineae), subfamilia Bambuzoideae, espalhados em cerca de 88 géneros e,
aproximadamente, 1400 espécies (LIN et al., 2012). De maneira geral, o bambu pode ser
dividido em dois grandes grupos: os bambus considerados “lenhosos”, mais facilmente
identificaveis e de maior importancia econémica (pertencentes as tribos Arundinarieae e
Bambuseae), e os bambus “herbaceos”, caracteristicos de areas de sub-bosques (pertencentes
a tribo Olyreae), que sdo mais raros, representando possivelmente um clado originado dos
bambus lenhosos (YANG et al., 2008; KELCHNER, 2013). As espécies do género Guadua
sdo arborescentes, em geral apresentam espinhos nos colmos e ramos, e assim como outros
bambus, sdo semelparas (um Unico evento de reproducdo sexuada) e monocéarpicas (morrem
apos esse evento)(SILVEIRA 2001). Guadua é um dos géneros de bambu com maior
amplitude de distribuicdo no novo mundo (LONDONO; PETERSON 1991), e a maioria das
33 espécies ocorre no México, América Central e na América do Sul, com exce¢do do Chile,
em savanas, cerrados e florestas de galeria, florestas montanas baixas e florestas tropicais de
terras baixas (CLARK, 1995). Devido as suas caracteristicas de durabilidade, resisténcia,
facilidade de manuseio, impermeabilidade, baixa combustdo e alto poder calorifico, 0 bambu
vem sendo utilizado em diversas atividades que incluem do paisagismo a construcao civil.
Além disso, é tambem uma realidade como matéria prima para a alimentacdo humana e
animal, o bambu também € utilizado na recuperacdo de &reas degradadas, no controle da
erosdo e no enriquecimento fisico e quimico do solo. Por se tratar de um género promissor, e
por ser muito comum na regido do estado do Acre, politicas publicas estdo sendo criadas para
0 uso desse género como fonte de renda para as familias e para o desenvolvimento da
economia local e nacional. Partindo desse principio, programas que visem & conservagdo da
espécie do ponto de vista populacional e genético sdo importantes para manutencdo das
populacBes naturais, e para posterior manejo das espécies do género Guadua. Partindo desse
principio, esse trabalho teve como objetivo, testar diferentes partes de bambu do género
Guadua na extracdo de DNA e determinar qual a melhor estrutura a ser utilizada, para que
posteriormente sejam feitas as analises genéticas necessarias em estudos de conservacao.
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MATERIAL E METODOS

A coleta do bambu foi realizada na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(Embrapa Acre). Foram selecionadas partes do colmo jovem, bainha do colmo jovem e folha
jovem, para que os testes de extracdo fossem realizados (FIGURA 1). Apds a coleta, as folhas
jovens e a bainha do colmo jovem foram armazenas em sacos de polietileno transparente com
silica gel azul, para que fossem desidratadas. O colmo jovem foi acondicionado
imediatamente ap6s a coleta em microtubos contendo 1,0 mL de tampéo de transporte (30%
de tampédo de extracdo CTAB a 2%: 70% Etanol) e levado para o laboratério onde foi
armazenado a -20°C para posterior extracdo de DNA. Os testes de extracdo foram conduzidos
no Laboratorio de Biologia Molecular (Labmol) da Embrapa Acre. A extracdo do DNA
gendmico seguiu o protocolo CTAB 2% (DOYLE; DOYLE, 1987) adaptado por Ferreira e
Grattapaglia (1998) sendo que os tecidos selecionados para os testes foram macerados usando
um macerador automatico Fast Prep ® (Termo Savant) com 100mg dos materiais
selecionados, utilizando duas beads de tungsténio com 3mm de didmetro para trituracdo do
material, por tempo de 80s, com frequéncia de 4rpm. Depois de extraido, 0 DNA genémico
foi quantificado em eletroforese submarina em gel de agarose (1%) por 60 min sob 70 Volts
(V) e 45 miliAmpere (mA). As concentra¢des de DNA foram comparadas por meio da anélise
comparativa de cada amostra com o DNA padrdo fago A de peso molecular conhecido (50 e
100 ng). Apos a quantificacdo o DNA foi visualizado por meio do transilluminator UVP.

Figural. Coleta dos tecidos bainha do colmo jovem e colmo jovem (A). Vista da touceira de
bambu do género Guadua (B).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram encontradas concentragcbes significativas para todos tecidos de bambu
selecionados no teste. Para a folha jovem a maior concentragdo encontrada foi 300ng/pl, para
0 colmo jovem foi encontrado 200ng/ pl e para a bainha do colmo 100ng/ pl. Os tecidos
analisados demonstraram boa qualidade de DNA (FIGURA 2). A parte do tecido de Bambu
que obteve maior concentracdo de DNA foi a folha jovem. Como os bambuzais sdo de dificil
acesso, a coleta de folhas facilita o trabalho e garante um melhor acesso ao material, sendo
gue o0 seu armazenamento € bem mais simples e permite que um volume maior por amostra
seja conservado e mantido em boas condi¢cdes de armazenamento. Comparado ao colmo
jovem, que precisa ser armazenado em tampdo de transporte e que necessita de refrigeracéo
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apos a coleta. Levando em consideracdo areas de coleta de dificil acesso, como em florestas
naturais, a coleta de folhas € bem mais viavel, tanto para a coleta, quanto para o
armazenamento, e por fim, mostrou uma maior concentracdo de DNA extraido, em relagdo as
outras partes que foram analisadas. Rugeles-Silva (2012) e Zappelini (2014) também
obtiveram boas concentracdes de DNA proveniente de folhas para esse mesmo género. Para a
bainha do colmo jovem, a silica ndo é uma boa forma de armazenagem, pois pelo que foi
verificado além de resultar em baixas concentracdes de DNA total, com um valor minimo de
10ng/ul a estrutura sofre uma oxidacdo aparente, ficando o tecido escurecido. Essa oxidacao
pode ter afetado a baixa concentracdo de DNA comparada as demais estruturas.

Figura 2. Imam da quntificagéo e DA de Bambu.

CONCLUSOES

Com base nesses resultados, recomenda-se a utilizagdo do tecido foliar de Bambu do género
Guadua para a extracdo de DNA, a fim de que se possa obter uma maior quantidade de
estoque de material para futuras analises genéticas.
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