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RESUMO

A mangabeira é uma fruteira nativa do Brasil que se destaca pelo potencial de
exploracdo de seus frutos. Essa espécie esta em processo de erosdo genética ressaltando-se a
importancia do desenvolvimento de estudos moleculares que subsidiam programas de
conservacdo e melhoramento. Para a realizacdo dessas analises moleculares é necessario a
obtencdo de um DNA em quantidade e qualidade adequadas. Portanto, este estudo objetivou
avaliar trés protocolos de extracdo de DNA a partir de folhas jovens frescas e desidratadas de
mangabeira. A integridade do DNA foi visualizada em gel de agarose e a concentracdo no Qubit
e NanoDrop, sendo que no ultimo também foi estimada a pureza das amostras. Entdo, foi
realizado um teste de PCR com o DNA extraido utilizando iniciador ISSR. Com o kit 2 obteve-
se baixa concentracdo de DNA extraido a partir de folhas frescas e a quantidade de DNA
elevou-se consideravelmente na extracdo a partir de folhas desidratadas. Com a extracéo
organica ndo se obteve resultados satisfatorios. Assim, o Kit 1 foi o mais indicado para obtencéo
de DNA integro em concentracdo e qualidade aceitaveis para folhas frescas e desidratadas de
mangabeira.

PALAVRAS-CHAVE: Hancornia speciosa, membrana de afinidade, extra¢do organica

INTRODUCAO

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) é uma espécie nativa do Brasil da familia
Apocynaceae que se destaca pelo potencial de exploracdo de seus frutos, a mangaba, de sabor e
aroma agradaveis (MARTINS et al., 2012). Apesar do potencial econémico, a exploragéo dessa
espécie em processo de erosdo genética é realizada essencialmente de forma extrativista
ressaltando-se, desse modo, a importdncia do desenvolvimento de estudos moleculares que
subsidiem programas de conservaco e melhoramento genético (SA; LEDO; LEDO, 2011).

Para estudos genéticos, os marcadores moleculares sdo amplamente utilizados. Essa
técnica ndo é influenciada pelo ambiente e possui varias aplicacdes, tais como na analise
filogenética e em estudos de diversidade genética, sendo uma forma répida e precisa de
distinguir os individuos (GROVER; SHARMA, 2016). Entretanto, para a realizacdo desses
estudos moleculares é essencial a obtencdo de um DNA em quantidade e qualidade adequadas.
Dessa forma, este estudo teve como objetivo avaliar trés protocolos de extracdo de DNA a partir
de folhas jovens frescas e desidratadas de mangabeira.
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MATERIAL E METODOS

Folhas jovens coletadas de dois acessos de mangabeira do Banco de Germoplasma da
Embrapa Meio-Norte foram envolvidas em papel toalha e colocadas dentro de sacos pléasticos
hermeticamente fechados, sendo transportadas em contato com gelo até o laboratdrio. A outra
parte dessas folhas foi mantida em sacos plasticos hermeticamente fechados contendo silica por
24 horas para desidratacdo. Foi realizada a extracdo de DNA dessas folhas a partir de trés
protocolos. Nos métodos 1 e 2 o DNA foi extraido, respectivamente, por membrana de
afinidade (kit 1) e membrana de afinidade mais proteinase K (kit 2) de acordo com o protocolo
sugerido pelo fabricante, exceto a lise e homogeneizacao realizada no Precellys a 6600 rpm com
2 ciclos de 20 segundos. No método 3 foi realizada a extracdo organica do DNA de mangabeira
segundo a metodologia proposta por Doyle e Doyle (1990), salvo algumas modificacGes.
Adicionou-se 1000 pL de tampdo de extracdo e a lise e homogeneizacdo foi realizada no
Precellys como descrito acima.

A andlise da concentracdo do DNA foi realizada no Qubit (Invitrogen) e no NanoDrop
(Thermo scientific), sendo que no Gltimo também mensurou-se a pureza das amostras pelas
razbes A260/A280 e A260/A230. A integridade do DNA foi verificada em gel de agarose
(0,8%), corado com GelRed e fotodocumentado sob luz ultravioleta. Além disso, foi realizado
um teste de PCR com o DNA extraido pelos trés métodos com o iniciador UBC 857. As reacdes
de amplificagcdo do DNA foram realizadas nas seguintes concentragdes: 1X de tampéo [20 mM
Tris-HCI pH 8,4, 50 mM KCI] (Invitrogen), 1,5 mM de MgCl; (Invitrogen), 1 mM de dNTP, 0,4
MM de iniciador, 0,5 U de Tag DNA Polimerase (Invitrogen), 7 ng de DNA e 4gua ultrapura em
um volume final de 10 pL. As reacGes foram conduzidas em termociclador Veriti™ 96 Well
Thermal Cycler (Applied Biosystems) sob as seguintes condicfes: 1 ciclo de 94°C-1'30"; 40
ciclos (94°C-40", 55°C-45", 72°C-2"); 72°C-7'. Os produtos amplificados foram separados em
gel de agarose (1.5%), na cuba 11x14 conduzido a 80 V por 2,5 horas, corados com GelRed e
fotodocumentados sob luz ultravioleta.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A eficiéncia dos protocolos de extracdo é estimada pela concentracdo e pureza do DNA.
Geralmente, o DNA ¢é considerado puro quando as razfes A260/A280 e A260/A230 estdo,
respectivamente, entre 1,8 e 2,0 e de 2 a 2,2 (LUCENA-AGUILAR et al., 2016). Os trés
métodos de extracdo mostraram diferencas quanto a qualidade e quantidade do DNA (Tabela 1).

Tabela 1. Comparacao dos trés métodos de extragdo quanto a média da quantidade e qualidade
do DNA obtido a partir de folhas jovens frescas e desidratadas de mangabeira.

Método Estado da NanoDrop Qubit
folha Concentracdo A260/A280 A260/A230  Concentragéo
Kit 1 Folha fresca 30,35 ng/uL 2,09 2,11 22 ng/pL
Desidratada 24,65 ng/uL 2,17 2,27 18,15 ng/pL
Kit 2 Folha fresca 28,4 ng/uL 1,73 0,22 2,22 ng/pL
Desidratada 133,65 ng/uL 1,91 1,13 24,9 ng/uL
Organica Folha fresca 232,15 ng/pL 1,44 0,51 9,95 ng/pL
Desidratada 511,4 ng/puL 1,7 0,98 12,3 ng/uL

O kit 1 possibilitou a obtencdo de DNA integro em boa concentragdo, sendo a média no
NanoDrop e Qubit, respectivamente, 30,35 ng/puL e 22 ng/uL para folhas frescas e de 24,65
ng/uL e 18,15 ng/uL para folhas desidratadas. As razdes A260/A280 e A260/A230 foram,
respectivamente, 2,09 e 2,11 para folhas frescas e de 2,17 e 2,27 para folhas desidratadas
(Tabela 1 e Figura 1a). Assim, o DNA extraido com kit 1 mostrou-se adequado para analises
moleculares que utilizam a rea¢do em cadeia da polimerase (PCR) como verificado na Figura
1b.
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Figura 1 - Perfil eletroforético das amostras de DNA extraidas a partir de folhas jovens frescas
e desidratadas de mangabeira com os Kit 1, Kit 2 e método orgénico. a: Visualizagcdo da
integridade do DNA em agarose 0,8%; b: Padrdo de bandas obtido com a amplificacdo do DNA
extraido com o iniciador UBC 857.

Baixas concentragdes de DNA foram obtidas a partir de folhas frescas com o kit 2,
sendo a média 28,4 ng/uL no NanoDrop e 2,22 ng/uL no Qubit. Na extracdo a partir de folhas
desidratadas obteve-se DNA integro com a concentragdo média de 133,65 ng/pL no NanoDrop
e de 24,9 ng/uUL no Qubit (Tabela 1 e Figura 1a). Essa diferenca na concentracdo de DNA a
partir do estado da folha pode estar relacionada & maior facilidade de maceracéo do tecido seco.
Pelas razdes A260/A280 e A260/A230, as amostras mostraram-se contaminadas por
metabolicos secundarios ou outros compostos utilizados na extracdo que absorvem em 230 nm.
Pelo teste de PCR, obteve-se uma amplificacdo adequada para os acessos M15 e M16 com o
iniciador UBC 857 para o DNA extraido a partir dos dois estados das folhas, apesar da
contaminagao e baixa concentracdo do DNA obtido a partir de folhas frescas (Figura 1b).

A extracdo organica ndo proporcionou a obtencgdo de resultados satisfatérios, sendo que
o DNA apresentou-se retido ou proximo ao poco que evidencia contaminagdo por
polissacarideos. Além disso, as razbes A260/A280 e A260/A230 demonstraram que 0 DNA
estava impuro. As concentragBes medias de DNA inferidas pelo NanoDrop e Qubit foram,
respectivamente, 232,15 ng/uL e 9,95 ng/uL para folhas frescas e de 511,4 ng/uL e 12,13 ng/uL
para folhas desidratadas (Tabela 1 e Figura 1a). Em relagdo a PCR realizada com as amostras
extraidas pelo método orgénico, somente o DNA do acesso M16 proveniente de folha
desidratada amplificou, entretanto, o padrdo de bandas apresentou-se diferentes das demais
amostras que pode ser em consequéncia da presenca de contaminantes como polissacarideos que
podem atuar como inibidores de PCR ou promover a amplificacido ineficiente (DEMEKE;
JENKINS, 2010).

A extracdo organica € um método econdmico para o isolamento de DNA, entretanto a
mesma utiliza compostos toxicos. Ja a utilizagdo de kits comerciais, apesar de serem mais caros,
é um método rapido e seguro em que ndo ha exposicdo a solventes organicos como cloroférmio.

CONCLUSOES

O kit 1 é o método mais indicado para extracdo de DNA integro, em boa concentracao e
de qualidade em mangabeira a partir de folhas jovens frescas ou desidratadas, sendo que o uso
de folhas desidratadas € uma opcdo adequada, principalmente quando o material vegetal

encontra-se em areas distantes do local de extracao.

Agradecimentos: Ao Macroprograma 1, a UFPI e UESPI pelo suporte académico e a Embrapa
Meio-Norte pela disponibilizagdo de sua infraestrutura.
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