COMPARACAO DE CINCO METODOS PARA EXTRACAO DE DNA
A PARTIR DE FOLHAS DE Phyllanthus niruri.
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Resumo: Realizou-se a avaliagdo de protocolos de extracdo de DNA gendmico vegetal em
Phyllanthus niruri para identificar o protocolo que proporciona um resultado mais adequado
em relacdo a quantidade e a qualidade do DNA obtido. Comparou-se cinco protocolos:
Romano (1998), Doyle & Doyle (1987), Grattapaglia et al. (1995) e Clark et al. (1989), todos
baseados no método CTAB e o protocolo descrito por Dellaporta (1983), baseado no método
SDS. Para uma melhor comparacao entre os protocolos analisados foram feitas padronizacdes
nas quantidades dos reagentes e de tecido foliar. Através do presente estudo pode-se observar
que o protocolo que gerou um DNA mais adequado para futuros estudos moleculares foi o
descrito por Dellaporta (1983). Verificou-se um alto nivel de contaminacdo nos demais
protocolos; isso pode ser devido aos constituintes quimicos da planta tais como compostos
fendlicos.
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Introducéo
Phyllanthus niruri também conhecida como quebra-pedra, € uma planta de facil

cultivo, ndo sendo muito exigente quanto ao tipo de solo e que pode ser facilmente encontrada
no Brasil. Os interesses terapéuticos do Phyllanthus niruri L. provém principalmente de suas

propriedades diuréticas para o0 combate de calculos renais, isso porque ele evita a formagao de
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calculos renais e relaxa o sistema urinario, o que ajuda a expeli-los (AGUIAR, 2002). E
indicada ainda como analgésico e na prevengdo de diversas enfermidades como disenteria,
diabetes, beribéri, artrite e derrame (AGUIAR, 2002). O objetivo do presente trabalho foi
comparar cinco protocolos de extracdo de DNA e avaliar o protocolo mais eficiente em
Phyllanthus niruri L.

Material e Método

A extracdo de DNA foi realizada no Laboratério de Micologia, localizado no
Departamento de Biologia no da Universidade Federal do Piaui. A quantificacdo das amostras
foi conduzida no Laboratério de Biologia Molecular da Embrapa Meio-Norte. Avaliou-se
cinco protocolos diferentes: Romano (1998), Doyle & Doyle (1987), Grattapaglia et al. (1995)
e Clark et al. (1989), todos baseados no método CTAB (Cationic Hexadecyl Trimethyl
ammonium Bromide) e o protocolo descrito por Dellaporta (1983), baseado no método SDS.
Foram feitas modificacGes relativas a quantidade de tecido foliar a qual foi padronizado em
40 mg por amostra a qual foi submetida a extracdo, seguida das devidas alteracGes

proporcionais dos reagentes.

Resultados e Discussao

Os resultados obtidos em relacdo a qualidade e quantidade do DNA variaram muito de
acordo com o protocolo utilizado. O protocolo que apresentou 0os melhores resultados foi o
descrito por Dellaporta (1983) (Figura 01), baseado no método SDS, e que proporcionou
visualmente um material pouco contaminado.

Os demais protocolos testados ndo resultaram em um material de boa qualidade, essa
contaminacdo pode ter sido ocasionada pela rapida oxidacdo do material apos a maceragédo
identificada por uma coloracdo escurecida do material. 1sso pode ter ocorrido devido a
composicdo quimica dessa planta que possui altos indices de compostos fendlicos, os quais
causam uma rapida oxidacao do material.

Esses resultados indicam que a quantidade de DNA obtido a partir de 40 mg de tecido

foliar de Phyllanthus niruri € suficiente para estudos envolvendo analise molecular.
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Figura 01. Fragmentos amplificados de DNA de Phyllanthus niruri obtidos seguindo-se a metodologia de
Dellaporta (1983).

Concluséo
Com base nos resultados obtidos e nas condi¢cbes em que se realizou o presente estudo,
conclui-se que o método descrito por Dellaporta (1983) forneceu um DNA com qualidade e
quantidade adequada para futuros estudos moleculares.
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