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Uma das mais importantes etapas nas analises genéticas quando utilizam-se fragmentos
de DNA, é o isolamento e a purificacdo do DNA em quantidades suficientes e de boa
gualidade. Para isso, o protocolo de extracdo utilizado deve atender certos requisitos, tais
como: ser capaz de romper paredes e membranas celulares, bloquear a acdo de DNAses,
separar 0os 4cidos nucléicos das proteinas e polissacarideos e ainda proteger o DNA da
acdo de compostos fendlicos, evitando assim a sua oxidacdo. Portanto, a utilizacdo de um
protocolo de extracdo que seja capaz de atender estes requisitos faz-se necessario,
guando se deseja obter um DNA de alta qualidade. O método mais utilizado para
diferentes espécies € o baseado no uso do detergente CTAB. A literatura descreve
diferentes métodos para extracdo de DNA de aciculas terminais (brotos) de araucaria,
porém para endosperma pouca informacédo esta disponivel. Diante disto, o objetivo deste
trabalho € otimizar o método padrdo CTAB de extracdo de DNA a partir do endosperma de
sementes de Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze. As analises foram realizadas no
laboratério de Genética Molecular da Embrapa Florestas. Foram utilizadas trés sementes
de araucaria congeladas a -20 °C. Partiu-se do protocolo descrito por Mazza e Bittencourt
(2000) para brotos de araucaria, mas o DNA obtido, visualizado sob forma de banda em
gel de agarose, apresentou contaminacdo com proteinas e aparecimento de RNA.
Realizou-se, entdo, duas etapas adicionais de extracdo com solvente organico e adicdo de
RNAse no procedimento. Apds esta extragdo, observou-se ainda a contaminacdo do DNA
e aparecimento de RNA. Numa nova analise, foi realizada uma primeira extracdo com
solvente organico, seguida de adicdo de maior quantidade de RNAse e, apds incubacao a
34 °C, seguiram-se mais duas extracdes com solvente. Este protocolo permitiu a obtencéo
de um DNA integro, sem contaminantes e em quantidades suficientes para as aplicacdes
pretendidas. A partir destes resultados, estabeleceu-se um protocolo de extragdo do DNA
de endopserma de sementes de A. angustifolia, que esta disponivel para utilizacdo no
laboratorio.
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