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RESUMO

O Bioma Caatinga localiza-se na regido de clima semidrido do Nordeste brasileiro e é
constituida de vegetais xeréfilos, como € o caso das cactdceas (mandacaru e xique-xique). Na
ultima década se observa o crescente interesse de explorar os recursos genéticos de plantas da
regido semidrida visando compreender mecanismos de resisténcia a seca, bem como a busca
por biomoléculas envolvidas na resisténcia a doencgas causadas por patégenos e pragas. O
objetivo deste trabalho foi estabelecer protocolos para a extracdo do DNA de folhas de plantas
nativas ou introduzidas na Caatinga, de acordo com as caracteristicas fisioldgicas das
espécies. Para tanto, trés protocolos para extracio de DNA gendmico de plantas da Caatinga
foram elaborados, testados e comparados em 10 espécies vegetais nativas ou introduzidos na
Caatinga. A coleta de material vegetal ocorreu no do Horto Florestal Olho d’Agua da Bica,
Centro de Educacdo e Saude (CES) /UFCG, localizado em de Cuité-PB e no Sitio Linha dos
Pereiras, em Jacana RN. Como resultado, foi possivel isolar os DNAs gendmicos das 10
espécies vegetais selecionadas pelos trés métodos comparados, embora apresentando
diferencas significativas na eficiéncia quanto a quantidade e qualidade do DNA isolado, de
acordo com a estimativa realizada em espectrofotometro Nanodrop. De modo geral, os
Protocolos I e Il produziram as mais elevadas quantidades de DNAs isolados para igual
nimero de espécies estudadas. Entretanto, o Protocolo I produziu maior quantidade de DNA
de trés das quatro espécies que possuem folhas tenras, enquanto que o Protocolo III produziu

maior quantidade de DNAs em quatro das seis espécies de dificil maceragao.

Palavras-chave: Caatinga, CTAB, Xeréfilas, Caeasalpinia pyramidalis.



ABSTRACT

The Caatinga biome is located in semiarid climate region of Northeast Brazil and consists of
vegetables xerophilos, as is the case of cacti (mandacaru and xique-xique). In the last decade
has seen a growing interest in exploring the genetic resources of plants from semiarid region
in order to understand mechanisms of resistance to drought, as well as the search for
biomolecules involved in resistance to diseases caused by pathogens and pests. The objective
from this work was to establish protocols for extraction of genomic DNA from Caatinga plant
leaves. Then, three protocols were for extraction of genomic DNA from Caatinga plants were
elaborated, tested and compared in 10 plant species native or introduced Caatinga, according
to physiological characteristics of the species. Plant materials were collected in the Horto
Florestal Olho D’Agua da Bica, Health and Education Center CES/UFCG, located in the
Cuité-PB and Line of Pear Site in Jacana-RN. As a result, it was possible to isolate genomic
DNA from 10 plant species selected by the three methods compared, albeit with significant
differences in efficiency on the quantity and quality of DNA isolated according to the
estimation made in Nanodrop spectrophotometer. In general, the Protocols I and II produced
the highest amounts of isolated DNAs for an equal number of species. However, Protocol 1
produced a larger amount of DNA of three of the four species that have tender leaves,
whereas Protocol III produced a larger amount of DNA in four of the six maceration difficult

species.

Keywords: Caatinga, CTAB, Xeréfilas, Caeasalpinia pyramidalis.
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1. INTRODUCAO

O Bioma Caatinga localiza-se na regido de clima semidrido do Nordeste brasileiro e é
constituido de vegetais xer6filos, como € o caso das cactidceas (mandacaru e xique-xique).
Este Bioma representa o principal ecossistema da regiio Nordeste, com drea de
aproximadamente 800.000 km? (PRADO, 2005), cujas riquezas genetico-bioldgicas ainda sdo
pouco exploradas cientificamente.

Na udltima década se observa um crescente interesse de explorar os recursos genéticos
de plantas da regido semidrida visando compreender mecanismos de resisténcia a seca, bem
como a busca por biomoléculas envolvidas na resisténcia a doencas causadas por patégenos e
pragas. Neste contexto, pesquisas que estdo sendo desenvolvidas no Laboratério de
Biotecnologia do CES buscam novos genes que codificam proteinas antimicrobianas e que
ocorrem naturalmente em plantas, especialmente as proteinas do tipo PR-5, como as
osmotinas (CAMPOS et al, 2007; VAN LOON et al, 2006).

Visando estudar esses genes, € necessdrio extrair o dcido desoxirribonucleico (DNA),
de espécies vegetais nativas ou introduzidas, na regido. A obtencdo de procedimentos
moleculares adequados sdo relevantes para o isolamento de DNA a partir de tecidos vegetais
com texturas diferentes e bom rendimento.

De acordo com Romano (1998) estudos moleculares dependem diretamente da
qualidade do DNA extraido. Por isso é importante encontrar um método que tenha eficiéncia e
obtenha material de boa qualidade, nem sempre o método de extracio de DNA para uma
espécie funciona em espécies diferentes (CSAIKL et al., 1998). Devido a isso a maior parte
dos protocolos sdo ajustados para uma unica espécie.

Dentre a diversidade de protocolos descritos aqueles muito simples que extrai o DNA
com rapidez e baixo custo, como descrito por Cheung; Hubert e Landry (1993) podem parecer
boa op¢do para utilizacdo, porém na maioria das vezes nao produzem DNA de boa qualidade
e assim compromete estudos posteriores a essa etapa.

Pode-se dizer que o isolamento e a purificacdo de quantidades suficientes de DNA de
boa qualidade sdo considerados passo chave para bons resultados em estudos posteriores
(KIDWELL; OSBORN, 1992). O DNA obtido deve estar integro, livre de impurezas assim
pode ser amplificado (MILACH, 1998). Os problemas no isolamento do DNA vegetal sao
geralmente, relacionados ao co-isolamento de polissacarideos, substincias fendlicas e

compostos secundarios (VIDAL; COUTINHO; HOFMAN, 2006; ROMANO, 1998). Com
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base nesses relatos para realizar extragdes se utiliza folhas jovens. Segundo Mazza e
Bittencourt (2000), tecidos maduros de muitas espécies de plantas cont€ém compostos
fendlicos envolvidos na defesa contra herbivora, os quais podem interferir nos procedimentos
de extracdao de DNA. Em folhas jovens tais compostos encontram-se ausentes ou em baixas
concentracdoes (MITTOTN et al., 1979).

Buscando solucionar os problemas encontrados durante a extracdo, ocorrem ajustes
nos protocolos de extracdo de DNA gendmico vegetal, os mesmos sdao adequados de acordo
com as caracteristicas de uma espécie vegetal. Na literatura encontram-se varios métodos para
extracdo de DNA, o isolamento do DNA vegetal € fundamental para andlise da estrutura e
organizacdo do genoma de plantas. De acordo com Romano (1998) a maior parte dos
protocolos de extragdes € uma variagdo do protocolo de Doyle; Doyle e Hortorium (1987) e o
descrito por Dellaporta; Wood e Hicks (1983), que para Molinari e Crochemore (2001) €
considerado um dos melhores devido realizacdo de vérias etapas de purificacdo, durante o
processo de extracdo do DNA gendmico.

Neste sentido, o protocolo que amplificar maior parte dos DNAs extraidos serd
utilizado como protocolo padrao para posteriores estudos gendmico no laboratério de

biotecnologia do Centro de Educacao e Satide CES/UFCG.
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1.1 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

e Estabelecer protocolos para a extragdo do DNA de folhas de plantas nativas
ou introduzidas na Caatinga, de acordo com as caracteristicas fisioldgicas e

morfoldgicas das espécies.

2.2 Objetivos Especificos

e Selecionar 10 espécies vegetais nativas ou introduzidas na Caatinga, com
caracteristicas de interesse para prospec¢ao génica;

e Verificar a eficiéncia de trés protocolos de extracdo de DNA sobre a
qualidade e quantidade do DNA isolado das espécies vegetais selecionadas;

e Comparar os trés protocolos e identificar protocolo(s) adequado(s) as

caracteristicas fisioldégicas e morfoldgicas das espécies.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas da Caatinga

O Bioma Caatinga corresponde a cerca de 10% do territério nacional e
aproximadamente 70% da regidao nordeste (GONCALVES, 2011). O bioma estende-se pelos
estados de Sergipe, Alagoas, Bahia, Ceard, Paraiba, Piaui, Rio Grande do Norte, parte do
Maranhao e Regido norte de Minas Gerais (BERNADES, 1999). Para Abilio (2010), a
Caatinga apresenta duas estacdes durante o ano sendo a estacdo chuvosa e a estacdo seca,
sendo que durante a estacdo de seca quase toda a sua vegetacdo entra em periodo de
dorméncia.

Entre os biomas existentes no Brasil, a Caatinga foi muito desvalorizada com
vegetacdo pouco estudada, essa situacdo ocorre devido a uma crenga nao mais aceita que sua
vegetacdo resulta de outra sem espécies endémicas (GIULIETTI et al., 2002). Para Velloso et
al. (2002), a Caatinga é um dos mais negligenciados biomas brasileiros, nos mais diversos
aspectos, e também sempre foi um dos mais ameagados.

A flora da Caatinga apresenta 1.512 espécies endémicas (GIULHETTI et al., 2002). A
vegetacdo da regido apresenta caracteristicas xerofilicas entre as quais se destacam folhas que
de modo geral sdo finas, inexistentes ou modificadas em espinhos para evitar a predacdo ou
diminuir a transpiracio (ABILIO, 2010)

De acordo com Sampaio et al. (2006) pode-se dizer que a vegetacdo da regido
encontra-se dividida em oito grupos, que sdo: plantas produtoras de cera, forrageiras,
frutiferas, apicolas, ornamentais, produtoras de fibras, medicinais e madeireiras. Segundo
Ramos, Queiroz e Pereira (2007), dos grupos descritos sdo poucas as espécies que estao sendo
estudadas dentro de enfoque de recursos genéticos. Entretanto, os recursos genéticos de
plantas da regido possibilitam a¢Oes que permitam integrar o elenco de atividades que possam
promover o desenvolvimento da regido Semidarida.

Para Sampaio et al. (2006), pouca importancia foi dada para estudos moleculares em
plantas da Caatinga, levando em consideracdo que a maior parte dos trabalhos realizados na
regido foram feitos com espécies exoticas. Neste sentido, as espécies vegetais dessa regiao
podem possuir cura para diversas doencas, assim como serem utilizadas para melhoramento

genético, entre outros, visto que ainda poucas foram exploradas.
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As plantas da regido apresentam genes do tipo PR-5 que possuem capacidade de
codificar protefnas antimicrobianas e antifingicas tornando plantas resistentes a patégenos
(CAMPOS et al, 2007; VAN LOON et al, 2006).

Com intuito de aprimorar os conhecimentos a respeito das espécies vegetais regionais,
por meio de estudos moleculares sobre o patrimonio genético, o primeiro passo consiste em

extrair o DNA genomico de espécies presentes na regido de Caatinga.

2.2 O Processo de Extracao de DNA Genémico de Plantas

O processo de extracdo de DNA gendmico em plantas pode ser denominado por
macroextracdo sendo os mesmos realizados através de tubo falcon de 50 mL e pode ser
denominado de microextragao quando € utilizado para o mesmo microtubos menor que 2 mL.

A andlise genética de uma populacdo de plantas, por meio de DNA, devera
ocorrer em razdo do isolamento e purificacdo de quantidades tidas como suficientes de
DNA, devendo ser de boa qualidade (KIDWELL; OSBOM, 1992). Portanto, o DNA
devera ser integro, totalmente livre de impurezas podendo ser amplificado (MILACH,
1998).

O isolamento e purificacio de DNA vegetal geralmente apresentam problemas,
pois com relagdo a este processo Couch e Fritz (1990) afirmam que: no decorrer da
extracdo sao liberados compostos polifendlicos e terpendides, principalmente de tecidos
de folhas maduras, que acabam por aderir-se ao DNA, de forma a inibir a digestdo por
meio de endonucleases.

Deste modo, verifica-se que o rompimento da célula acaba por liberar os
polissacarideos, sendo estes de dificil separacio do DNA, inibindo as diferentes DNAs
polimerases e também as enzimas de restricio (LODHI; WEEDEN; REISCH, 1994),
assim impedindo bons resultados em estudos posteriores a etapa.

Visando obter bons resultados € necessdrio utilizar folhas jovens para as
extracOes, pois nessas estdo ausentes ou em concentracdes baixas, compostos como
fendlicos (MITTON et al., 1979). As folhas maduras sao utilizadas para extrair o DNA
somente na ausé€ncia de folhas jovens tendo em vista que a extracio de DNA
considerada como de boa qualidade € considerado como um passo necessirio para

obtenc¢do de bons resultados.
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o

O isolamento como também a purificacdo de dcidos nucléicos é imprescindivel

(¢N

separacdo dos outros constituintes celulares. Em relacdo aos 4cidos nucléicos,
indispensdvel se manter a integridade de todas as moléculas, devendo estas
permanecerem inalteradas no decorrer do processo de extracdo. Nesse sentido &
necessdrio adicionar-se alguns componentes ao tampdo de extragdo, j4 que na maioria
dos métodos utilizado para o mesmo o passo inicial é o rompimento da parede celular e
das membranas celulares, liderando a molécula de DNA, para isso utilizam-se
detergentes, CTAB ou SDS (sulfato de s6dio dodecil).

O rompimento da parede celular bem como das membranas celulares poderd
ocorrer por meio da maceracdo de forma direta macerando as folhas no tampdo de
extracdo, utilizando cadinho e pistilo. Assim, apds a maceracdo para que o DNA seja
realmente considerado como de boa qualidade, é necessdrio eliminar moléculas
presentes e para isso se utiliza enzimas como proteinase K e ribonuclease A (RNAse A).
No intuito de se evitar a desnaturacdo de proteinas, bem como a eliminacdo de
polifendis oxidantes do DNA sdao adicionados de [-mercaptoetanol e
polivinilpirrolidona (PVP) ou soroalbumina bovina (BSA), (ROMANO; BRASILEIRO,
1999).

Outro problema encontrado durante a extracdo € a presenca de lipidios, para
elimind-los € necessario adicionar aos DNAs uma solucdo de cloroférmio: 4dlcool
isoamilico (24:1) (CIA) esse processo ocorre apds serem retirados do banho maria, a
quantidade certa de CIA adicionado é compativel ao volume dos DNAs, apds se
adicionar precisa-se misturard-los, esse procedimento acontece no vortex, com tempo
aproximadamente 5 minutos. O passo seguinte € centrifugar, nessa etapa hia uma
separacdo em duas fases divididas em superior e inferior, devendo o DNA permanecer
sempre na fase aquosa superior.

Ap6s todo o procedimento feito é necessario a recuperacdo dos acidos nucleicos
totais por meio da precipitacdo em isopropanol ou etanol, para o DNA desidratar sua
molécula, pois permitem a incidéncia de sua precipitacio no final do processo

(ROMANO; BRASILEIRO,1999).
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2.3 Principal método para extracao de DNA genomico em espécies vegetais distintas

O método mais utilizado, como ji mencionado, é o baseado na utilizacdo do
detergente CTAB, presente no tampdo de lise que tende a solubilizar as membranas
possibilitando a formacdo com o DNA de um complexo que acaba por facilitar uma
precipitagdo posterior (WEISING et al., 1995). Na Figura 1 € possivel verificar as
principais etapas de extracdo de DNA de plantas por CTAB.

FIGURA 1 - Representaciao esquematica as etapas de extracao de DNA.

Coleta
S 2

nica
. 4

Lise celular
Cloroférmio: alcool

Separacgao de fases isoamilico

Coleta do sobrenadante e Isopropanol, etancl ou

tampao de precipitagao CTAB

precipitagao

€
Lavar o pellet
A4

Etanol 70 %
&

Secar o pellet e ressuspender em H20 Milli-Q (ultrapura)

Fonte: DADOS DA PESQUISA.

O método CTAB ¢ mais utilizado atualmente para extracdes em diferentes tipos
de espécies vegetais, sendo capaz de obter eficiéncia em um numero muito amplo de
espécies. Como qualquer método esse protocolo também apresenta problemas, porém na
maioria dos casos sdo ficeis de serem solucionados. Na Tabela 1 € possivel verificar os

principais problemas encontrados no decorrer do isolamento de DNA vegetal.
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TABELA 1 — Principais problemas encontrados no decorrer do isolamento de DNA

de plantas, apresentando as possiveis causas e solucoes.

PROBLEMA ~
ENCONTRADO CAUSA SOLUCAO

Amostra de DNA | Contaminagdo  por | Adicdo de PVP-40 e/ou BSA no tampdo de

marrom ou muito | polifendis extracdo, a concentracdo de 1 a 2%. Aumento

escura da concentracdo de - mercaptoetanol para até
5%.

Amostra de DNA com | Contaminagdo  por | Purificacio da amostra em gradiente de CsCI

aspecto gelatinoso e | polissacarideos ou por precipitacdo com acetato de amonio.

excessivamente

viscoso.

O DNA antes da | DNA degradado por | Extrato de DNA via nicleos celulares.

digestdo com enzimas | contaminacio por | Verificar o pH do tampao de extracdo. Este

de restricdo, apresenta | DNAses ou quebra | deve estar por volta de 8,0. Se o pH estiver por

arraste vertical no gel. | mecénica durante | volta de 7,0 facilitard a acdo de DNAses

extracao com | durante a extracdo, mistura das fases aquosa e
cloroférmio. de cloroférmio menos vigorosamente.

O DNA apresenta | Excesso de DNA | Aplicar menos DNA no gel. Purificacio da

forma conica no gel, | aplicado no gel. | amostra em gradiente de CsCl ou por

em direcdo ao podlo | Contaminacdo  por | precipitagdo com acetato de amdnio.

positivo. polissacarideos.

Ap6s a corrida, muito | Contaminacdo  por | Extracio de DNA via nicleos celulares.

DNA retido no pogo | polissacarideos. Purificagdo da amostra em gradiente de CsCI

do gel. ou por precipitagio com acetato de
amonio.Extracio de DNA via nicleos
celulares.

Apés digestio com | Contaminacdo  por | Purificacdo da amostra em gradiente de CsCI

enzima de restricdo, a | polissacarideos. ou por precipitacio com acetato de amonio

amostra apresenta uma | Excesso de DNA | Extracio de DNA via nucleos celulares.

corrida com muito | aplicado no gel. Aplicacdo de menos DNA no gel.

DNA nas laterais e

pouco DNA no centro.

O DNA no gel | Contaminagcdo por | Adicionar RNAse, a uma concentracgio final de

apresenta RNA 100pg/ml e incubar a 37° C por 20 minutos.

contaminagao com

RNA.

Fonte: ROMANO E BRASILEIRO (1999).
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Existem outros protocolos que s@o utilizados para as variagOes apresentadas
(DELLAPORTA; WOOD; HICKS, 1983). Um método alternativo tem por fundamento a
precipitacdo simultanea de proteinas e também polissacarideos por meio da presenca de
SDS e das altas concentragdes de acetato de potassio (ROMANO; BRASILEIRO, 1999),
no entanto ndo é tao eficiente quanto o CTAB.

Por meio de modificacdes em algumas das etapas citadas na Figura 1, as maiorias
dos protocolos presentes na literatura tendem a ajustar o protocolo CTAB para resolver

os problemas especificos da espécie ou tecido em questao.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta e Selecao de Espécies Vegetais de Caatinga

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Biologia Celular e Molecular do Centro
de Educacdo e Satde, Campus Cuité da Universidade Federal de Campina Grande, Cuité PB.

Durante o periodo de outubro & dezembro de 2012, espécies vegetais nativas ou
introduzidas na Caatinga foram selecionadas ao acaso com base nos critérios de plantas de
Caatinga com folhas de dificil de maceracdo e folhas de facil maceracdo, além de
caracteristicas de interesse tais como resisténcia a seca ou a patogenos.

A estratégia envolveu a sele¢do e caracterizacdo de 10 espécies vegetais, depois de
localizadas foram mapeadas e fotografadas para identificacdo, estas foram selecionadas com
base no interesse de estuda-las e pela disponibilidade ocorrida devido a época e seca na regiao
encontram-se poucas plantas que ainda possuam folhas jovens, entdo se subtende que todas as
espécies presentes sdo plantas resistentes a seca.

As coletas de materiais vegetais foram realizadas em duas dreas de estudo, no Horto
Florestal Olho D’4gua da Bica localizado no Centro de Educacio e Satde, Campus Cuité da
Universidade Federal de Campina Grande, municipio de Cuité - PB e Sitio Linha dos
Pereiras, localizado no municipio de Jacana — RN (Figura 2).

Cuité estd localizada de acordo com Teixeira (2003) na mesorregido do Agreste
paraibano microrregido do Curimatad Ocidental (6°29'06"S/36° 924"0), com altitude de 667
metros acima do nivel do mar e uma 4rea total de 758,6km? (Figura 1). Enquanto que Jacana
estd localizado na mesorregido Agreste Potiguar e microrregido Borborema Potiguar (6° 25’
33" S/ 36° 12" 7" O) com altitude de 664 metros acima do nivel do mar com drea de
54,558 km?2.

Ambas as cidades estio presente na regido de caatinga nordestina apresentando mesma

vegetacdo. Na figura 2 estd representada abaixo uma vista aérea parcial das mesmas.
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FIGURA 2 — Imagens ilustrativas dos locais de coletas de espécies vegetais em areas de

Caatinga da regiao do Semiarido nordestino.

A- Vista aérea parcial do Florestal Olho D’agua da Bica, CES/UFCG, municipio de Cuité-PB. B- Vista
aerea do Sitio Linha dos Pereiras, municipio de Jacana — RN.

Fonte: GOOGLE IMAGENS. Acessado em (2 de fevereiro de 2013.
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O procedimento de coleta a retirada de folhas jovens, uma espécie por vez. Apds a
coleta, as folhas foram embrulhadas com papel aluminio, identificadas e colocadas em caixa
isotérmicas contendo gelo para se evitar a oxidacdo das mesmas (Figura 3). Logo em seguida
as folhas foram transportadas para o Laboratério de Biologia Celular e Molecular do

CES/UFCG e imediatamente submetidas a extracao.

FIGURA 3: Imagem ilustrativa de coleta da espécie palma forrageira.

T

Fonte: DADOS DA PESQUISA.

3.2 Extracio de DNA de Espécies Selecionadas

Os protocolos utilizados foram elaborados com base em trabalhos que descreveram a
eficiéncia dos mesmos, com modificagdes. Trés protocolos diferentes foram elaborados
usando o agente catidonico CTAB, seguindo etapas basicas de protocolos de extracdo com

modificagdes em relacdo aos trabalhos originais (Figura 4).
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FIGURA 4 — Etapas basicas da extracao de DNA de plantas, indicando os pontos de

modificacoes nos protocolos deste trabalho.

Separacao de fases

0 |
1

Secar o pellet e ressuspender em H20 Milli-Q (ultrapura)

Os protocolos foram denominados Protocolos I, II e III (Tabela 2) e os trabalhos
foram ajustados utilizado o mesmo tampdo de extragdo (2% CTAB (Brometo de
Cetiltrimetilamonio), NaCl 2M, 200mM Tris-HCl-pH 8.0, 20 mM EDTA pH 8.0, 1% PVP
(polivinilpirrolidona), 100 mg/mL de RNaseA, 100 mg/mL de proteinase K), nas mesmas
quantidade de proteinase K, de RNAse A, PB-mercaptoetanol (2 pL), cloroférmio: dlcool
isoamilico (24:1), mistura no vortex e tempo que estiveram em microcentrifuga na primeira

etapa, o que os diferencia € o tempo em foram submetidos a banho Maria.

Os reagentes que foram utilizados para precipitagdo assim como o tempo que todos os
DNAs permaneceram em temperatura -20° C foram distintos, a precipitacdo diferenciou-se
em todos os protocolos no Protocolo I foi utilizado com 600 pL. de isopropanol gelado & -

20°C e mantido por 24 horas nesta temperatura. No Protocolo II, os DNAs foram precipitados
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adicionam-se ao sobrenadante 600 pL de tampao de precipitacio CTAB 2%, apds essa etapa
os tubos foram mantidos a -20° C por 2 horas. No Protocolo III a precipitagdo, ocorreu com
adicdo de 2,5 volumes de etanol (96%) gelado -20°C, permanecendo por 12 horas nesta

mesma temperatura. Apds essa etapa todos os protocolos tiveram o mesmo procedimento.

TABELA 2. Identificacao dos protocolos testados.

Identificacao do Protocolo Testado Baseado em Trabalho Descrito por
Protocolo I Romano e Brasileiro (1999)
Protocolo II Faleiro et al. (2003)
Protocolo III Danner et al. (2011)

Protocolo 1

Utilizou-se o protocolo modificado, descrito por Romano e Brasileiro (1999), obedecendo aos

seguintes passos:

Pesou-se 500 miligramas de folhas jovens, adicionando tampao de extracio CTAB
macerou-se utilizando cadinho e pistilo autoclavados até obter um liquido que foi transferido
para um eppendorf de 2 mL, adicionando aproximadamente 800 uL. em cada eppendorf. Em
seguida foi adicionado 2 pL de B-mercaptoetanol 10 pL de RNAse A e 10 pL de proteinase
K e colocado no banho Maria por 30 minutos a 65°C ( mexendo em vez enquanto). Apds
retirar do banho Maria foi adicionado 800 pL de cloroférmio: dlcool isoamilico, misturando
no vortex por 5 minutos e Centrifugado por 12.000 rota¢des por minuto durante 10 minutos.
Em seguida foi transferida a fase aquosa para um novo tubo onde, foi adicionado 600 pL de
isopropanol gelado 4 -20° C, e submetido por 24 horas a temperatura - 20°C. Apos essa etapa
ocorreu novamente a centrifugagdo por 12.000 rotacdes por minuto, durante 10 minutos a 20°
C. O sobrenadante obtido dessa etapa foi descartado e adicionado ao precipitado 500 pL de
etanol 70 % gelado, centrifugado 12.000 rota¢gdes por minuto, durante 5 minutos. Por fim foi

novamente descartado o sobrenadante e secado o pellet, ressuspendendo o pellet seco em

100 pL de dgua milli-Q.
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Protocolo 11

Utilizou-se o protocolo modificado, descrito por Faleiro et al. (2003), obedecendo aos

seguintes passos:

Pesou-se 500 miligramas de folhas jovens, adicionando tampao de extracdo CTAB onde
foi macerado utilizando um cadinho e pistilo autoclavados, até obter um liquido, que foi
transferido para um eppendorf de 2 mL, adicionando aproximadamente 800 pL em cada
eppendorf. Apds essa etapa foi adicionado 2 plL de B-mercaptoetanol 10 pL de RNAse A e
10 pL de proteinase K, colocando em banho Maria a 70° Celsius durante 60 minutos,
invertendo os tubos, suavemente, a cada 10 minutos. Apds sair do banho Maria ficou
temperatura ambiente por 5 minutos, em seguida foi adicionado 800 pL de cloroférmio:
dlcool isoamilico e misturado no vortex por 5 minutos. Apds essa etapa ocorreu a
centrifugacdo durante 10 minutos a 12.000 rotacdes por minuto, em temperatura ambiente o
sobrenadante obtido foi transferido para tubos de 2 mL. Para a precipitacio do DNA, foi
adicionado ao sobrenadante 600 uL de tampao CTAB 2%. Os tubos foram mantidos a -20° C
por 2 horas a seguir, centrifugados a 12.000 rotagdes por minuto durante 10 minutos. Apos
essa etapa o sobrenadante foi descartado e adicionado ao pellet 500 pL de etanol 70 % gelado,
posteriormente centrifugado a 12.000 rotagdes por minuto, durante 5 minutos, onde foi
novamente descartado o etanol 70 %. O pellet ficou exposto a temperatura ambiente por

aproximadamente 60 minutos até a ressuspen¢do em 100 puL de dgua Milli-Q.

Protocolo 111

Utilizou-se o protocolo modificado, descrito por Danner et al. (2011), obedecendo aos

seguintes passos:

Pesou-se 500 miligramas de folhas jovens, adicionando o tampdo de extracdo CTAB
macerar utilizando um cadinho e pistilo autoclavados, até obter um liquido, que foi transferido
para eppendorf de 2 mL, adicionando aproximadamente 800 uL. em cada eppendorf. Em
seguida foi adicionado 2 uL. de B-mercaptoetanol 10 uL de RNAse A e 10 uL de proteinase
K, colocado no banho Maria por 1 hora e 30 minutos a 65 ° C ( mexendo em vez

enquanto). Apos retirar do banho Maria foi submetido a temperatura ambiente por 5 minutos e
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adicionado de 800 pL de cloroférmio: dlcool isoamilico, misturando no vortex por 5 minutos.
Apo6s essa etapa foi centrifugado durante 10 minutos a 12.000 rotagdes por minuto, em
temperatura ambiente, onde a fase aquosa foi transferida para um novo microtubo e
adicionado novamente 800 pL de cloroférmio: dlcool isoamilico, misturando em vortex por 5
minutos e centrifugado a 12.000 rotagdes por minutos a 10 minutos. Apds essa etapa foi
coletado o sobrenadante e transferido para novo microtubo, onde foi adicionado 2,5 volumes
de etanol (96%) gelado e submetido por 12 horas 4 -20° C. Em seguida foi centrifugacdo a
12.000 rotagdes por minuto durante 10 minutos, eliminou-se o sobrenadante e recuperou o
pellet, apds essa etapa o sobrenadante foi descartado e adicionado 500 pL de etanol 70 %
gelado ao pellet, foi centrifugado 12.000 rotacdes por minuto, durante 5 minutos, onde foi
descartou o etanol 70 %, deixando o pellet em temperatura ambiente por aproximadamente 60

minutos, apds secar o pellet foi ressuspendido em 100 uL  de dgua Milli-Q.

Todas as espécies tiveram seus DNAs gendmicos extraidos pelos trés protocolos, a

partir do isolamento de folhas jovens (Figura 5).

FIGURA 5 — Procedimentos durante extracoes de DNA.

A- Misturando DNAs para serem colocados em banho Maria. B - DNAs apés adicao de cloroférmio:
alcool isoamilico e mistura no vortex.
Fonte: Edjair Oliveira
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3.3 Estimativa da quantidade e qualidade dos DNAs por espectrofotometro e

eletroforese

A estimativa da quantidade e da qualidade dos DNAs isolados foi feita através do
espectrofotometro Nanodrop, utilizando 2 pL. de amostra. Por meio do aparelho obteve-se o
resultado correspondente a quantidade do mesmo que foi feito em ng/ul,

Para visualizar o resultado das extracdes, os DNAs foram descongelados, organizados
e aplicados em gel de agarose 0.8 % corado com brometo de Etideo (Figura 6). Os DNAs
foram aplicados 1 por pog¢o contendo 1 ul de tampao de amostra 8X, com quantidade
aproximada de 100 ng/cada amostra de DNA. O gel de agarose foi preparado a uma
concentragao de 0.8% em tampao de corrida T.A.E. (100 mM de Tris HCI pH 8.0- 57,1mL de
Acido acético glacial e 500mM de EDTA pH 7.5), corado com brometo de etideo. A
migracdo do DNA no gel foi realizada a 100 V por 30 minutos e depois foram visualizados

sob luz ultravioleta e fotodocumentados.

FIGURA 6 — Preparativos para eletroforese de DNA.

A- Organizacio de DNAs para aplicacdo em gel de agarose. B - DNAs aplicados em gel de agarose 0,8 %.
Fonte: EDJAIR OLIVEIRA
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4.1 Selecio e coleta de espécies vegetais no Bioma Caatinga, Semiarido do Nordeste

Utilizando os critérios de caracteristicas fisiolégicas de espécies vegetais tipicas ou

introduzidas no Semidrido nordestino, foram selecionadas dez espécies para o estudo

comparativo trés protocolos de extracdo de DNA sobre a eficiéncia na qualidade e quantidade

do DNA isolado. Como consequéncia da seca intensa que afetou a regido do Curimatad

Paraibano e entorno na época do trabalho, durante o periodo de outubro de 2012 a abril de

2013, a dificuldade de encontrar material vegetal disponivel para pesquisa em uma tnica area

conduziu as coletas para duas dareas de estudo, o Horto Florestal Olho D’agua da Bica,

localizado na Universidade Federal de Campina Grande/CES em Cuité - PB e Sitio Linha dos

Pereiras localizado em Jagcana - RN. As plantas selecionadas estdo indicadas pelo nome

popular, espécie e local de coleta na Tabela 3. As espécies coletadas foram agrupadas de

acordo com a textura do tecido foliar de dificil (Figura 7) ou facil (Figura 8) maceragao.

TABELA 3. Espécies selecionadas no Bioma Caatinga para extracao do DNA genémico.

NOME POPULAR ESPECIE LOCAL DA COLETA
1. Palma Opuntia ficus-indica (L.) Mill Jacana-RN
2. Facheiro Pilosocereus piauhiensis Cuité-PB
3. Xique-Xique Pilosocereus gounellei Jacana-RN
4. Macambira Bromelia laciniosa Mart. Ex schult. f. Cuité-PB
5. Agave Agave sisalana Jacana-RN
6. Aveloz Euphorbia tirucalli Lineu Jacana-RN
7. Catingueira Caeasalpinia pyramidalis Tul. Cuité-PB
8. Jurema Preta Mimosa hostilis Benth Cuité-PB
9. Juazeiro Ziziphus cotinifolia Reiss Cuité-PB
10. Aroeira Myracrodruon urundeuva allemdo Jacana-RN




FIGURA 7 - Espécies nativas e introduzidas no semiarido selecionadas e agrupadas

como de folhas de dificil maceracao.

Imagens do local de coleta. Numeracao de 1-6 indica o nome de cada planta conforme Tabela 3.
Fonte: DADOS DA PESQUISA.
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FIGURA 7 - Espécies nativas e introduzidas no semiarido selecionadas e agrupadas

como de folhas tenras para maceracao.

Imagens do local de coleta. Numeraciao de 7-10 indica o nome de cada planta conforme Tabela 3.
Fonte: DADOS DA PESQUISA.

4. 2 Determinacao da eficiéncia de trés protocolos de extracio de DNA sobre a qualidade

e quantidade do DNA isolado das espécies vegetais selecionadas

Como resultado, foi possivel isolar os DNAs gendmicos das 10 espécies vegetais
selecionadas pelos trés métodos comparados, embora apresentando diferencgas significativas
na eficiéncia quanto a quantidade e qualidade do DNA isolado, de acordo com a estimativa
realizada em espectrofotometro Nanodrop (Tabela 4). De modo geral, os Protocolos I e III
produziram as mais elevadas quantidades de DNAs isolados para igual nimero de espécies
estudadas. Entretanto, O Protocolo I produziu maior quantidade de DNA de trés das quatro
espécies que possuem folhas tenras, enquanto que o Protocolo III produziu maior quantidade

de DNAs em quatro das 06 seis espécies de dificil maceracao.
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TABELA 4 - Quantidades de DNAs das espécies selecionadas estimadas por

espectrofotometo Nanodrop.

Quantidades de DNAs
Protocolo I Protocolo 11 Protocolo 111
AMOSTRAS ng/ul 260/280 |ng/ul |260/280 ng/ul |260/280
1. Palma 527,6 1,11 55,9 1,29 7,0 -0,30
2. Facheiro 7,7 1,70 8,2 1,47 106,1 1,84
3. Xique-Xique 880,5 2,04 69 0,87 1802,9 | 2,00
4. Macambira 497,3 2,01 13.3 0,22 684,5 | 2,01
5. Agave 1033,1 | 1,81 117,2 | 1,89 764,8 | 2,07
6. Aveloz 22,51 1,24 174,1 | 0,61 359,2 | 1,19
7. Catingueira 4960,1 | 1,83 118,5 | 0,83 255 1,09
8. Jurema Preta 54,2 1,49 10,8 | 0,37 1064,8 | 1,96
9. Juazeiro 29525 |2,03 116,6 | 1,31 4229 | 2,38
10. Aroeira 1685,1 | 2,10 81,1 0,57 891,3 | 0,94

A quantidade média de DNA obtida pela extracao utilizando o Protocolo I variou de
7,7 a 4.960,1 ng/ul em que a razdo 260/280 para a maioria foi préxima do indicativo de
pureza, de 1,8 a 2,1, sendo estes os melhores valores de pureza do DNA obtidos entre os trés
protocolos. Uma vez que o protocolo II a precipitacdio ocorreu por meio de tampao de
precipitacdo CTAB, especula-se que esta etapa nao tenha sido eficiente. Outra etapa que nao
poderia ser eliminada ou substituida € a adicdo de RNAse A, proteinase K e f-mercaptoetanol
para os trés métodos uma vez que esses sdo eficientes para desnaturacao de proteinas, RNA e
agem também como antioxidantes portanto considerdvel essencial para resultados

significativos nas amostras.

A diferenca basica entre os Protocolos I e III estd no tempo e na temperatura em que
foi submetido o mesmo tampao de lise, sendo 65° C/30min para o Protocolo I e 1h30min para
o protocolo III, a existéncia de uma segunda extracdo em Clorofil para o Protocolo III, e a
precipitacdo, que ocorreu em no Protocolo I com o reagente Isopropanol, no Protocolo II com

tampo CTAB 2% e no Protocolo III etanol absoluto a 2,5 volumes.



33

De acordo Brasileiro e Carneiro (1998) a adi¢do do solvente organico cloroférmio:
alcool isoamilico tem fun¢do homogeneizar e facilitar a desproteinizacdo ajudando a separar
os dcidos nucleicos da fase aquosa para posteriormente facilitar sua separacdo na
centrifugacdo. Segundo Romano e Brasileiro (1999) essa etapa pode ser utilizada uma ou
duas vezes levando em consideracdo que mais extragdes podem tornar a amostra mais pura,
porém com maiores perdas de DNA.

Com base em relatos dos autores citados as modificagdes foram feitas em etapas que
possuem seus componentes considerados ndo esséncias e que poderiam ser substituidos por
outros, portanto as diferencas entre os protocolos obtiveram resultados significativos, como
dito anteriormente os principais fatores que contribuiram para obtengdo dos mesmos foram o
tempo em banho Maria, no qual o método de Romano e Brasileiro (1999) foi submetido por
30 minutos, Faleiro et al. (2003) foi submetido por 1 hora, enquanto Danner (2011) foi
submetido ao procedimento por 01h30 minutos.

As modifica¢des ocorridas nos trés protocolos foram impares para obten¢do de bons
resultados nos mesmos e conforme Pereira et al. (2010), pode-se afirmar que o aumento no
tempo em banho Maria promove o rompimento das membranas e desnatura proteinas e
enzimas, como as histonas, que enovelam e empacotam o DNA, e as DNAses que o
degradam. A adi¢do de cloroformio: alcool isoamilico é fundamental para separar as
proteinas, DN Ase e outros constituintes na centrifugacdo durante a primeira etapa (antes de ir
para temperatura -20° C).

Mais uma etapa importante na extracdo de DNA gendmico € a precipita¢do, de acordo
com Ferreira e Grattapaglia (1995), ocasionalmente estd na maioria dos métodos CTAB
ocorre na presenca de etanol ou isopropanol, resultando em uma massa gelatinosa de
composi¢do quimica exata desconhecida, possivelmente rica em polissacarideos. A
precipitacdo véria em um tempo entre 2 a 24 horas. Visando obtencdo de melhores resultados
o componente de precipitagdo foi diferente em cada protocolo, permanecendo o isopropanol
no Protocolo I, de acordo com Romano e Brasileiro (1999), porém com horario modificado
para 24 horas. No Protocolo II, baseado em Faleiro et al. (2003), o isopropanol foi substituido
por tampao de precipitagdo CTAB 2% por 2 horas, e no Protocolo III, baseando em Danner et
al. (2011), os DNAs foram precipitados com etanol 96%, como modificagdes apenas no

tempo que foi alterado de 20 minutos para 12 horas, todos em temperatura -20°C.
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Apesar dos protocolos fornecerem bons resultados na maior parte dos DNAs extraidos
observou que ndo existiu um protocolo padrdo, entre os trés comparados, que tenha sido
eficiente para todas as espécies em questdo, porém o Protocolo II apresentou DNA em menor
quantidade em todas as amostras, com excecao do aveloz que alcancou maior quantidade no
que no protocolo I, isto pode ter acontecido devido o mesmo ser submetido por 2 horas a

temperatura -20 °C sendo utilizado com tampao de precipitacio CTAB 2%, para precipita-lo.

Segundo Ferreira e Grattapaglia (1995) o CTAB forma um complexo precipitivel com
DNA quando a concentragdao de NaCl for menor de 0,7 molar, os rendimentos em geral sao
bem inferiores. Com base nesse relato pode-se afirmar que esse foi o fator que levou ao
protocolo ndo obter eficiéncia nas extragdes de todas as espécies selecionadas em relagdo aos
demais métodos utilizados.

A pureza do DNA foi satisfatdria, o fator fundamental para a obten¢do do resultado foi
o tempo que permaneceu em banho Maria, como também o tempo na temperatura -20 ° C e a
maneira que este foi precipitado resultando em um DNA livre de impurezas e da
contaminacdo com polifendis. Pode-se verificar a qualidade visual dos DNAs em gel de
agarose 0,8 %, aplicados na ordem descrita na Tabela 5, visando comparar os 3 protocolos

para cada espécie (Figura 8).

TABELA 5- Sequéncia para aplicacao do DNA em gel de agarose 0,8 %.

Protocolo I Protocolo I1 | Protocolo I1I
Espécies
Poco Poco Poco
1. Opuntia ficus-indica (L.) Mill 1 2 3
2. Pilosocereus piauhiensis 6 5 4
3. Pilosocereus gounellei 7 8 9
4. Bromelia laciniosa Mart. Ex schult. f. 10 11 12
5. Agave sisalana 13 14 15
6. Euphorbia tirucalli Lineu 18 17 16
7. Caeasalpinia pyramidalis Tul. 19 20 21
8. Mimosa hostilis Benth 22 23 24
9. Ziziphus cotinifolia Reiss 25 26 27
10. Myracrodruon urundeuva allemdo 28 29 30
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FIGURA 8: Eletroforese de DNA em gel de agarose 0,8% comparando trés protocolos

de extracao e através dos DNAs obtido pelos mesmos.
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Fonte: DADOS DA PESQUISA.

O nivel de pureza dos DNAs obtidos neste protocolo por Nanodrop também € melhor
para espécies de dificil extracdo. Des acordo com Mazza e Bittencourt (2000) um DNA puro
deve estd com um valor de absorbancia entre 1,8 e 2,0. Visto que os DNAs no Protocolo 111
apresentam-se em um padrdo estabelecido para o grau de pureza pela razao 260/280, pode-se
afirmar que o mesmo é o mais puro dos trés descritos, para as espécies de extracdo mais

dificil apresentando DNA de mais alta qualidade.
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Em relacdo aos outros dois protocolos foram eficientes para extracdes em diferentes
espécies, o Protocolo I apresenta eficiéncia para as espécies cujas folhas foram de fécil
maceracdo e ndo oxidaram facilmente. Enquanto o Protocolo III apresentou eficiéncia nas
espécies de mais dificil extracdo aquelas em que as folhas oxidaram rapidamente, sdo rigidas
ou ndo se apresentam em formas favordveis a extracdo sendo necessario extrair o DNA de

outro tecido vegetal.

4.3 Comparacao os trés protocolos e identificacao protocolo(s) adequado(s) as

caracteristicas fisiologicas das espécies.

Na espécie Opuntia ficus-indica (L.) Mill a extracdo foi realizada a partir dos seus
espinhos, sabendo que sdo folhas modificadas a mesma nao apresentou dificuldades na
extracdo tornando ripido e aparentemente livre de impurezas. A espécie Agave sisalana
apresenta as folhas fibrosas apds a macera¢do porém o resultado da mesma é um material

aparentemente limpo e livre de impurezas nao oxidando em nenhum protocolo.

As espécies Caeasalpinia pyramidalis Tul., Ziziphus cotinifolia Reiss ¢ Myracrodruon
urundeuva allemdo apresentaram folhas de facil maceracdo tornando o processo rdpido e

obtendo DNA aparentemente limpo e sem sofrer oxida¢do durante todo o processo.

Nas espécies Pilosocereus piauhiensis e Pilosocereus gounellei como os espinhos se
se apresentavam em formas, mais densas nao se pode extrair o DNA dos mesmos através da
maceragdo, considerando que sdo folhas modificadas, neste caso a maceracdo ocorreu
utilizando o caule das plantas para se obter a DNA, a extragdo foi em um processo demorado

e obteve para os trés protocolos um liquido viscoso e de dificil manuseio.

A espécie Bromelia laciniosa Mart. Ex schult. foi a planta de mais dificil extracao sua
folha € muito rigida e assim dificultou a maceracao, tornando o processo muito demorado e

obtendo como resultado um liquido muito fino quase transparente em todos os protocolos.

Em Euphorbia tirucalli Lineu devido a presenca de latex atrapalhou um pouco a
maceracao e suas folhas pequenas foram dificeis de serem maceradas, o processo de extragao

para essa espécie foi demorado e o DNA obtido através do mesmo oxiddvel e aparentemente
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sujo. A Mimosa hostilis Benth apresentou folha de bom manejo facilitando a maceracao,

porém a mesmas oxidaram rapidamente durante a extracao.

O Protocolo III apresentou melhor resultado para plantas consideradas mais dificil
extracdo devido a auséncia de folhas em P. piauhiensis e P. gounellei, o latex em E. tirucalli
Lineu a presenca M. hostilis Benth compostos polifendis que favorecem répida oxidagdo e a
rigidez de B. laciniosa Mart. Ex schult. f. Pode-se afirmar que a eficiéncia do protocolo para
essas espécies foi devido a um maior tempo em banho Maria como jia mencionado, pois este
fator impossibilitou a acdo de DNAse, a lavagem duas vezes em cloroférmio: dlcool
isoamilico e também o fato do protocolo ser precipitado com dlcool 96% que torna a amostra

mais pura.

Com base nas informagdes descritas pode-se afirmar ao termino desse trabalho que
ndo existe um protocolo padrdo entres os trés aqui citados que seja eficiente para extracdo em
diferentes espécies vegetais, porém encontra-se aquele mais adequado para um determinado
grupo de plantas no caso das de folhas de facil maceragdo que nao oxidem rapidamente o
protocolo mais adequado € o Protocolo I descrito por Romano e Brasileiro (1999). Nas
plantas cujo suas folhas sejam impréprias para a extracdo seja por motivo de inexisténcia ou
por motivos de possuirem compostos polifendis que comprometam a pureza das amostras, o
Protocolo III € o mais adequado devido ser submetido por maior tempo em banho Maria,
lavagem duas vezes com adi¢do de cloroférmio: dlcool isoamilico, fazendo com que as
mesmas se apresentassem mais puras € o fator crucial deve-se a precipitacao com utilizagcao

de etanol 96% j4 favorecendo uma possivel limpeza nas amostras consideradas.
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5. CONCLUSOES

A partir dos dados obtidos da presente pesquisa foi possivel constatar que:
-Os protocolos testados ndo foram eficientes para todas as espécies vegetais, porém pode-se
obter aquele mais adequado para plantas de acordo com as caracteristicas fisioldgicas e
morfoldgicas.
- Na auséncia de folhas em um determinado vegetal pode-se obter bons resultados
substituindo as mesmas por outro tecido desde que o restante das etapas seja 0 mesmo.
- Protocolo I ¢ eficiente para espécies que apresentam folhas ficeis de macerar e livres de
compostos polifendis em excesso.
- O Protocolo III é melhor para plantas que possuam folhas inexistentes e/ou dificil de
macerar ou até possuam compostos que promovem rapida oxidacgao.
- Assim, a presente pesquisa foi importante para o curso Licenciatura em Cié€ncias Bioldgica,
pois com base no mesmo, professores e alunos interessados a desenvolver pesquisas
moleculares em plantas da regido terdo protocolos para extracio de DNA gendmico nas
mesmas, que poderdao utilizar sem conhecimento molecular das espécies de interesse as
selecionando com base nas caracteristicas fisiologicas e morfolégicas e obtendo eficiéncia
com maior quantidade e qualidade dos DNAs extraidos, promovendo melhores resultados em

etapas posteriores a essa.
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