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Resumo: A qualidade do DNA é de fundamental importancia quando se objetiva
avaliar a diversidade genética em espécies arboreas por meio de reagcdo em
cadeia da polimerase (PCR). Impurezas presentes no DNA podem influenciar
negativamente as sensiveis reacdes da PCR. O objetivo do presente estudo foi
avaliar a qualidade do DNA extraido a partir de folha e caule de Hancornia
speciosa. O DNA foi extraido do tecido caulinar e foliar de cinco individuos. A
guantificacao foi realizada por meio de espectrofotometria e eletroforese em gel
de agarose. O material genético obtido a partir do caule apresentou pureza
semelhante ao extraido da folha, obtendo valores para a razao entre as
absorvancias (A2eso/A2s0) de 1,46 para o caule e de 1,42 para a folha, ficando,
ambos, um pouco abaixo do valor considerado étimo que é entre 1,5 e 2,5. O
tecido caulinar apresentou um DNA de qualidade semelhante ao da folha, sendo
sua utilizacao viavel para estudos moleculares em H. speciosa.
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1. Introducéo

A andlise molecular é bastante empregada em estudos de diversidade
genética que visam o melhoramento e a conservacdo de espécies florestais
(REDDY et al., 2002) Com isso, a qualidade do DNA extraido € de fundamental
importancia para o bom funcionamento da PCR. Pesquisas recentes, com
enfoque genético, realizadas para a H. speciosa, mostraram que o DNA extraido
a partir tecido foliar apresentou boa qualidade, resultando em amplificacdes via
PCR e posterior visualizacdo de padrbes de bandas apés a eletroforese (COSTA,;
et al., 2011; MARTINS et al., 2012).
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Atualmente a extracdo de DNA a partir do tecido do caule vem sendo
empregada com o intuito de facilitar a extracdo e aumentar a pureza do DNA
extraido (NOVAES; RODRIGUES; LOVATO, 2009). O tecido foliar, por ser mais
susceptivel a herbivoria e a infecgées, (COLEY; BARONE, 1996) geralmente
produz metabdlitos secundarios como alcaloides, cianeto, polifendis e terpenos
(TURNER, 2001), que acabam por interferir na pureza do DNA dificultando as
sensiveis reacfes que ocorrem durante a PCR. Sendo assim o tecido caulinar
uma alternativa para a extragdo do DNA.

Um dos métodos empregados para se estimar a qualidade do DNA é a
espectrofotometria. Nessa técnica o grau de pureza é obtido pela razdo entre as
absorvancias a 260nm e 280nm (Aze0/A2s0), onde a absorvancia do comprimento
de onda de 260nm indica presenca de DNA e a de 280nm significa presenca de
proteina. Valores para essa razdo entre 1,5 e 2,5 sdo considerados ideais
(COLPAERT et al., 2005).

Diante disto, 0 objetivo do presente trabalho foi avaliar a qualidade do DNA
de Hancornia speciosa extraido a partir dos tecidos foliar e de caulinar.

2. Material e Métodos

As amostras de folha e de caule de cinco individuos foram coletadas e
acondicionadas em tubos plasticos de 2 ml, contendo CTAB 2x, identificados e
transportados ao Laboratério de Genética e Melhoramento Florestal — UFRN,
Macaiba/RN. Em seguida foram armazenadas em freezer a -20°C, até 0 momento
da extragao do DNA.

Aproximadamente 250 mg de material foliar e de caule foram utilizados
para a extracdo do DNA pelo método CTAB proposto por Doyle e Doyle (1987),
com modificagbes. Foram utilizados 100 mM de Tris pH 8,0; 1,4 M de NacCl; 20
mM de EDTA pH 8,0; 2% (p/v) CTAB; 1% (p/v) PVP-40 e 0,2% (v/v) de B-
mercaptoetanol pré-aquecido a 65°C em banho-maria. O DNA foi entdo
armazenado em freezer até sua utilizacao.

Apos sua extracdo, a concentracdo total de DNA foi mensurada utilizando o
espectrofotdmetro Epoch™ assim com por meio de eletroforese em gel de
agarose onde foi utilizado o GelRed™ como corante. A eletroforese foi realizada
em cuba horizontal, com gel de agarose 1% (p/v) e tampé&o TBE 0,5X (Tris-Borato
EDTA), com a voltagem de 80 v, por quarenta minutos. Como referéncia foi
utiizado o marcador molecular (Ladder) de 1.000 pares de base. Ja o
espectrofotometro forneceu os dados referentes as absorvancias dos
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comprimentos de onda 260nm e 280nm. Onde a razado entre elas (A2e0/A2g80) foi
utilizada para estimar a pureza do DNA.

3. Resultados e Discussao
O DNA foi obtido com sucesso a partir dos dois tecidos. Os dados obtidos

por meio da analise do espectrofotbmetro indicaram concentragdes significativas
de DNA util (Tabela 1). A concentracdo média de DNA extraido a partir da folha

foi duas vezes maior do que para o caule.

TABELA 1 - Concentracdo de DNA (ng uL?) e qualidade de DNA extraido da folha (F) e de caule

(C), realizada em espectrofotémetro.

Folha  DNA (ng uL®) Razao Caule  DNA (ng pL?) Razao
(A260/A2s0) (A260/A2s0)

F1 935,376 1,19 Cil 286,801 1,15
F2 1392,571 1,41 Cc2 443,03 0,92
F4 1131,098 1,58 C3 117,708 1,44
F5 983,048 1,50 C4 892,679 1,76
C5 1007,648 2,04

Média 1110,523 1,42 549,57 1,46

Em relacdo a qualidade do DNA obtido, a razdo encontrada entre os
comprimentos de onda absorvidos (Azs0/Az280) foi semelhante para os dois tecidos,
onde atingiu um valor médio de 1,42 para as amostras de folha e de 1,46 para as
de caule. Um valor entre 1,5 e 2,5 indica um DNA de boa qualidade e com pouca
impureza (COLPAERT et al., 2005). Mesmo os valores encontrados estarem um
pouco abaixo do valor esperado, as amostras podem ser consideradas Uteis para
uso. Os resultados da eletroforese confirmaram a presenca de DNA nas amostras
(Figura 1), porém ndo mostram correlagdo com os valores encontrados no

espectrofotdmetro.

Figura 1 - Quantificacdo do DNA extraido de folha (F) e caule (C) por meio de eletroforese. Ladder
com mil pares de bases.
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4. Concluséao
A extracdo de DNA a partir do caule apresentou qualidade semelhante ao

da folha, porém em menor quantidade. Sua utilizacdo se mostra promissora para

estudos moleculares baseados em PCR.
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