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RESUMO: 

A espécie Myrciaria floridunda O. Berg, conhecida popularmente como cambuí, pertence à 

família das Myrtaceaes. O cambuí é uma espécie nativa, não endêmica que ocorre em diver- 

sificados ambientes na Amética Central e na América do Sul. São plantas de crescimento lento, 

com hábito arbustivo ou subarbustivo. Os frutos, produto de interesse da espécie, são do tipo 

baga, pequenos, esféricos com coloração laranja, vermelha e vinho quando estão maduros. A 

exploração da espécie ainda é majoritariamente extrativista, realizada por famílias tradicio- 

nais locais que em época de frutificação da espécie alavancam a renda com venda dos frutos 

em feiras. Os frutos podem ser consumidos em natura, em forma de geleias, licor ou vinho. 

Para estudo da diversidade genética da espécie com utilização de marcadores moleculares do 

tipo ISSR, é necessário que primeiramente seja isolado DNA em qualidade e quantidade sufi- 

cientes para desenvolvimento do trabalho. A coleta do material foi realizada no banco de ger- 

moplasma ativo da Universidade Federal de Alagoas, foram coletadas folhas como amostras. 

O DNA da espécie foi extraído a partir da metodologia do detergente CTAB com modificação 

de adaptação à espécie. Com o DNA isolado, foram testados doze primers ISSR em dois genó- 

tipos de cambuí. Dos doze primers, oito foram selecionados por apresentarem índice de poli- 

morfismo acima de 50%, são eles: UFAL-2, UFAL-3, UFAL-5, UFAL-6, UFAL-7, UFAL-8, UFAL-9 e 

UFAL-10. 

 
 

INTRODUÇÃO: 

O cambuí (Myrica floribunda O. Berg): 

A espécie Myrciaria floribunda pertence à família das Myrtaceaes. Com distribuição 

pantropical, a família Myrtaceae compreende aproximadamente 133 gêneros e mais de 3800 

espécies, tem como centro de diversidade a Austrália, o sul da Ásia, a região Neotropical e uma 

pequena parcela na África (Wilson et al., 2001). As principais características botânicas que 

distinguem a família são: folhas completas com presença de glândulas de óleo, ovário semi- 

ínfero a ínfero, floema interno, estames normalmente numerosos e vasos com orifícios revesti- 

dos (Wilson et al., 2001). 

O cambuí é uma espécie nativa, não endêmica que ocorre em diversificados ambientes 

na América Central e na América do Sul (Sobral et al., 2015). São plantas de crescimento lento 

que apresentam hábito arbustivo ou subarbustivo. O cambuí possui inflorescências cimosas 

composta por pequenas flores brancas. Os frutos são do tipo baga, pequenos, esféricos com 

coloração laranja, vermelho e vinho quando estão maduros. Em um trabalho de caracterização 

realizado com populações da costa alagoana, Araújo (2012) que os diâmetros dos frutos podem 

chegar a 12,18 mm, com peso médio de até 1,43 g e rendimento de polpa de 76,19%. 



A exploração da espécie é em sua maior parte extrativista. Segundo Gama et al. (2017), 

o extrativismo do cambuí é geralmente realizado por famílias tradicionais locais e representa 

significativa importância econômica e social, compondo parte importante da renda dessas fa- 

mílias em época de colheita. Os frutos são consumidos em natura ou utilizados para fabricação 

de suco, geleias, licores e vinhos (Santos, 2010). 

Protocolo de extração: 

O desenvolvimento de estudos moleculares depende diretamente da qualidade do DNA 

extraído, desse modo a otimização e estabelecimento de protocolos de extração são necessários, 

visto que um bom procedimento de extração deve produzir DNA de pureza, qualidade e quan- 

tidades adequadas para manipulação (Romano, 1998). 

A presença de polissacarídeos, fenóis e compostos secundários representam o principal 

problema encontrado no processo de purificação de DNA vegetal, pela ação que estes contami- 

nantes apresentam sobre a atividade da enzima Taq DNA polimerase. Folhas de diversas espé- 

cies vegetais possuem níveis variados de polissacarídeos que são inibidores da reação de PCR 

e os protocolos tradicionalmente utilizados para extração de DNA vegetal, embora removam as 

proteínas, nem sempre removem efetivamente esses polissacarídeos (Demek & Adams, 1992). 

A otimização de um protocolo de extração se torno necessária quando protocolos pa- 

drões que são utilizados para a maioria das espécies, como os protocolos baseados no método 

CTAB. O objetivo da otimização é desenvolver um protocolo rápido, simples e com boa repro- 

dutividade. 

Mascadores ISSR: 

Os marcadores moleculares vêm sendo amplamente empregados em estudos de diversi- 

dade, caracterização, filogenia, estrutura de populações, entre outros. Os marcadores dominan- 

tes do tipo ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) são segmentos de DNA com 100 a 3.000 pares 

de base e é baseado na técnica de PCR (Zietkiewicz et al., 1994). São marcadores que apresen- 

tam elevado grau de polimorfismo, tem boa reprodutibilidade e apresentam baixo custo para 

desenvolvimento, uma vez que não é necessário ter conhecimento prévio da sequência de DNA 

para desenvolvimento do primer utilizado (Reddy et al., 2002). 

As regiões amplificadas por marcadores do tipo ISSR são abundantes e se encontram 

distribuídas por todo o genoma. Por apresentar baixa especificidade e geralmente acessar di- 

versos locos polimórficos, os marcadores ISSR se apresentam como uma ferramenta importante 



para estudos de diversidade genética principalmente em espécies pouco exploradas nesse as- 

pecto, uma vez que, por ser um marcador muiltiloco não é necessário o conhecimento prévio 

do DNA a ser avaliado (Gupta et al., 1994). 

 

OBJETIVOS: 

Objetivo geral: 

- Selecionar marcadores do tipo ISSR para serem utilizados no estudo da diversidade 

genética do cambuí. 

Objetivos específicos: 

- Otimização de um protocolo de extração de DNA total para o cambuí. 

 
- Avaliar e selecionar primers ISSR para serem utilizados como marcadores moleculares 

para a espécie. 

 

 

MATERIAL E MÉTODOS: 

Coleta do material: 

A coleta do material foi realizada no banco de germoplasma ativo, localizado no Centro de 

Ciências Agrárias (CECA) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL). O banco de germo- 

plasma ativo tem como curador o professor doutor Eurico Eduardo Pinto de Lemos. 

No ato da coleta, foram priorizadas plantas com maior presença de folhas jovens. Com 

o auxílio de uma tesoura de poda, foram coletadas folhas das extremidades dos ramos e logo 

após, as folhas foram transferidas para tubos do tipo Falcon (50 ml) e receberam uma identifi- 

cação alfanumérica. Depois de serem identificados os tubos foram acondicionados em uma 

caixa térmica na presença de gelo. 

O material coletado foi transportado para o Laboratório de Genética de População 

(LGP) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). Ao chegarem ao LGP, os tubos 

foram transferidos para um freezer com temperatura de -20 °C e permanecem conservados à 

disposição do grupo de pesquisa (Figura 1). 



 

 
 

Figura 1: Amostras de folhas coletadas de cambuí, conservadas em freezer no LGP. 

 

 

 
Otimização da extração do DNA: 

Para extração dos indivíduos coletados em campo, 39 no total, foram macerados 150 

mg de folha em almofariz na presença de 1,3 µL do tampão de extração (CTAB 2%). Após a 

maceração das amostras foi adicionado o 2-Mercaptoetanol, a proteinase K e o material foi 

transferido para tubos eppendorf e colocado em banho-maria a 60 °C por uma hora. Após ser 

retirado do banho-maria, o material esfriou em temperatura ambiente e recebeu o volume e 650 

µL de CIA (clorofórmio: álcool isoamílico – 24:1) gelado e os tubos foram levemente agitados 

com as mãos até a formação de uma emulsão. Após esta etapa, os tubos foram centrifugados a 

12.000 RPM por 5 minutos a temperatura ambiente. Depois da centrifugação a fase aquosa 

superior de cada tubo foi coletada e transferida para um novo tubo eppendorf onde foram adi- 

cionados 200 µL do tampão de extração e 650 µL de CIA, os tubos foram agitados novamente, 

centrifugados a 12.000 rpm por 5 minutos e tiveram novamente a fase aquosa superior coletada 

e transferida para um novo tubo eppendorf. A etapa anterior foi repetida mais uma vez e após 

a transferência para um novo tubo eppendorf as amostras receberam o volume de 650 µL de 

Isopropanol gelado e permaneceram em freezer -20 °C por uma noite. 

No dia seguinte, os tubos foram centrifugados a 12.000 rpm por 5 minutos e todo sobre- 

nadante foi descartado, deixando-se apenas os pellets nos tubos. Foram realizadas duas lava- 

gens com um mL de etanol 70% em temperatura ambiente e as amostras foram centrifugadas 

por 3 min a 12.000 RPM. Após as lavagens os pellets secaram nos tubos em temperatura ambi- 

ente e foram ressuspendidos em 40 µL de água ultrapura e colocados em freezer a -20 °C (Fi- 

gura 2). 



 

 
 

Figura 2: DNA isolado das folhas coletadas de cambuí, mantidas em freezer no LGP. 

 

 
 

Eletroforese: 

O DNA extraído foi submetido à técnica de eletroforese horizontal em gel de agarose para 

a análise da quantidade e qualidade do material obtido. O gel de agarose foi preparado a uma 

concentração final de 1% em TBE 0,5x. A corrida teve duração de 20 minutos, a 80 V. 

Foram aplicadas em um mesmo gel com 40 poços, as 39 amostras de DNA extraídas. Em 

cada poço foram aplicados 3,5 µL do DNA com 0,8 µL do corante Blue Green. O resultado da 

eletroforese foi visualizado com o auxílio de um transluminador do tipo LED. 

Seleção dos iniciadores ISSR: 

Um total de 12 iniciadores ISSR disponíveis foi utilizado, a fim de selecionar aqueles 

cujos marcadores produzidos fossem mais polimórficos para o estudo da diversidade genética 

de M. floribunda. Para isso, o DNA de nove amostras pré-selecionadas foi submetido a ampli- 

ficações via PCR com os iniciadores. 

Foram utilizados para cada reação: 25 ng de DNA molde, tampão para Taq PCR a 1x, 2 

mM de MgCl2, 0,2 mM de cada dNTP (Sinapse), 0,4 mM do iniciador (Tabela 1) e 1 U de Taq 

DNA Polimerase (Sinapse), para um volume final de 15 µL. Todas as reações foram realizadas 

em um termociclador Biogener e foram submetidas a uma desnaturação inicial de 94°C por 4 

minutos, seguida por 40 ciclos compostos pelas etapas de desnaturação a 94°C por 1 minuto, 

anelamento a 46°C por 1 minuto e extensão a 72°C por 2 minutos. Por fim, foi realizado um 

passo de extensão final de 72°C por 5 minutos. Controles negativos consistindo de todos os 



reagentes exceto o DNA molde foram realizados em cada experimento, a fim de verificar pos- 

sível contaminação. 

Os produtos amplificados foram separados por eletroforese horizontal em gel de agarose 

2%, submerso em tampão TBE 0,5x (45 mM Tris-borato, 1 mM EDTA), sob tensão constante 

de 80V, durante 70 minutos. As amostras foram diretamente coradas com Blue Green loading 

dye I. Ao final, elas foram visualizadas sob luz de LED e fotografadas com câmera digital 

(Major Science). O marcador de peso molecular Ladder 100 bp Plus (Sinapse) foi usado para 

comparação do tamanho das bandas produzidas. 

 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO: 

O isolamento do material genético das amostras teve sua qualidade avaliada visual- 

mente. A extração não funcionou para todos as amostras e foi notado um fato em comum entre 

as amostras das quais não obtivemos uma bandida nítida e integra, tratavam de amostras de 

folhas velhas e escuras. As demais amostras apresentaram bandas nítidas e integras (Figura 3). 

Em trabalhos relacionados a extração de DNA a partir de tecido foliar, os autores aconselham 

que sejam priorizadas folhas jovens, tenras e com bom aspecto físico, a fim de, evitar a maiores 

concentrações de fenóis e polissacarídeos, que interferem negativamente no processo de isola- 

mento do DNA (Mitton et al., 1979). 

 

Figura 3: Eletroforese em gel de agarose do material genético obtido a partir do protocolo de extração de DNA. 

As amostras foram comparadas em relação ao marcador (M) com 100 pares de base. 

A partir dos 12 primers avaliados, três não mostraram produto de amplificação. Dos 

noves primers que amplificaram, todos foram polimórficos (Figura 4). O número de bandas 

variou de duas a sete, com média de quatro bandas. O comprimento de bandas variou de 2000 

a 400 pares de bases. Quanto ao polimorfismo, a média dos primers que amplificaram ficou em 



torno de 80%, resultado parecido com o encontrado por Santana et al. (2011) ao trabalharem 

com umbu-cajazeira, aplicando marcadores ISSR para estudo da diversidade genética da espé- 

cie. 

 

 
Figura 4: Eletroforese em gel de agarose com o material amplificado por oito dos doze primers analisados. O 

primeiro e último poço do gel receberam a aplicação do Ladder com 100 pares de bases para análise comparativa 

do comprimento das bandas. Os oito primeiros poços após o marcador são referentes ao genótipo 2G, e os oito 

seguintes são referentes ao genótipo 4G. 

Nos trabalhos que são desenvolvidos utilizando-se marcadores dominantes como os 

ISSR, a percentagem de locos polimórficos é considera como medida de diversidade genética 

(Lorenzoni et. Al, 2014). Com base nesta informação, a seleção de primers é realizada com 

base no percentual de bandas polimórficas apresentadas pelo primer, esses resultados podem 

ser visualizados na Tabela 1. Os primers UFAL-2, UFAL-3, UFAL-7, UFAL-9, UFAL-100 

tiveram um padrão de amplificação 100% polimórfico. O maior número de bandas foi obtido 

através da amplificação dos primers UFAL-5, UFAL-6, e UFAL-8 com 7 bandas amplificadas 

com índice de polimorfismo igual 57%, 71% e 71% respectivamente. 

Tabela 1: Resultados da amplificação dos marcadores ISSR utilizados, com número de bandas amplificadas, nú- 

mero de bandas polimórficas e índice de polimorfismo calculado entre a proporção de bandas polimórficas e o 

número de bandas amplificada pelo primer. 

 

 
Primer 

 
Nº de Bandas 

Nº Bandas de 

Pol. 

 
% P 

UFAL-1 0 0 0 

UFAL-2 4 4 100 

UFAL-3 4 4 100 

UFAL-4 6 1 17 

UFAL-5 7 4 57 



 

UFAL-6 7 5 71 

UFAL-7 4 4 100 

UFAL-8 7 5 71 

UFAL-9 3 3 100 

UFAL-10 2 2 100 

UFAL-11 0 0 0 

UFAL-12 0 0 0 

 

 

Conclusão: 

Os primers UFAL-2, UFAL-3, UFAL-5, UFAL-6, UFAL-7, UFAL-8, UFAL-9 e 

UFAL-10 podem ser utilizados como marcadores moleculares para estudo de diversidade ge- 

nética com a espécie M. floribunda O.Berg. 
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