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RESUMO

A etapa de extracdo de DNA é fundamental nos estudos moleculares. A obtencdo e DNA
de qualidade pode garantir o sucesso em todas etapas do trabalho, do mesmo modo,
DNA de baixa qualidade ou em baixa quantidade pode inviabilizar as etapas seguintes.
Para plantas, os protocolos mais usuais na extracdo e DNA sdo baseadas no uso o
detergente CTAB no tampdo de extracdo. No entanto, de acordo com os diferentes
grupos vegetais adaptacdes ou mudancgas nos protocolos sdo necessarias para otimizar o
resultado. Este trabalho teve o objetivo de testar diferentes ensaios com mudancas que
podem interferir na qualidade e quantidade de DNA extraido, tais como diferencas no
peso da amostra (25 ou 50 mg), a utilizacdo ou ndo de p-Mercaptoetanol e uma ou duas
lavagens com cloroférmio-alcool isoamilico. O género alvo desse trabalho foi Marcetia
DC. o qual ja sabe ter uma série de espécies que contém compostos secundarios e
portanto dificuldades na extracdo de DNA. Adicionalmente foram incluidas espécies de
outros géneros para a comparacdo. A analise foi feita comparando os resultados
visualizados em gel de agarose a 1% e espectrofotometro Nanodrop. A eficiéncia de
extracdo nao foi uniforme para todas as espécies e apesar de se observar uma facilidade
em conseguir extrair DNA, este nem sempre apresentou boa qualidade. Os melhores
resultados foram obtidos quando se utilizou 50mg de material seco, sem uso de [-
Mercaptoetanol e com apenas uma lavagem de cloroférmio.

Palavras-chave: CTAB, PCR, Recurso vegetal, Campos rupestres, Chapada Diamantina



ABSTRACT

The extraction of DNA is an important step in molecular studies. The high quality DNA
extraction can guarantee success in every step in the study, in the same way, low quality
DNA or in low amounts can stop every following step. For plants, the usual protocols for
extraction are based in one that uses the CTAB detergent as an extraction buffer.
However according to the different plant groups adaptions or modifications in the protocols
may be necessary for the optimization of the result. This paper had the objective of testing
different essays with modification that can alter the quality and quantity of the extracted
DNA, it was tested the different dry weight of the sample (25mg or 50mg), the use of [-
mercaptoethanol and either one or two washing phases with chloroform: isoamyl alcohol.
The target genus of this study was Marcetia DC. This genus is known to have a series of
species that contain secondary compounds and so difficulties in the DNA extraction,
besides Marcetia species of other genus were added for comparison. The data analysis
was made by comparing the results in the agarose gel at 1% and the spectrophotometer
Nanodrop. The extraction efficiency was not uniform for all species although it was
observed that while extracting DNA was relatively easy the quality was not always high.
The best results were the ones that used 50mg of dry matter, without the use of (-
mercaptoethanol and with only one washing phase with chloroform:isoamyl alcohol.

Keywords: CTAB, Plant resources, Chapada Diamantina, Rupestrian fields, PCR
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PADRONIZACAO DE PROTOCOLOS DE EXTRACAO DE DNA TOTAL PARA O
GENERO Marcetia DC. (MELASTOMATACEAE)
R&mulo Romeu Andrade Macédo !

1Estudante de Bacharelado em Ciéncias Bioldgicas

INTRODUCAO

A extracdo de DNA para trabalhos moleculares é um dos pontos mais importantes para a
analise em si, principalmente quando o trabalho esta relacionado com plantas. 1sso ocorre porque
muitas espécies quando submetidas ao processo padrdo de extracdo, retém muitos contaminantes,
entre eles: polissacarideos (Lodhi 1994, Muray 1980), taninos, polifenodis (Porebski 1997),

alcaloides, flavonoides e terpenos ( Khanuja 1999).

Tais contaminantes podem influenciar na qualidade dos resultados da amplificacdo de DNA
por diversos fatores entre eles: a degradacdo do DNA extraido, a diluicdo do DNA extraido
dificultando a amplificacdo, e a interferéncia dessas substancias secundarias com as enzimas da

PCR (Polimerase Chain Reaction) inibindo a amplificagdo (Khanuja 1999, Loomis 1974).

Existem algumas opgdes para reduzir o nivel de contaminacdo do DNA, fatores como a
coleta de folhas jovens que tem menos compostos secundarios (Porebski 1997) uso de proteinase K,
B-mercaptoetanol e cloroférmio (Méller 1992). A partir do uso dessas opgOes altera-se 0s métodos

de extracdo para melhor satisfazer as necessidades de cada espécie.

Para extracdo de DNA técnicas baseadas no uso do detergente CTAB (Brometo de
cetiltrimetilamdnio) sdo as mais utilizadas. Um dos protocolos mais utilizados foi proposto por
Doyle & Doyle (1987), o qual serve na maioria das vezes como ponto de partida para muitos
trabalhos que acabam por modificar o protocolo originalmente (Fulton 1995, Lodhi 1994, Porebski

1997). O método em geral se baseia na utilizacdo do CTAB, que facilita a solubilizagdo das
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membranas da célula permitindo o acesso ao DNA. O processo por inteiro pode ser dividido em trés
partes principais: | quebra das membranas, que ocorre através da maceracao e utilizacdo do CTAB,
Il separacdo dos polissacarideos e outras substancias extras, feita pelo uso do cloroférmio e da
centrifugacdo, e Il a fase de precipitacdo e ressuspensdo: através do isopropanol e do tampédo TE

(Tris-HCI (1M, pH:8,0)/EDTA(0,5 M, pH:8,0)) (Romano 1999).

A padronizacdo de técnicas, especialmente de extracdo, € importante porque muitas vezes 0s
procedimentos padrdo ndo se aplicam adequadamente a todas as especies e um protocolo
direcionando para determinado grupo pode facilitar e acelerar as pesquisas. Além disso, muitas
plantas apresentam compostos secundarios que podem influenciar negativamente na extracdo de

DNA, conforme apontado por Khanuja (1999).

O género escolhido, Marcetia DC. (Melastomataceae),é um grupo de plantas caracteristico
dos campos rupestres da Bahia, sendo encontrado principalmente na regido da Chapada Diamantina
e na Serra do Espinhago (Santos, 2013). Estudos com o género sdo importantes, pois além deste
estar presente em areas de importancia para a conservacdo, como a Chapada Diamantina, é um
género com espécies de distribuicdo muito restrita o que é evidenciado, pelo fato de que 13 das 35
espécies desse género estdo presentes na Ultima lista de espécies ameacadas, publicada pela

Secretaria do Meio-Ambiente da Bahia (Portaria 40°).

Assim, este trabalho objetivou testar variagcbes no protocolo de extragdo com CTAB, afim
de comparar a eficiéncia das mudancas na quantidade e qualidade do DNA total extraido. Com o
intuito de auxiliar na otimizacdo de protocolos com marcadores moleculares que utilizem DNA
total, a exemplo dos marcadores DAF e ISSR (baseados em métodos de PCR), principalmente para

espécies que apresentam compostos secundarios semelhantes a Marcetia.
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MATERIAIS E METODOS

Coleta de vegetais:

Foram selecionadas para coleta amostras de quatro espécies de Marcetia, sendo elas M.
harleyi Wurdack, M. taxifolia (A.St.-Hil.) DC., M. mucugensis Wurdack e M. velutina Markgr.),
afim de comparar os resultados obtidos com as espécies do género Marcetia, foram coletadas
espécies diferentes porém da mesma familia (Melastomataceae) e uma espécie de uma familia
diferente (Leguminosae), assim foram incluidas as espécies de Tibouchina heteromalla (D.Don)
Cogn. e T. granulosa (Desr.) Cogn., além de Poincianella pluviosa (DC.) L.P.Queiroz Foram
coletadas folhas jovens, sadias e livre de fungos ou sujeiras (observagdo em campo). Essas folhas
foram acondicionadas em envelopes de papel absorventes, desidratadas completamente em silica
gel, sendo a silica substituida até a completa secagem, e armazenadas em freezer para

posteriormente serem utilizadas.

Area de coleta:

As amostras de Marcetia foram coletadas em areas de vegetacdo nativa dos municipios de
Mucugé, Barra da Estiva (Chapada Diamantina), sendo que Marcetia taxifolia, M. mucugensis e M.
velutina no Parque Municipal de Mucugé (12°59°32.4”°S 41°20°31.0°W), ja M. harleyi foi
coletada na rodovia em Barra da Estiva (13°39°35.4”’S 41°18°22.8”’W). As espécies Tibouchina
heteromalla, T. granulosa e Poincianella pluviosa foram coletadas no Campus Anisio Teixeira, da
Universidade Federal da Bahia (14°52°41.8°’S 40°48°43.9>”W) que fica no municipio de Vitoria da

Conquista

Etapas da extragdo com CTAB de DNA realizadas nesse estudo

1: Pesagem do material seco (folha) e congelado (25mg ou 50mg)(*)

2: Preparacdo do tamp&o no microtubo, usando 1000 pL de CTAB e posteriormente
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aquecimento deste tampédo e em banho-Maria a 60°C~65°C por 30 min. Nesta etapa houve

uma variacdo, podendo ter sido adicionado ou ndo 2 uL de B-mercaptoetanol (*).

3: Maceracdo da amostra seca em almofariz de porcelana, até que se obtenha um po;

4. Adicdo do CTAB pré-aquecido no material macerado e transferéncia da amostra

homogeneizada para o microtubo onde o tampéo foi aquecido;

5: Retorno do microtubo com a mistura (tampdo + amostra) ao banho-Maria a

60°C~65°C por 30 minutos;

6: Adicdo de 800 pL de cloroféormio-alcool isoamilico(24:1) no microtubo contendo a
a mistura para homogeneizacdo dos microtubos com leves movimentos de inversdo por

20min;

7: Apés esse processo foi feita a centrifugacdo, com a rotagdo de 5.500RPM por 20

minutos;

8: Apos a centrifugacdo sdo observadas trés fases distintas da amostra no microtubo,
foi feita a retirada com a pipeta do sobrenadante (fase superior) e transferido para um novo

microtubo;

(Podem ser repetidos ou ndo 0s passos 6 a 8 mais uma vez)(*)

9: Ao sobrenadante foi adicionado 700 pL de Isopropanol

10: A mistura foi levada ao freezer por 48 horas;

11: Apos esse periodo foi ser feita a centrifugacdo da amostra, a 5.500RPM por 20

min de forma que o pellet ficou aderido ao fundo do microtubo;

12: O sobrenadante deve ser escorrido ou retirado com cuidado para ndo soltar o

pellet e este deve ser lavado pelo menos duas vezes com etanol 70%.
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13: Apds lavado o pellet deve ser seco a temperatura ambiente por algumas horas para

evaporacao completa do etanol;

14: Apos seco foi adicionado 100 puL de tampdo TE 10x para a ressuspensdo, este

processo final completo durou de 1 a 3 dias.

As etapas acima fazem referéncia a técnica béasica utilizadano laboratorio baseada em
Doyle & Doyle (1987), sendo aquelas sinalizadas com o ( * ) os passos que foram
modificados para comparacdo de influéncia na maior efetividade na extracdo. As
modificacOes foram feitas sempre a partir das amostras que apresentaram melhores

resultados, totalizando quatro modificagdes no protocolo combinados da seguinte maneira:

I. Teste na quantidade de peso de amostra seca de 25mg, sem -mercaptoetanol e uma

lavagem com cloroformio alcool isoamilico;

II. Teste na quantidade de peso de amostra seca de 50 mg, sem [-mercaptoetanol e

uma lavagem com cloroférmio alcool isoamilico;

III. As amostras com melhor resultado passaram por adicdo ou ndao de f-

mercaptoetanol;

IV. Os melhores resultados do teste acima foram submetidos a comparacdo do

processo de uma ou duas lavagens com cloroformio alcool-isoamilico.

Durante todas as etapas do processo de extracdo foi verificado atentamente se as
amostras apresentavam mudanca de coloracdo ou do aspecto esperado, este aspecto faz
referéncia a coloracdo normal, verde, sendo que quanto mais escura mais oxidacdo esta

presente, entre uma fase e outra.

Andlise e avaliacdo do DNA total extraido

ApoOs cada protocolo seguido foi feita a avaliacdo da qualidade e a quantificacdo do
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DNA presente em cada amostra extraida, essa avaliacdo foi feita por dois tipos de
quantificacao, a eletroforese em gel de agarose a 1% e a espectrofotometria com o0 uso do

Nanodrop.
Avaliacao qualitativa do DNA total extraido

O gel de agarose foi feito a concentracdo de 1%, com tampdo TBE (Tris-Acido
Bérico-EDTA) e corado com Brometo de Etidio. Para a inclusdo nos pocos do gel as
amostras foram preparadas com o uso de 5 pL de azul de bromofenol mais 3 puL de amostra
de DNA extraido, o tempo de corrida foi de 30min sendo utilizado 90 V e 120 A. Apés a
corrida o gel foi revelado em sistema de fotodocumentagdo para visualizacdo das bandas de
DNA. Tanto foi verificado se houve extragcdo, como o0s padrdes de apresentacdo dessas bandas.
Os resultados foram comparados com a literatura, por exemplo, com a sintese apresentada
por Romano e Brasileiro (1999) e Costa (2001), e com o formato e conformacao das bandas,

arrasto e posicdo do DNA como mencionado por Bloom (1996)
Avaliacéo quantitativa:

Essa avaliacdo foi feita a partir de uso de espectrofotometria para se observar a quantidade de
DNA total e o nivel de pureza ou contaminacdo utilizando o espectrofotdmetro Nanodrop 2000
sendo utilizado 2 pL de amostra para os testes. O espectrofotdbmetro analisa a pureza e a
concentracdo de DNA a partir da densidade Optica, considerando que o DNA absorve luz no
comprimento de 260 nm e as proteinas, por exemplo em 280 e outros grupos de matéria organica
mais proxima de 230 nm, assim quanto maiores os valores de 280 e 230 maior a contaminagéo,
sendo entdo aceito que os valores da razdo de 260/280 deve ser proximos de 1,8~2,0 e da razédo

260/230 proximo de 1,8~2,2 para 0 DNA ser considerado puro (Oliveira 2007)
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RESULTADOS

Foram comparadas quatro variacbes do protocolo CTAB, totalizando 7 extracfes, por
variacdo, e 46 amostras analisadas no total. Os resultados para cada espécie em cada uma das quatro
combinacgOes estdo expressos nos quadros e nas figuras em anexo. No Quadro 1 estdo os resultados
da analise quantitativa através da espectrofotometria com o uso do Nanodrop, é possivel perceber
que nao houve um protocolo que fosse o melhor para todas as espécies amostradas, 0s valores em

negrito mostram qual protocolo foi o mais evidente para cada espécie.

Os resultados também estdo expressos nas Figuras 1 e 2. Comparando a quantidade de
peso seco (25 ou 50mg), foi verificado que para todas as espécies foi conseguido extrair DNA,
porém para as espécies de Marcetia a quantidade final de DNA foi maior com o uso de 50 mg de
peso seco, para espécies de outros géneros o peso de 25mg apresentou maior quantidade de DNA
extraido. No segundo ensaio usando 50 mg de amostra e testando a eficiéncia do -
mercaptoetanol, para Marcetia percebeu-se que apenas M. mucugensis apresentou maior
quantidade de DNA comparando com o ensaio anterior, para as espécies de outros géneros o
uso do B-mercaptoetanol, favoreceu maior extracdo de DNA quando seu peso foi de 50 mg.

(Quad. 1 e Fig. 3)

Quando foi feita a analise qualitativa em gel de agarose, também foi possivel perceber que
ndo houve um Unico protocolo que fosse mais eficiente para todas as espécies (Fig. 1 e 2). Para
Marcetia harleyi, o melhor foi o segundo tratamento (50mg, ndo uso de B-mercaptoetanol e Unica
lavagem com cloroférmio). Para M. taxifolia este segundo tratamento foi o mais eficiente em
extrair DNA. Porém esta banda apresentou-se curvada e também com grande quantidade de
arrasto e de RNA demonstrando contaminacdo. Para M. mucugensis, ndo houveram grandes
diferencgas no padrdo de bandas observado nos diferentes tratamentos, mas os tratamentos 3 e
4 ndo apresentaram arrasto. Por fim para M. velutina o tratamento 3 (com f-mercaptoetanol)

foi o mais eficiente em extrair DNA, mas os tratamentos 2 e 4 se mostraram mais eficientes
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em diminuir o arrasto, ou seja a quantidade de material degradado ou outros contaminantes.

A partir dos dados registrados apds a quantificacdo no Nanodrop (Quad. 2 e Fig. 4 e 5)
pode-se verificar que os diferentes ensaios influenciaram na qualidade do DNA, principalmente
para a razdo A260/280, que indica a contaminacdo (por proteinas e compostos fenolicos) quando é
menor que 1,8. O peso de material seco foi o principal determinante desta qualidade, uma vez que o
protocolo com 25mg apresentou os piores resultados para todas as espécies. Quando se observa a
razdo A260/230 ( contaminacdo por polissacarideos, carboidratos e compostos fendlicos). Percebe-
se que nenhum dos ensaios foi eficiente, uma vez que todos apresentam valores bem inferiores a
1,8. No entanto, os melhores resultados para as amostras aqui utilizadas foram o uso de duas

lavagens com o cloroférmio alcool-isoamilico (Quad. 2)

Quando se compara as Quadros 1 e 2 (com os dados de quantidade e qualidade do DNA
extraido respectivamente), percebe-se que ndo ha uma correlacdo clara entre a contaminacéao
visualizada no gel e os valores das razdes A260/280 do Nanodrop. Por exemplo, para Marcetia
taxifolia (Fig. 1 amostras 2.1-2.4), o DNA extraido no ensaio 2.2 foi 0 que apresentou arrasto mais
evidente no gel, teve os maiores valores da razdo A260/280. Quando se observa espécies de outros
géneros isso também se repete, a exemplo dos resultados dos ensaios 5.1 e 5.3 para T. granulosa

ambos com arrasto muito evidente e com a pior e a melhor razdo de A260/280, respectivamente.

Por fim, além dos dados acima apresentados com base nos resultados finais de cada ensaio
foi verificado ao longo de todas as etapas do processo de extracdo, a ocorréncia da mudanga de
aspecto ou coloracdo das amostras a cada etapa, e apenas aquelas da P. pluviosa apresentaram uma
cor marrom durante e ap6s a adi¢do de cloroformio-alcool isoamilico 24:1 e centrifugagéo, bem
como o pellet de DNA formado apresentou uma coloragcdo marrom claro. No entanto, como pode
ser visto nos resultados da eletroforese e do Nanodrop este fator ndo impediu a extracdo do DNA,
mas foi a espécie que apresentou arrasto mais evidente na quantificacdo e o ensaio que denotou o

melhor valor da razdo A260/280 foi aquele em que foi utilizado B-mercaptoetanol
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DISCUSSAO

A partir desses resultados foi possivel perceber que protocolos com base em CTAB foram
eficientes para extrair o DNA,corroborando com os dados da literatura de que esse de fato € um
método eficiente para espécies vegetais (Alzate-Marin 2009, Doyle e Doyle 1987 Romano e
Brasileiro 1999). Porem a quantidade e qualidade obtida variaram bastante quando comparado as
espécies de Marcetia com as espécies de outros géneros. Percebe-se que 0s mesmos protocolos
foram menos eficientes para as Marcetia, sugerindo a existéncia de compostos especificos para o
género Lodhi (1994) , Khanuja (1999) e Porebski (1997) destacaram em seus trabalhos que a
presenca de compostos secundarios em algumas espécies interferem na quantidade e qualidade do

DNA extraido

De acordo com Bloom (1996) a presenca e a intensidade do arrasto visualizado no
gel evidenciam tanto contaminacgdo quanto degradacdo do DNA. Observando as figuras 1 e 2
dos geis é possivel perceber tanto o arrasto quanto alguma quantidade de DNA retido no
poco de aplicacdo (Amostras: 1.3, 2.2, 2.3, 2.4, 4.3, 5.1, 5.3, 6.1, 6.3, 7.1, 7.2, 7.3, 7.4)
indicam que o DNA néo foi diluido totalmente e apresenta um DNA de grande tamanho

molecular (Bloom 1996)

Na avaliacdo qualitativa foi observada a forma da banda de DNA, de acordo com
Bloom (1996) e Costa (2001) quanto mais circular, mais enovelada a banda de DNA, ¢
considerada, bandas como a encontrada na Figura 1. Amostra 2.2 sdo as consideradas
supercoiled (super enovelada, encontrada em plasmideos) estas bandas de DNA se movem

mais rapido no gel por isso forma este formato.

A presenca de muito RNA também foi verificada em algumas amostras (Fig. 1
amostra 2.2) essas bandas que sdo de acido nucléico de fita Unica se movem muito mais

rapido que o DNA e quando em excesso podem também prejudicar a amplificacdo. No
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entanto caso seja necessario eliminar esse excesso de RNA para o trabalho na etapa de
amplificacdo pode se fazer o uso de RNAses para a limpeza desses contaminantes (Costa

2001).

Fulton (1995) traz possiveis solucdes para alguns problemas comuns na extracdo
sendo eles: Baixa quantidade de DNA extraido: utilizacdo de tecido mais jovem, ou a
maceracdo por mais tempo permitindo uma melhor quebra das paredes; problemas na fixacéo
do pellet apdés a centrifugacdo com isopropanol: uso de 70% de Etanol com uma
centrifugacdo por alguns minutos a uma baixa intensidade; e baixa diluicdo do DNA: deixar
o pellet ressuspender por mais tempo, ou centrifugar o material por menos tempo depois da
utilizacdo de isopropanol, pois caso seja muito longo existe a possibilidade de

polissacarideos contaminarem a amostra

Com relacdo a qualidade do DNA, estimada pela espectrofotometria, observando a razéao
A260/280, verificou-se que para quase todos testes os valores de contaminacdo foram baixos,
Alzate-Marin et. Al. (2009) conseguiram amplificar com sucesso DNA cujos valores quantificados
de extracdo estavam entre 333 e 530 ng e a razdo A260/280 entre 1,03 e 1,30. Desta forma,
acredita-se que as adaptacdes utilizadas foram eficientes para a extracdo de DNA e permitira a

partir de agora o uso do material nos testes para amplificacéo.
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CONCLUSAO

O uso de protocolos em CTAB foi eficiente na extracdo de DNA para o género Marcetia.
A andlise do gel e do Nanodrop revelaram que aparentemente 0 DNA tem quantidade e qualidade
aceitaveis para a amplificacdo, mas ainda apresenta alguns arrastos, excesso de RNA e presenca de
polissacarideos evidenciada pelo DNA retido no pogo de aplicacdo. Embora as razdes de A260/280
indicam boa qualidade de DNA para alguns contaminantes, as razées de A260/230 demonstram que
ainda ha contaminacdo e esta pode interferir na PCR. A principal evidéncia deste estudo é que
dentre as sete espécies analisadas ndo houve método que fosse igualmente eficiente para todas,
ressaltando assim a necessidade de testes prévios, de acordo com cada espécie antes de realizar
estudos moleculares. Embora seja possivel a recomendacéo do teste Il com o uso de 2 pL de B-

mercaptoetanol pois este obteve os melhores resultados em média
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Quadro 1. Quantidade de DNA extraido para cada uma das modificagdes realizadas no protocolo
com CTAB. Nanodrop ng/ pL. Em negrito estdo destacados para cada espécie quais foram os
ensaios que resultaram na maior quantidade DNA extraido.

Espécie Teste | Teste 1l Teste 111 Teste IV
Marcetia harleyi 77,3 ng/pL 275,4 ng/uL 203,7 ng/pL 126,1 ng/uL
Marcetia 167,9 ng/uL 377,1 ng/uL 314,5 ng/uL 265,4 ng/uL
taxifolia
Marcetia 157,8 ng/uL 153,8 ng/uL 219,9 ng/uL 166,2 ng/uL
mucugensis
Marcetia 209,3 ng/uL 186,2 ng/uL 257,2 ng/uL 226,3 ng/uL
velutina
Tibouchina 839,3 ng/uL 270,5 ng/uL 712,3 ng/uL 286,6 ng/pL
heteromalla
Tibouchina 422,9 ng/uL 286,8 ng/uL 544,1 ng/uL 242,4 ng/uL
granulosa
Poincianella 342,9 ng/uL 415,0 ng/uL 434,0 ng/uL 462,2 ng/uL
pluviosa

Quadro 2. Qualidade do DNA extraido para cada uma das modificacfes realizadas no protocolo
com CTAB. Nanodrop. Em negrito estdo destacados para cada espécie quais foram 0s ensaios que
resultaram na melhor qualidade de DNA extraido.

Espécie Teste | Teste 1l Teste 111 Teste IV
A260/230 A260/280 | A260/230 A260/280 | A260/230A260/280 A260/230A260/280

Marcetia harleyi 0,36 1,61 0,44 1,47 0,34 1,83 0,50 2,07
Marcetia 0,31 1,77 0,52 1,68 0,44 1,92 0,60 1,93
taxifolia
Marcetia 0,34 1,13 0,36 1,74 0,44 1,49 0,74 1,89
mucugensis
Marcetia 0,37 1,56 0,39 1,60 0,45 1,61 0,62 1,54
velutina
Tibouchina 0,45 1,13 0,62 1,89 0,95 1,80 0,95 1,80
heteromalla
Tibouchina 0,59 1,59 0,53 1,79 0,80 1,91 0,92 1,71
granulosa
Poincianella 0,57 1,53 0,83 1,85 0,87 1,98 0,92 1,57
pluviosa
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Figura 1: Quantificacdo em gel de agarose 1% Espécie: 1 M. harleyi 1.1 25mg,1.2 50mg, 1.3 B-

mercaptoetanol 1.4: Duas lavagens com cloroférmio alcool isoamilico; Espécie 2: M. taxifolia 2.1 25mg,

2.2 50mg, 2.3 B-mercaptoetanol, 2.4 Duas lavagens com cloroférmio alcool isoamilico; Espécie 3: M.

mucugensis 3.1 25mg,3.2 50mg, 3.3 B-mercaptoetanol 3.4 Duas lavagens com cloroférmio alcool

isoamilico; Espéecie 4: M.velutina 4.1 25mg,4.2 50mg, 4.3 B-mercaptoetanol 4.4 Duas lavagens com
cloroférmio alcool isoamilico
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Figura 2: Quantificacdo em gel de agarose 1% Espécie 5: T. heteromalla 5.1 25mg, 5.2 50mg, 5.3 B-
mercaptoetanol 5.4: Duas lavagens com cloroférmio alcool isoamilico; Espécie 6: T. granulosa 6.1 25mg,
6.2 50mg, 6.3 p-mercaptoetanol 6.4: Duas lavagens com cloroférmio &lcool isoamilico; Espécie 7:
Poincianellapluviosa 7.1 25mg, 7.2 50mg, 7.3 B-mercaptoetanol 7.4: Duas lavagens com cloroférmio alcool
isoamilico;
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Figura 3: Quantidade de DNA total extraido para cada uma das espécies em cada um dos diferentes

ensaios. No eixo Y valores ng/uL de DNA.
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Figura 4: Qualidade do DNA extraido para cada uma das espécies em cada um dos diferentes
ensaios. No eixo Y valores da razéo 260/230 de DNA
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Figura 5: Qualidade do DNA extraido para cada uma das espécies em cada um dos diferentes
ensaios. No eixo Y valores da razéo 260/280 de DNA
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CONSIDERACOES FINAIS

No fim do trabalho foi possivel a extracdo de DNA de todas as espécies e embora nao se
tenha obtido um protocolo unico e uniforme para todas as espécies extraidas. 1sso corrobora com a
ideia que trabalhos moleculares devem fazer testes para as extracfes dependendo da espécie. E
embora os resultados ndo sejam uniformes o teste melhor por assim dizer foi o 11l com o uso de
50mg de matéria seca uso de 2 pL de B-mercaptoetanol e com apenas uma lavagem de

cloroférmio alcool isoamilico



