69?2 Reunido Anual da SBPC - 16 a 22 de julho de 2017 - UFMG - Belo Horizonte/MG

2.02.03 - Genética / Genética Vegetal

EXTRACAO E AMPLIFICACAO DE DNA E DIVERSIDADE GENETICA DE ACAI-
SOLTEIRO

Lidia do Nascimento Cavalcante!, Fernanda Dantas Benvindo®, Hellen Sandra Freires da Silva
Azévedo?; Susana Maria Mello SilvaZ Lucielio Manoel da Silva® e Tatiana de Campos*

1. Graduanda da Universidade Federal do Acre (UFAC)
2. Doutoranda do programa em Biodiversidade e Biotecnologiada da Rede Bionorte
3. Analista de pesquisa da Embrapa - Acre e doutorando do programa em Biodiversidade e

Biotecnologiada da Rede Bionorte

4. Pesquisadora da Empresa Brasileira de pesquisa Agropecuaria (Embrapa — Acre)

Resumo:

Euterpe precatoria € uma espécie de grande
importancia econbmica e muito utilizada como
alimento pelos povos da regido Amazonica. O
objetivo do estudo foi avaliar extracdo e
amplificacdo de DNA e a diversidade genética de
E. precatoria. O estudo foi realizado em 25
individuos. O DNA extraido foi quantificado em
gel de agarose 1% e realizado teste de
temperaturas de anelamento para amplificacdo
em oito locos. A diversidade genética foi
estimada pelos parametros: Heterozigosidade
Observada (Ho), Esperada (He), Numero de
Alelos (N) e o conteudo de Polimorfismo (PIC).
As distancias genéticas de Rogers foram
calculadas e usadas na construgdo do
dendrograma. As quantidades de DNA variaram
de 20ng/ul a 300ng/ul. Os valores de (He)
variaram de 0,129 a 0,682 e os de (Ho) variaram
de 0,00 a 0,533. O numero de alelos variou de 2
a 4 alelos/loco. Conclui-se, que o protocolo
usado na extracdo funcionou e a diversidade
genética na populacao de E. precatoria estudada
com apenas trés locos é baixa.
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Introducdo:

A palmeira (Euterpe precatoria Mart.)
conhecida popularmente como acai-solteiro é
uma espécie de grande importancia econdmica e
apresenta importante papel social. Faz parte da
tradicdo e identidade dos povos ribeirinhos e
indigenas da regido amazodnica.

Atualmente, o consumo do mesocarpo dos
seus frutos “suco de agai” vem se destacando no
mercado nacional e internacional, devido ao seu
alto valor nutricional (YAMAGUCHI et al., 2015).

Apesar de sua importancia econémica, e
utilizacdo como alimento, pouco se conhece
sobre a variabilidade genética da espécie E.
precatoria. Na literatura, s&o encontradas
pesquisas na area de genética apenas para E.
oleracea e E. edulis (CONTE et al., 2006;
OLIVEIRA et al., 2010).

Para a caracterizagdo da diversidade, ha
varios marcadores moleculares disponiveis,
sendo os que usam a técnica de PCR

(Polymerase Chain  Reaction), como 0s
microssatélites ou SSR (Single Sequence
Repeat).

Esses marcadores SSR sdo sequéncias
curtas, que contém de 1 a 6 pares de bases
repetidas lado a lado no genoma, séo
codominantes, multialélicos, com andlise de
polimorfismos relativamente simples, necessitam
de pequenas quantidades de DNA nas reacdes
de PCR, além de serem plenamente transferiveis
entre espécies taxondmicas e até mesmo de
géneros distintos (GAIOTTO et al, 2001;
GRATTAPAGLIA, 2007).

O marcador SSR vem sendo utilizados
com sucesso na caracterizagdo da diversidade
de plantas com grande interesse econémico
(OLIVEIRA et al., 2010).

Portanto, o uso deste marcador em
populacdo natural de acai-solteiro, a fim de
conhecer a variabilidade genética da espécie é

de fundamental importancia para gerar
estratégias para a conservagdo e manejo da
espécie.

Desta forma, o objetivo do estudo foi
avaliar a extracdo e amplificacdo do DNA e
diversidade genética de acaizeiro (Euterpe
precatoria).

Metodologia:

O estudo foi realizado em populacédo de
acai-solteiro da Terra Indigena Kaxinawa de
Nova Olinda, no municipio de Feijo, estado do
Acre.
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A extracdo de DNA foi realizada em 25
individuos. Foram coletados foliolos maduros
para a extracdo de DNA, os quais foram
armazenados em microtubos contendo 1,0 mL
de tampédo de transporte (30% de tampédo de
extragdo CTAB a 2%: 70% Etanol) e
encaminhados para o Laboratério de
Morfogénese e Biologia Molecular (LabMol) da
Embrapa Acre.

O DNA genbmico total foi extraido

usando o protocolo descrito por Doyle e Doyle
(1987) com modificacbes. O DNA extraido foi
guantificado por meio de eletroforese em gel de
agarose (1 %). A reacao de amplificacdo dos
microssatélites foi testada a partir da literatura
disponivel (GAIOTTO et al., 2001).
Para a amplificacdo do DNA foi testada usando
duas concentragfes de Tag polimerase em oito
locos microssatélites em 15 amostras. As
reacoes de amplificacdo dos fragmentos de DNA
foram feitas contendo 5 ng de DNA gendmico;
tampao 1x; 0,25 mM de cada dNTP; 0,25 mg/mL
de BSA (Albumina Sérica Bovina); 2,0 mM
MgCl,; 0,2 uM de cada iniciador e 1 U de Taq
polimerase, sendo o volume final de 13 pl. No
segundo teste foi alterada somente a quantidade
de Tag polimerase que foi de 2,5 U. Também
foram testadas as temperaturas (45,0; 45,8;
46,8; 48,2; 50,2; 52,1; 53,6; 55,4; 57,3; 58,5;
59,4; e 60 °C) para verificar a temperatura
especifica de cada loco.

Os produtos  amplificados
visualizados em gel de agarose (3%).

Apbés as analises foram definidas as
temperaturas especificas para cada loco.
Posteriormente, as amostras foram submetidas
as seguintes etapas de amplificacdo: 94 °C por 1
minuto, seguido de 30 ciclos de 94 °C por 1
minuto, temperatura de anelamento definida para
cada iniciador por 1 minuto a 72 °C, e uma fase
final de extensao de 72 °C por 5 minutos.

A eletroforese para genotipagem foi
realizada em gel de poliacrilamida desnaturante
(5%). A coloragéo do gel foi realizada utilizando-
se nitrato de prata, segundo o Creste et al.

foram

(2001). A interpretacdo dos fragmentos
amplificados foi realizada visualmente por meio
de comparacdo com marcador de peso
molecular padréo.

Foram estimados 0s seguintes
parametros de diversidade genética:
Heterozigosidade Observada (Ho),

Heterozigosidade Esperada (He), Numero de
Alelos (N) por Loco e o Conteudo de
Polimorfismo (PIC) pelo programa TFPGA
(MILLER, 1997). As distancias genéticas foram
calculadas utilizando-se a distancia modificada
de Rogers e foi usada na construcdo do
dendrograma pelo critério de agrupamento
UPGMA.

Resultados e Discusséo:

Foram  detectadas diferencas na
quantidade do DNA genbmico extraido dos
individuos da populacdo de acai-solteiro. As
quantidades variaram de 20 ng/ul a 300 ng/ul
(Figura 1). Resultados similares foram
observados por Costa et al. (2002) ao extrairem
DNA da espécie E. oleracea, 0s autores
obtiveram quantidas de DNA variando de 40
ng/ul a 313 ng/pl.
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Figura 1. Quantificacdo de DNA de 25 amostras
de Euterpe precatoria em gel de agarose (1%)
com o padréo lambda. L: DNA de fago lambda
(L1-40 ng e L, -100 ng).

Em relacdo a concentracdo de Taq
polimerase, a concentragéo de (2,5 U) foram que
funcionaram nas PCRs.

Verificaram-se diferentes temperaturas de
anelamento para os locos estudados. As
temperaturas variaram de 46,8 (EE5) a 62, 0 °C
(EE9). Alguns locos apresentaram a mesma
temperatura de anelamento, o loco EE9 foi o
Gnico que houve a necessidade de ajuste de
temperatura (62, 0 °C) superior das testadas.

Os resultados corroboram com o0s
encontrados por Gaiotto et al. (2001), que
observaram que a temperatura 62 °C amplificou
de forma satisfatoria na transferibilidade de E.
edulis para E. oleracea. Oliveira et al. (2010)
também precisaram otimizar seus procedimentos
ao transferirem locos de E. edulis para E.
oleracea. As temperaturas utilizadas por Oliveira
et al. (2010) foram proximas ao do presente
estudo, os locos EE2, EE8, EE23 variaram
respectivamente nas temperaturas entre 56°,
52°e 56 °C.

Dentre 0s oito microssatélites testados,
trés locos (EE2; EE8 e EE23) detectaram
polimorfismo e produziram bandas definidas. Os
demais locos foram  monomorficos  ou
inespecificos (EE03, EEO5, EEQ9, EE15, EE25).

Verificou-se variagdo no nivel de
polimorfismo entre os locos polimorficos. Os
valores de PIC variaram de 0,129 (EE 23) a
0,660 (EE 08). Esse resultado se difere com os
de Oliveira et al. (2010), que encontraram na
maioria dos locos, um conteldo informacional de
polimorfismo (PIC) elevado, variando de 0,60 a
0,86. Entretanto, nota-se que no loco EE8 que
possui 0 maior numero de alelos o seu PIC
também é maior, dando énfase na observacao
de que quanto maior no numero de alelos, maior
serd o valor do PIC. O numero de alelos variou
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de 02 (EE 02) a 4 (EEO08) alelos/loco.

Os valores de heterozigosidade esperada
(He) variaram de 0,129 (EE23) a 0,682 (EEO08) e
os valores de heterozigosidade observada de
0,00 (EE23) a 0,533 (EEO08). No trabalho de
Oliveira et al. (2010) constatou-se para as
heterozigosidades esperadas variac6es de 0,60
a 0,85. No caso das observadas os valores
variaram de 0,51 a 0,99.

Observa-se, que locos que exibem menor
valor Ho, possuem menor numero de alelos,
sendo observado no loco EE23 valor de 0,00 por
apresentar apenas dois tipos de alelos. De
acordo com Weir (1996), espera-se que o valor
do PIC seja similar ao da estimativa da
heterozigosidade esperada (He), sendo ambos
sinbnimos de diversidade genética.

Com base na distancia Modificada de
Rogers os individuos foram agrupados pelo
método UPGMA (Figura 2). Verificou-se que 0s
individuos (11, 14 e 03), (9, 15 e 07), (05, 10 e
02) e (04 e 06) apresentaram zero de distancia
genética e os individuos (11 e 12, 14 e 12) foram
0S que apresentaram as maiores distancias
(0,817).
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Figura 2. Agrupamento UPGMA de 15 individuos
de Euterpe precatoria com trés microssatélites,
de acordo com as distancias de Rogers
modificado.

O valor encontrado em Oliveira et al.
(2010) na matriz de distancias genéticas formada
pelos 116 acessos foram altamente variaveis,
indo desde totalmente similares (0,00) a quase
dissimilares (0,96), apresentando um resultado
similar com o presente estudo. Segundo os
autores, essa similaridade pode estar associada
ao fato dos acessos terem a mesma procedéncia
e ambiente de coleta.

Utilizando o agrupamento construido pelo
dendrograma € possivel observar que existe
variabilidade genética entre os individuos
analisados de acai-solteiro, entretanto pelo fato
de ter sido utlizado apenas trés locos
microssatélites polimorficos gera-se pouca
distancia genética, apresentando assim muitos
individuos com o mesmo perfil alélico.

Conclusdes:

O protocolo para extracdo de DNA
testado foi adequado para acai-solteiro. A
concentracdo de Taq polimerase para PCR é de
2,5 U e cada loco tem temperatura especifica
para anelamento na PCR. A populagéo de E.
precatoria  apresenta baixa variabilidade
genética, porém vale ressaltar que foi analisada
com base em trés locos. Porém, estudos estao
sendo realizados com mais locos microssatélites
para ser ter a real variabilidade da espécie.
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