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Introducgao

A extracdo de DNA é a primeira etapa a ser realizada para o uso do DNA em posteriores
técnicas moleculares (amplificagédo, sequenciamento, etc). E a extragdo pode ser dificultada por
problemas relacionados a contaminagdo do DNA por fendis, polissacarideos e proteinas
(CHIARI et al, 2009). Entretanto, os protocolos utilizados s&o adaptados para que ocorra uma
melhor eficiéncia na extragcdo do DNA da madeira minimizando ou inibindo as dificuldades
encontradas. A diferenga entre os protocolos se da pela composicdo do tampdo de extragéo
que geralmente é composto por um agente tamponante para estabilizar o pH em torno de 8, um
sal para dissociar as proteinas do DNA, um detergente para solubilizar as membranas e auxiliar
na inativacdo de algumas enzimas e um inibidor de DNases para proteger o DNA (BERED,
1998 citado por CHIARI et al, 2009). A espécie em estudo é a Caryocar glabrum (Aubl.) Pers.,
vulgarmente conhecida como piquiarana. E o objetivo deste trabalho foi comparar a quantidade
e qualidade do DNA isolado através de trés diferentes tipos de protocolos de extracdo de DNA
gendmico para a madeira de Caryocar glabrum (Aubl.) Pers.

Metodologia

Foram testados 3 tipos de protocolos para a extragdo de DNA da madeira seca de Caryocar
glabrum. O primeiro protocolo utilizado foi uma adaptacdo de Doyle e Doyle (1990), em que foi
utilizado um tampéo de extragdo na seguinte concentracao, 2% p/v de CTAB, 2,5% de PVP, 2M
NaCl, 100mM Tris-HCI (pH 8,0), 40uL de B — Mercaptoetanol e 20mM EDTA. O segundo
protocolo testado foi o Kit DNeasy Plant Mini. E o terceiro protocolo testado foi uma adaptagao
de Swetha et al. (2014), onde o tampéao de extragao utilizado possui a concentragéo, 5% CTAB,
1% PVP, 3M NaCl, 100mM Tris base, 3uL de B — Mercaptoetanol e 20mM EDTA. Apods a
extracdo do DNA foi realizado a quantificacdo deste em espectrofotémetro Nanodrop para
avaliar a qualidade e quantidade do DNA extraido.

Resultados e Discussao

De acordo com os resultados obtidos, os protocolos testados tiveram uma diferenca
significativa entre si. O protocolo 1 apresentou uma maior quantidade de DNA extraido seguido
do protocolo 2 e ambas as concentragdes obtidas foram acima de 50 ng/uL (Figura 1). Visto
que o rendimento do DNA a partir de madeira seca é relatado por Asif e Cannon (2005), como
6timo para quantidades iguais ou superiores a 50 ng/uL.

O protocolo 3, que resultou em menor concentragdo, pode ter apresentado um resultado
inferior aos demais tratamentos devido a pequena quantidade utilizada de B — Mercaptoetanol
(apenas 3 yL) e do PVP (1,0%), quando comparado com o protocolo 1, 40 pyL e 2,5%,
respectivamente. Ambos os reagentes sdo substancias antioxidantes que permitem neutralizar
a agéo dos contaminantes como polifendis (SILVA, 2010). Essas substancias estdo presentes
na madeira juntamente com os polissacarideos, proteinas, lignina, tanino e pigmentos. A
atuacdo dessas substancias concomitantemente com a concentragdo inadequada dos agentes
oxidantes sao fatores que podem ter contribuido para que o protocolo 3 nao fosse eficiente na
extragdo de DNA.



Ja no que diz a respeito a pureza das amostras, o protocolo 2 (Kit DNeasy Plant Mini) foi o que
resultou em melhor grau de pureza quando comparado com os demais protocolos testados
(Tabela 1).
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Figura 1: Relacao entre o protocolo testado e a quantidade de DNA extraido.

Tabela 1: Protocolos testados para a avaliagcdo da pureza do DNA extraido da madeira de
Caryocar glabrum

Protocolos Pureza (260/280 nm)
1 1,405 b
2 1,945 a
3 0,810 c
Conclusao

Os estudos realizados indicaram que o protocolo mais adequado para extrair DNA genémico de
espécies nativas tropicais, especialmente Caryocar glabrum, é o protocolo 2, por apresentar
resultados mais satisfatorios. Tais resultados abrem uma perspectiva favoravel ao uso das
amostras de DNA obtidas para a realizagdo de técnicas moleculares, como a amplificagao,
clonagem e sequenciamento.
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