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RESUMO
A determinacédo do protocolo de extracdo do DNA gendémico € uma técnica que tem
sido empregada em todo mundo para caracterizacdo a nivel de DNA. Cada vegetal
em particular tem a sua quantificacdo de metabolitos secundarios, como fendis,
polissacarideos, taninos, Oleos esséncias, entre outros, e estes compostos
interferem significativamente na integridade fisica do DNA, portanto o objetivo deste
trabalho foi padronizar um protocolo para a extracdo de DNA da espécie Anacardium
giganteum, visando posteriores estudos com analises moleculares por meio de
marcadores moleculares. Foram testados dois protocolos de extracdo: | Maceracao
do tecido foliar diretamente no tampéao de extracdo e Il Maceracdo do tecido foliar
com nitrogénio liquido. Em ambos os protocolos foram testadas duas concentracdes
de CTAB no tampdo de extracdo (2% e 5%) e trés concentracbes de [3-
mercaptoetanol (0, 1% e 2,5%). O tampao com a concentracéo de 5% de CTAB foi o
mais eficiente para a extracdo de DNA da espécie em ambos 0s protocolos. Quanto
a concentracdo de p-mercaptoetanol no tampdo de extracdo, observou que
nenhuma das trés concentracbes (0, 1% e 2%) interferiu no resultado, os dois
protocolos testados foram eficientes quando utilizando a concentragéo de CTAB 5%.
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PROTOCOL FOR EXTRACTION OF GENOMIC DNA FRON Anacardium
giganteum W, HANCOCK EX ENGL, (ANACARDIACEAE)

ABSTRACT
The determination of the extraction protocol of the genomic DNA is a technique that
has been used worldwide to characterize the level of DNA, each plant has its special
quantification of secondary metabolites as phenols, polysaccharides, tannins, oils
essences, among others, and these compounds significantly effects with the physical
integrity of the DNA, so the aim of this study was to standardize a protocol for
extraction of DNA of the species Anacardium giganteum aiming further studies with
molecular analysis using molecular markers. Two extraction protocols were tested: |
maceration of leaf tissue directly in extraction buffer and 1l maceration of leaf tissue
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with liquid nitrogen. In both protocols the two concentrations of CTAB extraction
buffer (2% to 5%) and three different concentrations of p-mercaptoethanol (0, 1%
and 2.5%) were tested. The buffer at the concentration of 5% CTAB was the most
efficient for the extraction of DNA from the species in both protocols. As the
concentration of B-mercaptoethanol in the extraction buffer, noted that none of the
three concentrations (0, 1% and 2%) effects with the results, the two protocols were
tested using efficient when the concentration of CTAB 5%.

KEYWORDS: Caju, CTAB, Maceration.

INTRODUCAO

A familia Anacardiaceae destaca-se por apresentar 14 géneros e 57 espécies
no Brasil (SILVA-LUZ & PIRANI, 2010). Dentre estes géneros, pode-se destacar o
Anacardium, o qual apresenta grande potencial, pois todas as suas espécies podem
ser aproveitadas para diversos fins como ser consumidas in natura ou
industrializadas sob a forma de sucos, sorvetes, doces diversos, licor, mel, geléias,
cajuina, refrigerantes gaseificados, vinho e aguardente (LIMA et al., 2007).

A Anacardium giganteum W. Hancock ex Engl, apresenta a maior area de
distribuicdo geografica na Amazbnia, abrangendo todos os estados da Regido
Amazonica, indo desde o Maranhdo, Mato Grosso, Acre, Rondbnia, Para, Amazonas
e Roraima e estendendo-se até as Guianas. E bastante comum no Parg,
especialmente nas matas estuarinas, incluindo a Zona Bragantina e o0 Baixo
Tocantins, onde podem ser encontradas em matas altas de terra firme ou de varzea
(CAVALCANTE, 1996). Tem como nome vulgar cajuacu, € conhecido em algumas
regides do Estado do Para, como caju-bravo, caju-da-mata, cajueiro-da-mata, cajui,
cajui-da-mata (EMBRAPA, 2004).

Devido a alta demanda dos produtos derivados do caju destinado aos
consumidores interno ou externo do Nordeste brasileiro (PETINARI & TARSITANO,
2002), torna-se necessario estudos moleculares para analisar a diversidade
genética, pois a quantificacdo da diversidade genética auxilia no planejamento de
estratégias mais eficazes que venham a maximizar a utilizacdo dos recursos
genéticos com vista a sua conservacao.

No entanto estudos moleculares dependem diretamente da qualidade do DNA
extraido, portanto a otimizagdo e estabelecimento de protocolos de extracdo séo
necessarios visto que, um bom procedimento de extracdo deve produzir DNA de
pureza, qualidade e quantidades adequadas para manipulagcdao (ROMANO, 1998).

Segundo CHIARIET et al. (2009), os métodos convencionais de extracdo de
DNA sdo executiveis em todas as espécies, sendo necessario adaptacbes e
modificacdes de acordo com o organismo trabalhado. Os protocolos de extracao
existentes na literatura usam detergentes cationicos como o CTAB (Brometo de Cetil
Trimetil Amoénio) e outras substancias como Fenol e cloroformio, com modificacdes
pontuais de acordo a espécie em questdo. Os ajustes de protocolo sao feitos para
que a extracdo de DNA seja simples, rapida e de baixo custo e obtenha-se DNA de
qualidade para andlises moleculares (DANNER et al., 2011).

O isolamento de DNA €é uma etapa importante para os estudos que visam
analisar a estrutura genética e/ou a organizacdo do genoma. Preparacdes de DNA
vegetal sdo, comumente, utilizadas como substratos em reacfes de PCR (Reacéo
em Cadeia da Polimerase), estudos filogenéticos ou no desenvolvimento de
marcadores moleculares. Neste contexto o presente estudo objetivou padronizar um
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protocolo para a extracdo de DNA da espécie Anacardium giganteum, visando
posteriores estudos com analises moleculares por meio de marcadores moleculares.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Genética Vegetal e Biologia
Molecular da Universidade do Estado de Mato Grosso - UNEMAT, Campus
Universitario de Alta Floresta, MT.
Material vegetal: Para a realizacdo dos testes de extracdo de DNA foram coletadas
folhnas jovens de individuos de Anacardium giganteum localizados no Campus
Universitario de Alta Floresta, MT. O material foi coletado armazenado em recipiente
contendo silica gel e logo em seguida realizado os procedimentos laboratoriais para
a extracao do DNA.
Extracdo do DNA total: Os testes de extracdo do DNA foram realizados tendo
como base o protocolo de extracdo de tecidos vegetais CTAB (Brometo de Cetil
Trimetil Amoénio) de (DOYLE & DOYLE, 1987). Foram avaliados dois protocolos de
extragbes com modificacdes nas concentracdes de CTAB e [B-mercaptoetanol,
conforme descrito abaixo:

Protocolo I: Extracdo de DNA total por meio de mace  ragé&o do tecido foliar
diretamente em solucédo tampao de extracao

Foram utilizadas cerca de 150 a 200 mg de folhas jovens frescas, as quais
foram colocadas em microtubos de 2 mL, adicionados 400 uL de tampéo e realizada
a maceragédo com bastéo de vidro e, a seguir, acrescentado ao macerado mais 400
pL do tampédo CTAB, totalizando 800uL (100 mM Tris-HCI (pH 8,0); 20mM de EDTA
(acido etileno diamonotetracético); 1,4M NaCl; (PVP) polivinilpirrolidona; (CTAB)
brometo de cetiltrimetilamonio; Proteinase K (100 pg/mL) e B-mercaptoetanol).
Foram testadas duas concentracdes de CTAB no tampao 2% e 5% e diferentes
concentragdes de B-mercaptoetanol (0 %, 1 % e 2,5 %). Logo apos a adicao de cada
tampao com as devidas concentracdes a mistura foi agitada em Vértex por 1 minuto
e as amostras foram incubadas em banho-maria a 65 °C por 30 minutos. Apds a
incubacédo, as amostras foram retiradas do banho-maria e resfriadas a temperatura
ambiente. A seguir as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 12.000 rpm,
separando-se as fases organica e aquosa. A fase aquosa (sobrenadante) foi
transferida para um novo tubo. Para a extragdo dos acidos nucléicos, foi adicionado
700 pL de solvente orgéanico cloroférmio: alcool isoamilico (24:1 v/v) com
subsequente agitagdo por 1 minuto em vortex. As amostras foram novamente
submetidas a centrifugacédo por 10 minutos a 12.000 rpm, separando-se em duas
fases. O sobrenadante foi cuidadosamente retirado e transferido para um novo
microtubo, no qual adicionou-se 500uL de isopropanol gelado, em seguida os tubos
foram invertidos suavemente algumas vezes e incubados a -20 C, por 3 horas
para precipitacdo. Apos este periodo, os tubos foram novamente centrifugados, a
12.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado
duas vezes com etanol a 70 % e uma vez com etanol a 95 %, a cada lavagem as
amostras foramcentrifugados a 10.000 rpm por 3 minutos. O precipitado foi seco a
temperatura ambiente e ressuspendido em 40 pL de TE 0,1 mM (10 mM Tris-HCI;
1mM EDTA). Adicionou-se RNase, na concentracdo final de 40pg/ml e incubou-se
em banho-maria a 35 °C, por 30 minutos. As amostras foram acondicionadas a 4C
para 0 uso posterior.

Protocolo II: Extracdo do DNA total do tecido folia ~ r por meio da maceracgao
com nitrogénio liquido
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Para a maceracdo com a presenca de nitrogénio liquido foram utilizadas

cerca de 150 a 200 mg de folhas jovens frescas, as quais foram maceradas na
presenca de nitrogénio liquido para que as paredes e membranas celulares fossem
rompidas, o macerado resultante foi transferido para microtubos de 2 mL. Em cada
microtubo foram adicionados 800uL de tampé&o de extragdo CTAB (100 mM Tris-HCI
(pH 8,0); 20mM de EDTA (acido etileno diamonotetracético); 1,4M NacCl; (PVP)
polivinilpirrolidona; (CTAB) brometo de cetiltrimetilamonio; Proteinase K (100 pg/mL)
e B-mercaptoetanol). Foram testadas duas concentracdes de CTAB no tampéo 2% e
5% e diferentes concentracdes de B-mercaptoetanol (0 %, 1 % e 2,5 %). Logo apos
a adicdo de cada tampao com as devidas concentragdes a mistura foi agitada em
Vortex por 1 minuto e as amostras foram incubadas em banho-maria a 65 °C por 30
minutos. ApOs a incubacdo, as amostras foram retiradas do banho-maria e
resfriadas a temperatura ambiente. A seguir as amostras foram centrifugadas por 10
minutos a 12.000 rpm, separando-se as fases organica e aquosa. A fase aquosa
(sobrenadante) foi transferida para um novo tubo. Para a extracdo dos &acidos
nucléicos, foi adicionado 700 pL de solvente organico cloroférmio: alcool isoamilico
(24:1 viv) com subsequente agitacdo por 1 minuto em vortex. As amostras foram
novamente submetidas a centrifugacdo por 10 minutos a 12.000 rpm, separando-se
em duas fases. O sobrenadante foi cuidadosamente retirado e transferido para um
novo microtubo, no qual adicionou-se 500uL de isopropanol gelado, em seguida os
tubos foram invertidos suavemente algumas vezes e incubados a -20 C, por 3
horas para precipitagdo. ApOs este periodo, os tubos foram novamente
centrifugados, a 12.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado lavado duas vezes com etanol a 70 % e uma vez com etanol a 95 %, a
cada lavagem as amostras foram centrifugados a 10.000 rpm por 3 minutos. O
precipitado foi seco a temperatura ambiente e ressuspendido em 40 pyL de TE 0,1
mM (10 mM Tris-HCI; 1imM EDTA). Adicionou-se RNase, na concentracdo final de
40ug/ml e incubou-se em banho-maria a 35 °C, por 30 minutos. As amostras foram
acondicionadas a 4<C para 0 uso posterior.
Andlise da integridade do DNA extraido:  Para avaliar a qualidade e integridade do
DNA extraido foi realizada eletroforese em gel de agarose 1 % corado com brometo
de etidio (0,2 mg/mL). Os géis foram analisados em transiluminador sob luz
ultravioleta e fotodocumentados por camera digital (Sony).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme apresentado na Figura 01, a concentracdo de CTAB no tampao de
extragcao interferiu no resultado dos dois protocolos, com maceracao na presenca de
nitrogénio liquido e com a maceracgao diretamente no tampao de extracdo. O tampao
de extragdo com o CTAB na concentracdao de 2% néao foi eficiente para a extragcéo
de DNA nos dois protocolos. Porém o tampédo de extracdo com a concentracao de
5% de CTAB possibilitou a extragdo de DNA da espécie em estudo nos dois
protocolos analisados.

Estudos realizados com diferentes concentracdes de CTAB no tampéo de
extracdo foram avaliados por diferentes autores estudando diversas espécies,
FERREIRA et al. (2008) ao realizar testes de extragao verificou que a concentragao
de CTAB 2% nédo foi eficiente para extracdo de DNA do buriti, resultados
semelhantes foram encontrados por VARELLA et al. (2013) ao estudarem genotipos
de Averrhoa carambola L, testando dois protocolos de extragdo com CTAB nas
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concentracdes de 2% e 5%, como no presente estudo a concentracdo de CTAB que
teve maior eficiéncia foi de 5% .

HIKMAT & RABBANI, 2011, em seu estudo com genétipos Curcuma Longa
ndo obteve resultados satisfatérios ao utilizar CTAB 2%, assim como o trabalho
realizado por SCHMITT et al. (2014) no qual o CTAB 2% néo foi eficiente enquanto
gue a concentracdo de 5% se mostrou eficaz em trabalho com Curcuma longa.

Segundo ROMANO & BRASILEIRO (1999), o CTAB ¢ utilizado para separar
0s acidos nucléicos de polissacarideos, jA& que estes possuem solubilidade
diferenciada na presenca desse detergente, podendo, portanto inferir que o material
foliar da espécie em estudopossui grandes quantidades de polissacarideos.

CTAB 2% (CN) CTAB 2% (TE) CTAB 5% (CN) CTAB 5% (TE)

FIGURA 01. Resultado da extracdo de DNA de Anacardium giganteum sob
diferentes formas de maceracdo com a presenca de nitrogénio
liguido (CN) e diretamente no tampao de extracdo (TE), duas
concentragfes de CTAB (2% e 5%) e trés de B-mercaptoetanol.
Os numeros 0, 1 e 2 significam 0%, 1% e 2% de B-
mercaptoetanol respectivamente.

FONTE: SILVA, 2014.

Quanto a forma de maceracdo nos dois protocolos, os dois métodos foram
eficientes e capazes de proporcionar uma boa quantidade de DNA. Os DNAs
extraido pelos dois métodos ndo apresentaram arraste vertical no gel causado por
contaminacdo de DNAses ou por quebra mecanica durante a extragcdo com o
cloroférmio (ROMANO & BRASILEIRO, 1999).

Diferentes métodos de extracdo de DNA surgiram nas ultimas décadas, na
sua maioria utilizando o nitrogénio liquido (KOTCHONI & GACHOMO, 2009) devido
a facilidade e seguranca, pois € na maceragdo mecéanica, onde ha o rompimento das
paredes e membranas celulares do tecido. O intuito de macerar o tecido foliar é
facilitar a separacdo e o isolamento do material genético, (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998).

E de grande importancia a utilizacio de substancias antioxidantes na extrac&o
de DNA como o [(-mercaptoetanol utilizado para neutralizar a acao dos
polissacarideos, polifendis e outros metabdlitos secundarios no processo de
isolamento de DNA (DEHESTANI & TABAR 2007). Para a espécie em estudo, foram
avaliadas trés concentracdes de -mercaptoetanol no tampéao de extracdo de DNA, e
conforme resultados obtidos, a concentracdo de (-mercaptoetanol ndo interferiu na
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quantidade do DNA extraido com o CTAB na concentracdo de 5% em ambos 0s
tipos de maceracgéo.

CONCLUSOES
Os resultados demonstraram que para a extracdo do DNA das folhas de
Anacardium giganteum os protocolos |: Extracdo de DNA total por meio de
maceracdo do tecido foliar diretamente em solucdo tampéao de extracdo, e Il
Extracdo do DNA total do tecido foliar por meio da maceragcdo com nitrogénio
liguido, foram eficientes quando utilizando a concentracdo de CTAB 5%. A
concentracéo de B-mercaptoetanol ndo interferiu na quantidade do DNA extraido.
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