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Resumo: A roma (Punica granatum) ¢ uma fruta origindria do Oriente Médio e cresce em regides de
clima arido, com historico de uso medicinal. A fruta apresenta sementes revestidas por uma polpa
avermelhada (granada) onde estdo presentes os compostos fenolicos, principalmente as antocianinas.
Atualmente, ¢ considerada uma importante fruta comercial largamente cultivada no Norte da Africa,
no Mediterrdneo e Oriente Médio. As formas de consumo podem ser a granada fresca, como
componente de saladas ou sobremesa, suco, geleia, aromatizante e corante na composi¢do de outros
produtos. No Brasil, algumas variedades de roma estdo sendo cultivadas nos Estado de Sao Paulo,
Bahia e Pernambuco, sendo os principais fornecedores da fruta para diferentes regides do pais. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a aplica¢do da técnica RAPD para posterior andlise de similaridade
genética/filogenia entre variedades comerciais de roma. Para tanto foram conduzidas rea¢des PCR-
RAPD com primers da série W (Operon). O DNA foi isolado da polpa e da casca usando os métodos
CTAB e o kit comercial DNeasy. Os resultados obtidos mostraram que o DNA da polpa isolado com o
método CTAB, usado na reagdo com OPW2, foi o que apresentou o perfil mais definido, com
possibilidade de ser usado em analises posteriores de similaridade genética/filogenia e defini¢ao de

marcador molecular para verificacao da autenticidade de produtos industrializados a base de roma.
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Introducio

A Roma (Punica granatum) ¢ uma das frutas com uma longa histéoria medicinal,
amplamente utilizada por muitas culturas, principalmente as orientais. Era considerada pelos antigos
egipcios como um simbolo da prosperidade e da ambigdo, e as partes da arvore foram utilizadas como
tratamento para a ténia e outras infec¢des por parasitas (BRAGA et al. 2005). Nos dias atuais ¢ uma
importante fruta comercial largamente cultivada nos paises da Asia, Norte da Africa, no mediterraneo
e Oriente Médio (SARKHOSH et al. 2006). Investigagdes sobre os componentes quimicos € sua
atividade bioldgica em todas as partes da roma3, incluindo folhas, sementes, suco, casca e casca, estdo
despertando o interesse tanto do ponto de vista de satide como econdmico (LANSKY & NEWMAN,
2007; SINGH, CHIDAMBARA MURTHY, & JAYAPRAKASHA, 2002; GIL et al, 2000). Estudos
relatam a eficdcia de extratos obtidos de diferentes partes tanto da arvore (cascas e folhas) como dos
frutos (cascas) de roma, com elevado conteido de compostos bioativos, para inibir o crescimento de
patogenos, tanto em alimentos como em humanos (AL-ZOREKY, 2009). De acordo com Vasconcellos
et al. (2003) ¢ Duman et al. (2009), os extratos de roma também apresentam atividade antifiungica
tendo atividade inibidora contra algumas espécies de Candida e Saccharomyces cervisiae.

No Brasil, pesquisas realizadas t€ém demonstrado que existe a possibilidade de cultivo de
espécies de climas tropical imido, subtropical e temperada, com potencial econdomico para as areas
irrigadas do semiarido brasileiro. Assim, a cultura da romazeira estd sendo introduzida e avaliada,
também desde 2010, com o objetivo de encontrar uma nova opg¢ao de cultivo para os produtores da
regido. Estdo em avaliagdo as cultivares “Wonderful” e “Bagawa”, importadas dos EUA e de Israel, no
campo experimental da Embrapa Semiarido em Petrolina - PE.

O cultivo da roma promoveu um interesse pela defini¢do de marcadores moleculares a base de
DNA como o que j4 foi realizado para definir o mapeamento genético de muitas espécies de plantas
como a alfafa, feijdo guandu e macd (AGARWAL, SHRIVASTAVA, PADH,2008), que usaram a
técnica RAPD (GIMENEZ, PISTAO, MARTIN, ATIENZA, 2009). A base da técnica de RAPD
consiste de uma amplificacdo por PCR diferencial de DNA genomico, que detecta polimorfismos de
DNA, usando curtas sequéncias de oligonucledtidos aleatdrios (primers decaméticos) com sequencia
predominantemente composta por G / C (60-80%) (WONG, YEOH, LIM E LOOI, 1997).

Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi avaliar a aplicagdo da técnica RAPD para
posterior analise de similaridade genética/filogenia entre variedades comerciais de roma e defini¢dao de

marcador molecular para cerificagdo da autenticidade de produtos industrializados a base de roma.
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Material e Métodos

A extragdo do DNA da variedade Wonderful (polpa e casca) foi conduzida usando o kit
DNeasy (Qiagen, Hilden, Alemanha) e o método CTAB (MURREY, THOMPSON, 1980). A
concentragdo da solucdo do DNA isolado foi determinada por espectrofotometria UV/VIS (260nm). A
pureza do isolado foi determinada pela razdo Abs260nm/Abs280nm. Em seguida, foi realizada a
genotipagem usando a técnica PCR-RAPD com primers decaméricos da série W da Operon (OPW).

Para a conducdo das reagdes foram usados 30ng de DNA. A PCR-RAPD foi conduzida no
termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems, California, EUA), com ciclagem:
desnatura¢dao inicial(94°C/1min) seguida de 45 ciclos: desnaturagdo (94°C/30s), anelamento
(37°C/30s), extensdo (72°C/1min), e extensao final (72°C/5min). Os produtos da reacao foram
analisados por eletroforese horizontal em gel de agarose 1.5% em tampao TBE 1X(89 mM Tris base,
89 mM 4cido boérico e 2 mM EDTA) com 100 volts por 4 horas, e fotodocumentados. (Vilmart,
Biosystems, EUA).

Resultados e Discussao
O rendimento obtido com a extracdo do DNA gendmico da polpa e casca, bem como a pureza
desses isolados, usando os diferentes métodos de extracdo estdo representados na Tabela 1. Pode-se
verificar que o rendimento e a qualidade/pureza do DNA da polpa extraido com CTAB foram os
melhores resultados. A genotipagem (PCR-RAPD) foi conduzida entdo usando os primers
decaméricos OPW1 e OPW2. Os resultados obtidos mostraram que o DNA da polpa isolado com o
método CTAB, usado na reagdo com OPW2, foi o que apresentou o perfil mais definido, com

possibilidade de ser usado em analises posteriores de similaridade genética/filogenia (Figura 1).

Tabela 1: Rendimento da extracdo e pureza do DNA.

Amostras Concentrac Pureza
ao [ng/pL]
Polpa CTAB 12,44 2,00
Polpa DNeasy 9,78 1,26
Casca CTAB 8,33 1,39
Casca DNeasy 25,00 0,89
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1 - casca
2 - polpa
3 - casca
4 - polpa

| |

CTAB DNeasy

Figura 1: Perfil de bandeamento como resultado da PCR-RAPD do DNA de polpa e casca de roma

usando os primers decaméricos OPW1 e OPW2.

Conclusao
Os resultados mostraram que a técnica PCR-RAPD ¢ aplicavel para a andlise da
similaridade/diversidade genética de variedades comerciais de roma. Assim sendo, serd possivel
definir um marcador molecular para a presenga de roma em produtos industrializados, garantindo a sua
autenticidade.
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