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ANALISE DE QUATRO PROTOCOLOS DE EXTRACAO DE DNA EM

Acmella uliginosa.
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Resumo: Realizou-se a avaliacdo de quatro protocolos de extracdo de DNA descritos
por Ferreira e Grataplaglia (1995), Romano e Brasileiro (1998), Khanuja et al. (1999),
baseados no detergente CTAB, e o protocolo descrito por Dellaporta et al. (1983),
baseado no método de SDS, com modificagdes referentes a quantidade de tecido foliar,
proporcionais a quantidade de reagentes. No presente trabalho objetivou-se a
identificacao do protocolo que proporcione DNA em quantidade e qualidade adequados
a futuros experimentos envolvendo técnicas moleculares para a espécie Acmella
uliginosa, conhecida popularmente como agrido. Observou-se que os protocolos que se

mostraram mais eficientes foram os descritos por Romano e Brasileiro (1998) e

Dellaporta et al. (1983).
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Introducio

A espécie Acmella uliginosa, conhecida popularmente como Agrido — Bravo,
pertence a familia Asteraceae (Joly,1997). E origindria da América Tropical e ocorre
naturalmente em lugares Uimidos e sombreados. A planta ¢ utilizada na culinéria
Paraense (Lorenzi, 2002) e possui propriedades medicinais, funcionando como
anestésico local, por conter um principio ativo denominado Espilantol, sendo usada na
medicina popular contra dor de dente.

O trabalho em questdo tem por objetivo analisar quatro diferentes protocolos de

extracdo de DNA em Acmella uliginosa e determinar aquele que apresente maior
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eficiéncia (menos oneroso e trabalhoso) na obtencao de amostras de DNA de qualidade

e em quantidade suficiente para serem utilizadas em técnicas moleculares.

Material e Métodos

A coleta do tecido foliar do Agrido — Bravo foi realizada no Departamento de
Fitotecnia no Centro de Ciéncias Agrarias (CCA), da Universidade Federal do Piaui
(UFPI). A extragdo de DNA vegetal ocorreu no laboratorio de andlise de solos (LASO),
localizado no Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da UFPIL. A quantificacdo das
amostras da extracdo foi efetuada no Laboratério de Biologia Molecular da EMBRAPA
Meio — Norte / Teresina-PIL.

Os protocolos avaliados foram os descritos por Ferreira e Grattaplagia (1995),
Romano e Brasileiro (1998), Khanuja et al. (1999), todos baseados na utilizagdo do
detergente CTAB, e o protocolo descrito por Dellaporta et al. (1983), baseado no
método de SDS. Foram feitas modificacdes relativas a quantidade de tecido foliar, onde
as mesmas foram padronizadas para a quantidade de 40 mg por amostra. Na realizagdo
de cada protocolo foram feitas oito repeti¢des.

A seguir, efetuou-se a quantificacdo do DNA, realizada por meio de
eletroforese em agarose a 0,8%. Os padrdes de bandas foram visualizados utilizando luz
ultravioleta (UV) e o marcador de DNA (fago A) com concentragdao conhecida de 100

ng/uL. Esses padroes foram fotografados com equipamento MiniBISPro®.

Resultados e Discussiao
Foram detectadas diferencas nos quatro protocolos testados. Sugere-se a
utilizacdo dos protocolos descritos por Romano e Brasileiro (1998) - (Figural);

Dellaporta et al. (1983) - (Figura 2) e o método de Khanuja et al. (1999) - (Figura 3).
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Figura 1: Perfil eletroforético de DNA de Acmella uliginosa extraido por meio do protocolo descrito por
Romano e Brasileiro (1998).

Figura 2: Perfil eletroforético de DNA de Acmella uliginosa extraido por meio do protocolo

descrito por Dellaporta et al. (1983).
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Figura 3: Perfil eletroforético de DNA de Acmella uliginosa extraido por meio do protocolo

descrito por Khanuja et al. (1999).
Conclusao
Baseando-se nos resutados fornecidos pelo presente trabalho, concluiu-se
que o protocolo que possui maior eficiéncia na extragdo de DNA foi o descrito por
Romano e Brasileiro (1998) com boa quantidade e qualidade de DNA.
Como alternativa, os procedimentos descritos por Dellaporta et al. (1983) e
Khanuja et al. (1999) também forneceram amostras de DNA que podem ser utilizadas

em futuras técnicas moleculares.
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