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Resumo

A definicdo dos pardmetros de precessdo para maceragcdo de tecidos das diferentes espécies
contribui na obtencdo de DNA em concentragdo e pureza adequados para ser usado em ensaios com
marcadores moleculares. Este trabalho teve como objetivo adequar os parametros velocidade e tempo
de precessdo para amostras de tecidos de feijdo-caupi, pinhdo-manso e babagu. As amostras foliares
das trés espécies foram submetidas a variacdes na velocidade e no tempo de precessdo Os melhores
resultados para a obtencdo de um DNA mais integro foram obtidos com o aumento da velocidade e
reducdo do tempo de precessdo para o feijio-caupi e pinhdo-manso. J4 para o babagu, reduzir a
velocidade e o tempo proporcionaram um material mais integro. Obteve-se concentracdes médias de
75, 100 e 105 ng/ul para o feijdo-caupi, pinhdo-manso e babacu, respectivamente.

Introducao

Segundo Molinari, Crochemore (2001), a obtencdo de DNA com boa concentracdo e sem a
contaminacio de polissacarideos, fendis e compostos secundérios que prejudicam o uso do DNA em
reacdes de amplificacdo de restri¢do é o objetivo da otimizagdo dos procedimentos de extracao.

Em laboratérios de biologia molecular, que t€ém como rotina a realizacdo de um grande nimero de
extracdes de DNA vegetal, é essencial o uso de equipamentos como homogeneizadores que trituram e
lisam amostras de tecidos vegetais de maneira mais rdpida do que os protocolos convencionais,
proporcionando a homogeneiza¢do das amostras e evitando a degradacdo e a contaminag@o entre as
amostras.

Para o uso mais eficiente destes equipamentos, faz-se necessdrio a definicao dos seus parametros
(velocidade, tempo, nimero de ciclos e intervalo entre os ciclos) de precessdo, que € um movimento
em cima do eixo de rotacdo de um corpo rotante ao redor de outra linha desenvolvendo uma trajetéria
semelhante a um cone. Este trabalho teve como objetivo adequar os pardmetros de precessido para
amostras de tecidos de feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp), pinhdao-manso (Jatropha curcas L)
e babagu (Orbignya phalerata Martius).

Material e Métodos

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biologia Molecular da Embrapa Meio-Norte,
localizado em Teresina-PI. As amostras foliares de feijao-caupi e pinhdo-manso foram coletadas e
armazenadas até o momento da extragdo em silica gel, ja as folhas de babacu foram mantidas em
saquinhos plasticos individuais no freezer. Para a maceracdo, foram utilizadas 100 mg de material
fresco (babagu) e 25 mg do material desidratado (feijao-caupi e pinhdo-manso), cinco esferas de vidro
de 3 mm, tampdo de lise e proteinase K do Kit de purificacdo Invitek (INVISORB, 2008) em tubos
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préprio para o equipamento de lise e homogeneizagdo. As amostras de folhas de feijao-caupi foram
submetidas as precessdes de 5.200 e 5.700 rpm por dois ciclos de 8, 12, 16, 45 s. Para as amostras de
pinhdo-manso a precessdes de 5.000, 5.200 e 5.500 rpm por dois ciclos de 14, 16, 18, 35, 40, 45 s e as
amostras de babacu foram submetidas a precessdes de 5000 e 5.200 rpm por dois ciclos de 10, 14, 18,
20, 25, 35 s. Para a extracdo do DNA foram adotados os procedimentos recomendados pelo o Kit de
purificacdo Invitek. A visualiza¢do do material foi realizada através de corridas eletroforéticas em géis
de agarose 0,8% a 80 V, corados com SYBR Safe DNA Gel Stain a 10.000X (Invitrogen) e
fotodocumentados sob luz ultravioleta. A quantificacdo foi realizada pela da anélise comparativa das
amostras com o marcador fago lambda nas concentra¢des de 50, 100 e 150 ng/uL.

Resultados e Discussao

A integridade e concentracdo do material extraido variaram conforme as modificacdes nos
pardmetros de precessdo do homogeneizador (Tabelas 1, 2 e 3). Na Figura 1 observa-se que para as
trés espécies estudadas a medida que houve uma redug¢do no tempo de precessdo houve também uma
reducdo do “smear” (arraste) do material, proporcionando DNA mais integro. Com o aumento do
parametro velocidade observou-se o inverso, obtendo-se melhores concentracdes a medida que se
aumentava este fator. Contudo, os melhores resultados sé foram alcancados com a adequagdo desses
dois parametros para cada espécie, ou seja, uma precessdo com maior velocidade e menor tempo para
o feijdo-caupi (5.700 rpm e dois ciclos de 8s) e pinhdo-manso (5.500 rpm e dois ciclos de 14s) que
obtiveram um material mais {integro e concentracdes médias de 75,0 ng/ul e 100,0 ng/ul,
respectivamente, nessas condi¢des. Ja para o babagu, com base na integridade do material, o parimetro
mais adequado para a espécie foi definido com uma menor velocidade e um menor tempo, obtendo-se
concentracdes médias de 105 ng/ul. Concentracdes superiores foram obtidas, mas foram
desconsideradas por apresentarem um ‘“‘smear” mais acentuado, tornando o material menos adequado
para uso como substrato em ensaios de amplificacdes de restricdo, visto que o objetivo de uma
extracdo ¢ a obtencdo de um material mais puro e integro.

Conclusoes

Determinou-se para o feijdo-caupi precessdes de 5.700 rpm por dois ciclos de 8s, para o pinhao-
manso precessdes de 5.500 rpm por dois ciclos de 14s e para o babagu precessdes de 5.000 rpm por
dois ciclos de 10s.

Os parametros velocidade e tempo foram definidos conforme as espécies e as condi¢des das
amostras utilizadas quando proporcionaram extracdes de boa qualidade.
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Tabela 1. Concentra¢des médias de DNA obtidas em diferentes condi¢des de precessdo para feijao-
caupi.

Precessao Concentracao *
Velocidade Tempo (ng/ul)
5.200 rpm 2 X 45s 15,0
5.700 rpm 2 X 16s 54,2
5.700 rpm 2X 12s 27,5
5.700 rpm 2 X 8s 75,0

* Concentragdes obtidas através de andlise comparativa com marcador fago lambda.

Tabela 2. Concentragdes médias de DNA obtidas em diferentes condi¢des de precessdo para pinhao-
manso.

Precessao Concentracao *
Velocidade Tempo (ng/ul)
5.000 rpm 2X45s 17,2
5.000 rpm 2X40s 17,1
5.200 rpm 2X35s 15,0
5.500 rpm 2X18s 120,0
5.500 rpm 2X16s 116,0
5.500 rpm 2X14s 100,0

* Concentragdes obtidas através de andlise comparativa com marcador fago lambda.

Tabela 3. Concentra¢des médias de DNA obtidas em diferentes condi¢des de precessdo para babagu

Precessao Concentracao *

Velocidade Tempo (ng/ul)
5.200 rpm 2X45s 90,0
5.000 rpm 2X35s 125,0
5.000 rpm 2X25s 110,0
5.000 rpm 2X20s 100,0
5.000 rpm 2X18s 95,0
5.000 rpm 2X14s 79,0
5.000 rpm 2X10s 105,0

* Concentragdes obtidas através de andlise comparativa com marcador fago lambda.
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Figura 1. Perfis eletroforéticos de extracio de DNA com variacdes nas precessoes. (A) Feijao-caupi
submetido a precessoes de 5.200rpm por 2 X 45s (2 e 3), 5.700rpm por 2X 16s (4 € 5), 5.700rpm por 2
X 12s (6 e 7) e 5.700rpm por 2 X 8s (8 e 9); (B) Pinhdo-manso submetido a precessdes de 5.200rpm
por 2 X 45s (4 € 5), 5.200rpm por 2 X 40s (6 e 7), 5.200rpm por 2 X 35s (8 € 9), 5.500 rpm por 2 X
18s (10 e 11), 5.500rpm por 2 X 16s (12 e 13), 5.500rpm por 2 X 14s (14 e 15); (C) Babagu submetido
a precessodes de 5.200rpm por 2 X 45s (19 e 20), 5.200rpm por 2 X 35s (21 e 22), 5.000rpm por 2 X
25s (23 e 24), 5.000rpm por 2 X 20s (25 e 26), 5.000rpm por 2 X 18s (27 e 28), 5.000rpm por 2 X 14s
(29 e 30) e 5.000rpm por 2 X 10s (31 e 32). As canaletas 1 (1A), 1,2 e 3 (1B) e 16,17 ¢ 18 (1C)
correspondem a valores de 50, 100 e 150ng do marcador fago lambda, respecticvamente.



