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Resumo:

O babacu (Orbignya phalerata Mart.) € uma das palmeiras mais importantes do Brasil. Estudar a variabilidade
disponivel em populagdes desta espécie é necessario a fim de se estabelecer estratégias de conservagado. O
estudo da variabilidade genética pode ser feita por meio de marcadores moleculares e muitas destas
preparacoes exigem DNA de qualidade e em quantidades adequadas. Este estudo objetivou avaliar seis
métodos de extracdo de DNA em babacu. As extracdes de DNA foram realizadas de acordo com os protocolos
originais. A qualidade e concentragao de acidos nucléicos foram reveladas por espectrofotometria e
eletroforese em gel de agarose. Com base nos dados obtidos por espectrofotometria foi possivel observar que
na aplicacdo de alguns métodos obteve-se alta concentragdo de dcidos nucléicos, no entanto, em algumas
amostras nao foi possivel encontrar valores adequados das relagées A260/280 e A260/230 os quais fornecem
um indicativo de qualidade. Apds a eletroforese em gel de agarose foi possivel verificar a concentragdo e
integridade do DNA. Com a obtengdo dos resultados, constatou-se que apenas um dos métodos nao forneceu
quantidades satisfatérias de DNA. Os demais métodos foram eficientes no isolamento de altas concentracoes
de DNA de babacu, mas dentre estes, alguns ndo foram adequados para o isolamento de DNA em qualidade
satisfatoria. Com este estudo, sugere-se entdo o método mais eficiente na extragdo de DNA de babagu em
quantidade e qualidade satisfatoria.
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COMPARACAO DE SEIS METODOS DE EXTRACAO DE DNA GENOMICO EM BABACU

Resumo: O babagu (Orbignya phalerata Mart.) é uma das palmeiras mais importantes do Brasil.
Estudar a variabilidade disponivel em populacGes desta espécie é necessario a fim de se estabelecer
estratégias de conservacdo. O estudo da variabilidade genética pode ser feita por meio de marcadores
moleculares e muitas destas preparacdes exigem DNA de qualidade e em quantidades adequadas. Este
estudo objetivou avaliar seis métodos de extracdo de DNA em babacu. As extracdes de DNA foram
realizadas de acordo com os protocolos originais. A qualidade e concentracdo de acidos nucléicos
foram reveladas por espectrofotometria e eletroforese em gel de agarose. Com base nos dados obtidos
por espectrofotometria foi possivel observar que na aplicacdo de alguns métodos obteve-se alta
concentracdo de acidos nucléicos, no entanto, em algumas amostras ndo foi possivel encontrar valores

adequados das relagbes A26020 g pZ60/230

0s quais fornecem um indicativo de qualidade. Apds a
eletroforese em gel de agarose foi possivel verificar a concentracdo e integridade do DNA. Com a
obtencdo dos resultados, constatou-se que apenas um dos métodos ndo forneceu quantidades
satisfatorias de DNA. Os demais métodos foram eficientes no isolamento de altas concentracdes de
DNA de babagu, mas dentre estes, alguns ndo foram adequados para o isolamento de DNA em
qualidade satisfatdria. Com este estudo, sugere-se entdo o método mais eficiente na extragdo de DNA

de babacu em quantidade e qualidade satisfatoria.
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Introducéo
A espécie Orbignya phalerata Mart., conhecida popularmente como babacu, € uma palmeira
nativa do Norte, Nordeste e Centro-Oeste do Brasil. O nordeste brasileiro € a regido que possui maior
ocorréncia desta espécie, mantendo a maior producdo de améndoas devido a atividade extrativista a
qual reflete sua elevada importancia socioeconémica.
O germoplasma de uma espécie deve ser protegido de eventuais perdas genéticas e para o
desenvolvimento de estratégias de conservagdo genética sdo necessarios estudos da distribuicdo de

variabilidade genética dentro e entre as popula¢bes. Os rapidos avancos na biologia molecular tém
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fornecido um nimero de novos métodos para estudos genéticos de populacdes naturais. O estudo da
variabilidade genética pode ser feita por meio de marcadores moleculares e muitas destas preparagdes
exigem DNA de qualidade e em quantidades adequadas.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar protocolos de extracdo do DNA gendmico
em Orbignya phalerata para identificar quais resultam em DNA de qualidade e em quantidade

adequada para uso em estudos moleculares.

Material e Métodos

O material vegetal consistiu de folhas jovens, livres de ectoparasitas e organismos epibidticos.
As folhas foram envolvidas com papel toalha, colocadas em sacos pléasticos que foram imersos em
caixas de isopor® contendo gelo e para ser levado ao laboratorio onde foram realizadas as extragoes.
Os protocolos avaliados foram os descritos por Dellaporta et al. (1983), Doyle e Doyle (1987), e
Grattapaglia e Sederoff (1994), Romano e Brasileiro (1998), Khanuja et al. (1999) e Warude et al.
(2003), todos de acordo com as recomendacgdes originais, excetuando a quantidade de tampdo de
extracdo por amostra que foi adaptada para 100mg de tecido vegetal. A qualidade e concentracao de
acidos nucléicos foram reveladas por espectrofotometria, por meio do equipamento NanoDrop® 2000-

A260/280

2000c, onde foi considerado os valores emitidos para as raz0es ( indicam a concentragdo de

DNA em relagdo a de proteinas) e A%°Y2%

(indicam a concentracdo do DNA em relacdo a metabolitos
secundarios e componentes do tampéo de extracdo). As amostras foram submetidas a eletroforese em
gel de agarose a 0,8%, usando o intercalante GeIRED " e o0 agente carreador Azul de Bromofenol. O
gel foi visualizado sob incidéncia de luz UV e fotografado com auxilio do equipamento MINIBIs

Pro®.

Resultados e Discussao
Alguns métodos resultaram em altos valores de concentracédo de acidos nucléicos, indicando uma
possivel eficacia no isolamento de DNA em alta quantidade. No entanto, as amostras correspondentes
a alguns destes métodos apresentaram valores das razdes de absorbancia A?%%2%0 ¢ A%9230 fora dos
limitrofes indicadores de pureza, que correspondem aos intervalos de 1,8 a 2,0 para a primeira relacédo

e 2,0 a 2,2 para a segunda.
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As amostras submetidas aos métodos descritos por Dellaporta et al. (1983), Grattapaglia e

AZ0280 infariores ao

Sederoff (1994) e Warude et al. (2003) apresentaram as médias das razbes
limitrofe, indicando que pode ter havido contaminacdo por proteinas durante o processo de extracao.

O protocolo descrito por Khanuja et al. (1999) resultou em uma concentracdo média de 26,57
ng/uL, além disso, 0 método alcancou as melhores razdes de pureza dentre os protocolos testados, cujo

o valor médio foi 2,04 para a razdo A?%%?% 2601230

e 1,99 para a razdo

A espectrofotometria fornece um bom indicativo de qualidade das amostras no que se refere a
presenca de proteinas, metabdlitos secundarios e componentes do tampédo de extragcdo. No entanto, esta
técnica detecta a presenca de &cidos nucléicos, ndo apenas de DNA. Logo, as vezes os valores
observados podem estar inflacionados pela presenca de RNA, além disso, pela espectrofotometria ndo
é possivel identificacdo de DNA degradado através dos valores emitidos. Diante disso, procuram-se
métodos adicionais que informem a qualidade do DNA no que diz respeito a integridade, presenca de
RNA, viscosidade e outros. A eletroforese em gel de agarose é uma técnica eficiente para
quantificacdo do DNA, além de fornecer outro indicativo de qualidade nas amostras.

A Figura 1 mostra o perfil eletroforético das amostras de DNA de babagu obtidos por meio dos
diferentes métodos de extracdo avaliados no presente estudo. As amostras correspondentes aos
métodos de Dellaporta et al. (1983), Doyle e Doyle (1987), Romano e Brasileiro (1998) e Warude et
al. (2003) apresentaram, relativamente, altas concentracées de DNA, no entanto, em qualidade
insatisfatdria devido a presenca de DNA degradado. Ja o método proposto por Khanuja et al. (1999)

foi eficiente no isolamento de DNA em concentracdes e qualidade adequada.
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Figura 1 - Perfil eletroforético das amostras submetidas aos protocolos avaliados. 1 -
Dellaporta et al. (1983); 2 - Doyle e Doyle (1989); 3 - Grattapaglia e Sederoff (1994);
4 - Romano e Brasileiro (1998); 5 - Khanuja et al. (1999); 6 - Warude et al. (2003).

Concluséo
Sugere-se que na extracdo de DNA de babacu (Orbignya phalerata) seja utilizado o método
proposto por Khanuja et al. (1999), por resultar em DNA em concentragdo adequada e qualidade
satisfatdria para estudos moleculares.
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