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Resumo

Neste trabalho, sdo apresentados valores estimados da quantificacdo de DNA
por espectrofotometria de 219 cultivares procedentes da colecdo de
Germoplasma de Videira da Embrapa Semi-Arido, localizada no Campo
Experimental de Mandacaru, em Juazeiro-BA. O DNA gendmico total foi
isolado de folhas verdes e sadias, segundo protocolo 500 mM Tris pH 8,0,
1,4 M NacCl, CTAB 2% (p/v), 0,2 % beta-mercaptoethanol, 20 mM de EDTA.
A quantificagcdo por espectrofotometria foi determinada medindo-se a
absorbéncia a 260 nm, considerando-se 1 DO = 50 ng/, L de DNA e por uma
curva de regresséo ajustada aos valores de absorbancia de amostras de DNA de
concentracfes conhecidas. A determinacéo do grau de pureza, por sua vez, foi
obtida, pela razdo entre as leituras A, /A, sendo desejada um valor préximo
de 1,8. As concentracBes de DNA obtidas variaram de 47,97 a 1451,09 pela
curva de regresséo e de 86 a 984,0 ng/, L pela equagdo 1 DO = 50 ng/, L.
As estimativas do grau de pureza das amostras, obtidas pela razdo entre as
leituras a 260 e 280 nm (A, /A.,.), resultaram em valores que variaram de
1,14 & 2,19. As concentracdes de DNA e o grau de pureza obtido foram
satisfatérios para 66% das amostras analisadas, demonstrando a adequagéo do
método de extracdo utilizado.
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Introducéo

Sabe-se que o genoma da videira é relativamente pequeno, quando comparado
a outras espécies perenes, e acreditava-se que isso poderia facilitar os estudos
em genética molecular (Lodhi et al., 1994). Porém, a extracdo de DNA de
videira é bastante delicada, devido a presenca de contaminantes, como
polifendis e polissacarideos, e para obtencdo de bons resultados em analises
como RAPD, AFLP ou qualquer outro tipo de estudo molecular, o DNA deve
apresentar alta pureza.

A possibilidade de analisar individuos vai depender inicialmente da capacidade
de extrair seu DNA em qualidade e quantidade adequadas de forma rapida e
eficiente (Ferreira & Grattapaglia, 1995).

A utilizagdo de DNA altamente puro é de fundamental importancia, sobretudo
em técnicas moleculares que utilizam enzimas de restricdo, como o AFLP,
garantindo que o DNA seja completamente digerido por estas enzimas. O DNA
de baixa qualidade resulta em digestdo incompleta, gerando fragmentos
parciais, que quando amplificados produzem bandas alteradas que podem ser
interpretados como falsos polimorfismos.

A fluorimetria, espectrofotometria e anélise comparativa em géis corados com
brometo de etidio sdo técnicas empregadas para a quantificacdo de DNA. A
quantificacao por espectrofotometria é determinada medindo-se a absorbancia a
260 nm, considerando-se 1 DO = 50 nm/iL de DNA (Sambroock et al., 1989)
ou obtendo-se uma curva de regresséo ajustada aos valores de absorbancia de
amostras de DNA de concentragdes conhecidas. A determinagéo do grau de
pureza, por sua vez, é obtido pela razéo entre as leituras A, /A, e deve estar
proximo de 1,8.

O objetivo do presente trabalho foi determinar as concentracdes de DNA e o
grau de pureza por meio de espectrofotometria UV/Vis.

Material e Métodos

Utilizaram-se folhas jovens de 219 cultivares procedentes da colegdo de
Germoplasma de Videira da Embrapa Semi-Arido, localizada no Campo
Experimental de Mandacaru, em Juazeiro-BA. O DNA gendmico total foi
isolado de folhas verdes e sadias, segundo protocolo de Lodhi et al. (1994)
(500 mM Tris pH 8,0; 1,4 M NaCl; CTAB 2% (p/v); 0,2% beta-
mercaptoethanol; 20 mM de EDTA).
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Apos a extragdo do DNA foram diluidas 25 | L da solugdo de DNA em 450 L

de TE (Tris-HCI pH 8,0; EDTA 5M). A determina¢do da pureza e a estimativa
de sua concentracao foi realizada em espectrofotdometro FEMTO modelo 482,
medindo-se a absorbancia em contraste com uma amostra de TE na faixa do
ultra-violeta & 260 e 280 nm.

As concentragdes foram estimadas por duas formas de calculo, utilizando-se a
relacdo 1 DO=50 nm/, L de DNA (Sambrook et al., 1989) e de acordo com a
curva de regressao, através da utilizacdo de DNA de concentracdes conhecidas.
O grau de pureza foi estabelecido através da razéo A, /A,

Resultados e discussao

Uma equacéo linear foi ajustada as leituras de absorbancia a 260 nm de cinco
amostras de DNA de concentragdes conhecidas (5, 10, 20, 50 e 80 ng/ L)
(Figura 1), obtendo-se um coeficiente de determinacgéo (R?) de 0,98, o que
indica um bom ajuste dos pontos a equacao linear. As concentracdes de DNA
foram obtidas, substituindo os valores de leitura A, de cada amostra na
equacdo y = 0.0128x + 0.0553, multiplicando-se pelo fator de diluicdo (FD
= 20). As concentracdes de DNA obtidas por este método variaram de 47,97
a 1451,09 ng/, L.

Figura 1 - Curva linear ajustada dos valores de leitura de absorbéncia & 260 nm
em espectrofotébmetro, a concentracdes de DNA padréo.
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Os valores de concentracédo obtidos pela equacao proposta por Sambrook et al.,
(1989), onde: [ ] DNA (ng/pL) = (A260 x 50 x FD/1000) x 1000, variaram
de 86,00 a 984,00 ng/ L, sendo, em geral, inferiores aqueles obtidos pela
equacao de regresséo linear.

As estimativas de concentracdes de DNA de videira obtidas por
espectrofotometria estdo de acordo com aqueles observados por Costa (2004)
e Silva (2002), utilizando a mesma espécie e protocolo de extracao.

As estimativas do grau de pureza das amostras foram obtidas pela razéo entre
as leituras a 260 e 280 nm (A, /A,,,). resultando em valores que variaram de
1,14 a 2,19. 11,3% das amostras de DNA apresentaram valores de razdo

AL lA,, inferiores a 1,6, e portanto, inferiores ao valor minimo aceitavel para
reacOes de PCR, sendo recomendéavel repetir a extracdo do DNA dessas
amostras. Por outro lado, 66% das amostras apresentaram razédo A, /A,
dentro de uma faixa aceitavel entre 1,6 a 2,0, sendo que, valores proximos de
1,8 indicam DNA de elevada qualidade e 22,7% das amostras apresentaram
relacdo A, /A, acima de 2,0. Valores menores que 1,8 de razéo A, /A,
podem indicar contaminagdo por proteinas, enquanto se esta razao for superior
a 1,8, pode indicar contaminacdo por RNA (Turner et al.,1997).

Concluséao

As concentrac8es de DNA e o grau de pureza obtidos neste trabalho foram
satisfatérios para a maioria das amostras, demonstrando a adequagéo do
método de extracado utilizado. No entanto, antes de se proceder as diluicdes
para preparagdo das amostras de trabalho, recomenda-se confirmar os
resultados pela quantificagdo em gel de agarose com amostras de concentragcédo
conhecida.
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