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RESUMO

O cajui (Anacardium spp.) é um dos frutos de ocorréncia na Regido Meio-Norte do
Brasil que apresenta potencial econémico tanto para o mercado de frutas in natura como para o
processamento. Entretanto, a exploracdo da-se exclusivamente pelo extrativismo, onde ndo ha
estratégias de conservacdo, o que pode levar a perda de variabilidade genética. Portanto, torna-
se necessario o desenvolvimento de estudos moleculares de caracterizacdo da diversidade
genética dessas espécies. Esses estudos requerem um método répido e barato de extracdo de
DNA. Desse modo, o objetivo do presente trabalho foi avaliar trés métodos de extracdo de DNA
a partir de folhas de cajui com énfase tanto na quantidade quanto na qualidade. O DNA
gendmico foi extraido de folhas jovens de dois individuos conforme as recomendacdes dos trés
métodos testados (Kit 01, Kit 02 e Orgéanico). A concentragdo e qualidade das amostras foram
estimadas atraves de espectrofotdmetro e a integridade do DNA foi avaliada com base em gel de
agarose 0,8%. Os métodos Kit 01 e Organico foram eficientes para a extracdo de DNA de folhas
de cajui, enquanto o Kit 02 foi ineficiente. A escolha do método fica a critério do pesquisador,
gue pode optar pelo Kit 01 que ndo utiliza solventes orgénicos toxicos, ou pelo método organico
que apresenta menor custo.

PALAVRAS-CHAVE: Anacardium spp., estudos moleculares, isolamento de DNA.

INTRODUCAO

Uma das espécies frutiferas que ocorre na regido Meio-Norte do Brasil é o cajuizeiro
(Anacardium spp.) cujo fruto, o cajui, apresenta potencial econdmico tanto para 0 mercado de
frutas in natura como para o processamento. O aproveitamento do cajui envolve tanto o fruto, a
castanha; como o pseudofruto que por sua vez possui teores consideraveis de agucares,
compostos fendlicos e minerais, sendo consumido in natura ou na producao de doces, temperos
e bebidas (RUFINO et al., 2008).

As espécies de cajui sdo ainda utilizadas para fins medicinais como antioxidantes
(BARBOSA FILHO et al., 2014) e desempenham um importante papel ecoldgico,
caracterizando-se como a vegetacdo pioneira das dunas (CRESPO; SOUZA, 2014). Entretanto,
a exploragdo das espécies de cajui da-se exclusivamente pelo extrativismo onde ndo ha
estratégias de conservacdo o que pode levar a perda de variabilidade genética (RUFINO et al.,
2008). Portanto, tornam-se necessarios estudos moleculares de caracterizacdo da diversidade
genética dessas espécies para subsidiar os programas de conservagdo e melhoramento.

Esses estudos normalmente envolvem um grande ndmero de amostras, necessitando de
um método rapido e barato de extracdo de DNA que seja adaptado a espécie em estudo (SOUSA
et al., 2014). Desse modo, 0 objetivo do presente trabalho foi avaliar um protocolo baseado no
cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) e dois kits de purificagdo comercial para a extracéo
de DNA a partir de folhas jovens de cajui quanto a pureza e concentracdo do DNA extraido.
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MATERIAL E METODOS

O DNA gendmico foi extraido de folhas jovens de dois acessos de cajui (38 e 39)
coletados no Parque Nacional de Sete Cidades, Piaui, Brasil. As amostras foram identificadas,
armazenadas em solucdo saturada de NaCl - CTAB e transportadas até o laboratério de Biologia
Molecular da Embrapa Meio-Norte, onde foram realizadas as extragoes.

Trés protocolos foram testados: Kits 01 e 02 de purificacdo comercial baseados em
membrana de afinidade, e método de extragdo orgénica baseado em CTAB. O material vegetal
foi macerado na presenca de nitrogénio liquido para os trés métodos testados. O DNA foi
extraido conforme as instru¢bes do fabricante, para os Kits comerciais; e de acordo com o
protocolo sugerido por Doyle e Doyle (1990) com modificacBes (utilizou-se 1000l de tampéo
de extracdo) para 0 método organico.

Os é&cidos nucléicos obtidos foram quantificados e analisados quanto a pureza por meio
de um espectrofotdmetro (Nanodrop®2000-2000C). Além disso, para analisar a integridade e
estimar a concentracdo de DNA com base em um marcador DNA A as amostras foram separadas
em gel de agarose 0.8%, usando o agente intercalante GelRed com tampéo de carregamento; e
fotografadas sob luz ultravioleta.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentracdo e pureza do DNA extraido das folhas de cajui por meio dos trés
métodos de extracao estdo apresentadas na tabela 1.

Tabela 1. Concentracdo e pureza de amostras de DNA obtidas atraves de trés métodos de
extracdo de DNA gendmico de cajui (Anacardium spp.).

Protocolo  Acesso  Conc.(ng/pl)  Razdo Asxorso  Razd0 Asonzo  Conc.(ng/pl)?

38 25,5 1,71 0,31 21,0
Kit 01 39 197,9 1,87 1,16 8,0
Media 111,7 1,79 0,74 14,5
38 3,5 1,08 2,05 0
Kit 02 39 2,4 0,84 4,43 0
Média 2,95 0,96 3,24 0
38 71,9 2,08 1,86 7,0
Organico 39 688,7 2,10 2,33 7,0
Meédia 380,3 2,09 2,10 7,0

!Concentragéo de acidos nucléicos estimada por meio de Nanodrop. 2DNA estimado por meio de comparagdo com o
marcador de DNA A baseado em eletroforese em gel de agarose 0,8%.

Os resultados obtidos por meio do espectrofotdmetro indicam que todos os métodos
testados resultaram na obtencdo de &cidos nucléicos, embora o Kit 02 tenha resultado em baixa
concentracdo. Analisando o perfil eletroforético percebe-se que as maiores concentragdes de
DNA foram obtidas por meio do Kit 01(média 14,5 ng/ul), embora o método organico (7ng/ul)
tenha resultado em concentracdo também suficiente para ser aplicada em futuros estudos
moleculares (Figura 1).
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Figura 1. Perfil eletroforético de DNA extraido de folhas jovens de cajui pelos seguintes
métodos: Kit 01, Kit 02 e Organico.

Além disso, tanto o Kti 01 quanto o método Organico resultaram na obtencdo de DNA
integro (Figura 1), importante caracteristica requerida por muitas técnicas moleculares como
reacBGes de amplificacdo, digestbes e clonagem (NUNES et al., 2011), ao passo que o Kit 02 foi
ineficiente para a extracdo do DNA. Este fato pode ter sido acarretado possivelmente devido a
uma lise ineficaz do material vegetal.

A pureza dos acidos nucléicos pode ser estimada com base na razdo Azeorso Onde um
DNA puro encontra-se entre 1,8 e 2,0, e, de modo secundario, pela razdo Azsorso 0nde espera-se
um valor entre 2,0 e 2,2 (LUCENA-AGUILAR et al., 2016). Desse modo, apenas 0 método
organico encontra-se dentro dos valores esperados, indicando ter resultado em um DNA de
qualidade (medla Aos0/280 — 2,09 e a Aus0/230 2,1).

O Kit 01 apresentou uma razdo Aveoneo boa (média = 1,8), entretanto um valor

discrepante para Azsorzo (0,74) 0 que indica contaminacdo por componentes das solugdes do
préprio método, como guanidina residual normalmente presente em Kits baseados em colunas de
ligagdo como o utilizado; ou ainda por metabdlitos secundarios da planta (THERMO FISHER
SCIENTIFIC, 2011). Apesar do indicio de contaminacdo e uma vez que a razao Agsorso €Sta
dentro do padrdo, o DNA obtido pelo Kit 01 pode ser considerado vidvel para aplicagdo em
diversos experimentos em biologia molecular.

Agradecimentos: A Embrapa Meio-Norte pela infraestrutura.

CONCLUSAO

Os métodos Kit 01 e Organico sdo eficientes para a extracdo de DNA de folhas de cajui.
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