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3 MEFTORES

IMATTERITALS

Marcadores moleculares do DNA, especialmente aqueles baseados na PCR (Polymerase Chain
Reaction), estao sendo utilizados como ferramenta muito Util em diferentes estudos genéticos e a
etapa basica paratais estudos é aextracao de DNA gendmico em quantidade e qualidade adequadas

paraque a PCR permita a obtencdo de marcas moleculares nitidas e reprodutivas.
Algumas espécies de planta, incluindo algumas nativas do cerrado, apresentam alto nivel de

polifendis e presenca de mucilagens foliares o que torna o procedimento de extracdo e amplificacao

de DNA mais complexo, necessitando de otimizacdes que possam facilitar a operacionalizacdo
(Couche Fritz, 1990).

CRIEAVE

Neste trabalho, objetivou-se operacionalizar o processo de extracao de DNA de espécies nativas

do cerrado visando a obtencao de amostras de DNA com qualidade, estabilidade e em quantidade
pararealizacdo de analises genéticas com base em marcadores moleculares.

Figura 1. Espécies utilizadas para extracdo do DNA. Sthylosanthes guyanensis (A), S. macrocephala
(B) [Leguminosas forrageiras]; Baru- Dypterix alata (C), Pequi- Caryocar brasiliense (D),

Mangaba- Hancornia speciosa (E), Cagaita- Eugenia dysenterica (F), Araticum- Annona
crassiflora (G) [fruteiras], Macauba- Acrocomia aculeata (H) [producdo &leo], Faveira-
Dimorphrandra mollis () e Barbatimao-  Strypphnodendron adstringens (J) [plantas
medicinais]. Fotos C-J foram gentilmente cedidas pelo Dr. J. Felipe Ribeiro (Proj. CMBBC).
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Para operacionalizar o processo de extracao, fol desenvolvido um protocolo otimizado Unico com
base na metodologia de extracdo descrita por Doyle e Doyle (1990) e modificada por Faleiro et al.
(2002). Asotimizacdes feitas estao relacionadas ao aumento daconcentracao do CTAB, diminuicao

da quantidade de tecido foliare aumento do periodo de desproteinizacao.
Para representar as espécies nativas do cerrado com importancia econémica atual ou potencial,

foram utilizadas 10 espécies, as quais apresentam diferencas marcantes em seus tecidos foliares
como a quantidade de pelos e nervuras, presenca de mucilagens, producao de latex, entre outras

(Almeidaetal., 1998). As espécies utilizadas sao ilustradas naFigura 1.
Para a extracdo do DNA, foram coletadas folhas em estagio intermediario de maturacao de cada

espécie. A extracao fol realizada a partir de aproximadamente 500 mg de tecido foliar, o qual foi
macerado em cadinho de porcelana em contato com N_ liquido. Parte do macerado fol colocado em
um tubo plastico de 2,0 mL, ocupando 's do seu volume. Em seguida, foi adicionado 800 L de
tamp3ao de lise constituido por Tris-HCI 100 mM, pH 8,0, EDTA 20 mM, CTAB 2,8%, NaCl 1,3 M,
Polivinilpirrolidona 1% e 2-mercaptoetanol 0,2%. O macerado fol misturado ao tampao de lise e os
tubos foram mantidos em banho-maria (70 C) por uma hora, sendo agitados, a cada 10 minutos.
Apbs a incubacao, fol realizada a desproteinizacdo, adicionando-se /00 L de cloroférmio-alcool
Isoamilico (24:1 v/v). Em seguida, as amostras foram agitadas, por suaves inversées, por 10
minutos e centrifugadas a4 C, a 18845 g, por 10 minutos. O sobrenadante de cada amostra foi
transferido para tubos de 2,0 mL limpos, foi adicionado 55 L de CTAB /% e o processo de

desproteinizacdo foi repetido.
Para a precipitacdo do DNA, foi adicionado ao sobrenadante final /00 L de isopropanolgelado. Os

tubos foram mantidos a 20 C por duas horas e, a seguir, centrifugados como anteriormente. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado duas vezes com etanol 70% (v/v) e seco a
temperatura ambiente. Posteriomente, os acidos nucléicos totais foram ressuspendidos em 150 L de
adgua contendo RNAse na concentracdo de 40 g/mL e colocados em banho-maria a 37 C para a
completa ressuspensao. Apds esse periodo, o DNA fol novamente precipitado, centrifugado e

ressuspendidoem 150 Lde agua, como ja descrito.
A quantidade do DNA foi estimada por espectrofotometria a 260 nm (Sambrook et a/., 1989). A

relacao A /A_ foiutilizada para avaliar a purezado DNA. Bandas de DNA gendmico total separadas
por eletroforese em gel de agarose 0,8% foram usadas como indicadoras da integridade do DNA
extraido. Para facilitar o processo de avaliacdao da pureza, quantificacao e diluicao do DNA foi
elaborado um programa dentro do aplicativo Excel for Windows. Este programa tem como /nput as
leituras de absorbancia a 260 e 280 nm e como output arelacdo A_ /A, aconcentracdo do DNA
extraido em ng/L, a quantidade total de DNA emng, e o volume de DNA concentrado e de agua para

o preparo de 300 Lde DNA naconcentracaode 10 ng/L.
Para cada espécie avaliada no trabalho, o processo de extracdo e as avaliacdes de quantidade e

qualidade do DNA extraido foram repetidos pelo menos duas vezes.

Tabela 1. Quantificacao e analise de pureza de amostras de DNA

Windows facilita o processo de avaliacdo da pureza, DEESRY $BBI 0

O =44 med o -

) extraidas a partir de tecido foliar de 10 espécies nativas

- s | _ Avial -0 - [NZ S ESESEFumBY EE DA do cerrado, utilizando-se leituras de absorvancia a 260 e
quantificacao e diluicdao do DNA (Figura 2). As leituras 24 _ 2] o I _ _ 280 nm.
Yol 3 ' ' ' 3 No.TUBD AMOSTRAS A260 A280 A260/A280 [ | DNA (nglul) QUANT. TOTAL YOL. DNA conc.  ¥OL. AGUA

medla.s de absorbidncia a 260 nm e as .estlmat.lvas da : T T o = oo z G Espécie Aoor” Asso®  Aow/ A [DNAJng/ uL**  Total DNA (ug)

quantidade do DNA extraido a partir de tecidos foliares de : lows oors_oonl i o 0 s 2 S, guisrisnisis 0113 0073 1548 565 8475

cada espécie estudada neste trabalho mostraram que foi s 2 o g 2 e ron S. macrocephala 0,103 0,059 1,746 515 77,25

, : . C : 10 1 BOIVI0! 0 0 #ON0! #O0VA0! Baru 0,076 0,041 1,854 380 57,00

possivel, a partir do uUnico protocolo otimizado, extrair 1 2z SO E 3 CAT S Pequi 0.100 0053 1887 500 75.00

mais de 37 g de DNA de cada amostra (Tabela 1). — oo ; i oV o Mangaba 0,053 0,031 1,710 265 39,75

A analise de pureza do DNA extraido verificada pela 15 18 WOIV 10! 0 0 WOV 10! WDV Cagaita 0,075 0,042 1,786 375 56,25

i P L — T ; oo sonn Araticum 0111 0,063 1,762 555 83,25

relacdo A_ /A mostrou que foram obtidas amostras de - L mLu . - L o fl‘fﬂﬂa_flbﬂ E’ééﬁ Dﬂb03?4 1:22? ggg ggsgg

aveira , , : ,
boaqualidade (Tabela 1). Apenas o DNA obtido da Faveira Figura 2. Programa do aplicativo Excel for Windows para analise de Barbatimao 0,084 0,050 1,680 420 63,00

* Media de pelo menos duas repeticées
™ Aressuspensao do DMA fol feita em 150 uL de agua.

pureza, concentracao e diluicdo de DNA com base nas
leituras de absorbancia a260 e 280 nm.

apresentourelacao A__ /A menorque 1,5, indicando a
presenca de maior teor de proteinas nas amostras de
DNA. A analise da integridade do DNA verificada pela

eletroforese em gel de agarose 0,8% é apresentada na

Figura 3. DNA gendmico extraido de 10 espécies
nativas do cerrado: 1. Stylosanthes -. i
guianensis; 2. S. macrocephala; 3. Baru; 4.

Figura 3. Foram obtidas amostras integras de DNA de
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todas espécies analisadas neste trabalho. A integridade

do DNA é fundamental para a nitidez e reproducibilidade Pequi: 5. Mangaba; 6. Cagaita; 7.
dos produtos de amplificacdo via PCR (Ferreira e Araticum; 8. Macauba; 9. Faveira e 10.
Barbatimao. WZ 334 56 7

Grattapaglia, 1995).

CONCLUSOES

1. E possivel aobtencdo de amostras de DNA de todas 10 espécies nativas do cerrado em quantidade
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e qualidade satisfatérias para analises genéticas combase em marcadores moleculares.
2. Considerando a diversidade dos tecidos foliares das 10 espécies analisadas neste trabalho,

acredita-se ser possivel, a partir do mesmo protocolo, a extracdo de DNA de amostras de tecidos

foliares de outras espécies.
3. A utilizacao de um protocolo unico de extracao de DNA e de aplicativos especificos estdo sendo de

extrema importancia para operacionalizar o processo de extracao de DNA, aumentar a qualidade

das amostras, diminuir o tempo gasto em cada extracdao, otimizar o uso de reagentes e
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