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RESUMO

Estudos envolvendo analises genéticas sdo de vital importancia para espécies florestais, permitindo expandir o
conhecimento sobre a diversidade e conservacao das espécies nativas. Para obter sucesso nas analises moleculares,
a obtencdo de DNA de boa qualidade é um passo fundamental. Apeiba tibourbou Aubl. apresenta desafios
especificos na extracdo de DNA devido as suas caracteristicas moleculares. Um dos principais obstaculos é a
presenca de compostos fenolicos que pode dificultar sua purificacédo e interferir em reagGes enzimaticas essenciais,
como a PCR, reduzindo a eficiéncia dos experimentos moleculares. Nesta seara, o presente trabalho teve como
objetivo comparar diferentes métodos de coleta de material vegetal e de extracdo de DNA visando a obtencéao de
material genético adequado para analises moleculares de A. tibourbou. Foram utilizados trés métodos distintos de
preservacdo das amostras coletadas, e dois protocolos de extracdo do DNA: Brometo de Cetiltrimetilamdnio
(CTAB) 2% e 4%. Para caracterizar a presencga e qualidade do DNA extraido das folhas de A. tibourbou, foi
realizada uma eletroforese em gel de agarose a 0,8%, a 90V por 40 minutos. Apds isso, o gel de agarose foi
analisado em transiluminador sob luz ultravioleta. Os resultados desta pesquisa indicam que folhas de A. tibourbou
coletadas em silica gel e uso de tampdo CTAB a 2% para extracdo de DNA, contribuem para uma melhor
homogeneidade das bandas do DNA gendmico.
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INTRODUCAO

Estudos de genética de populacGes e filogenia em espécies florestais dependem da obtencdo de DNA
gendmico de alta qualidade, o que exige métodos eficientes tanto de coleta quanto de preservacdo de amostras
foliares. Em plantas neotropicais, a selecdo do protocolo de conservagdo é essencial, visto que metabdlitos
secundarios e a umidade podem comprometer a integridade do DNA (FERES et al., 2005)

Apeiba tibourbou Aubl., conhecida popularmente como pente-de-macaco ou pau-jangada é uma espécie
nativa de florestas tropicais e possui interesse ecolégico e econémico (LORENZI, 2016). Esta espécie esté presente
nos dominios fitogeogréficos da Floresta Amazonica, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e Pantanal, tendo ainda
uma ampla distribui¢do pela América do Sul e Costa Rica (FLORA E FUNGA DO BRASIL, 2020). Por ser uma
espécie que foi amplamente explorada, principalmente para confeccdo de jangadas ao longo do litoral brasileiro,
analises genéticas sdo de vital importancia, permitindo expandir o conhecimento sobre a diversidade e conservacao
dessa espécie (AZEVEDO et al, 2019). Entretanto, estudos moleculares com A tibourbou ainda sio limitados, o
que corrobora na escassez de protocolos otimizados para extracdo de DNA de qualidade da espécie.

Para o sucesso nas analises moleculares, a obtengdo de DNA de boa qualidade é um passo fundamental,
sendo que a coleta, preservacgao das amostras e escolha do método de extragdo do DNA constituem pontos a serem
estabelecidos. Coleta em gelo e protocolos tradicionais como o Brometo de Cetiltrimetilaménio (CTAB), descrito
por Doyle e Doyle (1987), sdo amplamente utilizados por apresentarem bom rendimento e baixo custo,
especialmente em folhas frescas. Contudo, em espécies com alto teor de compostos fendlicos ou polissacarideos,
a eficiéncia pode ser reduzida, exigindo a adogdo de modificacfes na forma de coleta e alteragdes nos protocolos
padrdes ou até mesmo a utilizacdo de kits comerciais. Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo
comparar diferentes métodos de coleta de material vegetal e protocolos de extracdo de DNA visando a obtencéao
de material genético adequado para analises moleculares de A. tibourbou.



MATERIAL E METODOS
Coleta do material vegetal

Folhas de cinco espécimes adultos de A. tibourbou foram coletadas no Arboretum da Universidade
Federal de Alagoas, Campus A. C. Simdes [(Lat.: 9°33'15" S; Long.: 35°46'8" O (Coordenadas UTM, zona 25 S)]
e transportadas para a Clinica Fitossanitaria da universidade supracitada — Campus de Engenharias e Ciéncias
Agrérias (CECA), onde as extra¢des de DNA foram realizadas. O nimero de registro da atividade de acesso ao
patriménio genético no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético — SISGen é AEDDDA43 (Lei
13.123/2015). A coleta foi realizada em um tnico dia (abril de 2025), durante o turno da manhé e o DNA extraido
no mesmo dia. Foram utilizados trés métodos distintos de coleta das amostras: no primeiro, o material vegetal de
cada espécie foi coletado e identificado em sacos de papel e acondicionada em recipiente contendo silica gel; no
segundo método, as amostras foram identificadas e coletadas utilizando sacos plasticos e acondicionadas em caixa
térmica; e no terceiro e Ultimo método, as amostras foram acondicionadas em tubos cilindricos de plastico
poliestireno (tubo Falcon) contendo solucdo CTAB concentrado (10%).

Extracdo de DNA

Foram testados dois protocolos de extracdo, 0 CTAB a 2% e o CTAB a 4%, conforme a tabela a seguir
(Tabela 1).

Tabela 1. Concentragdes utilizadas, métodos de coleta e cddigos das amostras dos protocolos utilizados para a
extracdo de DNA gendmico de A. tibourbou.

Protocolo 1 Protocolo 2
Método de coleta Cong::*lp,:l;\gao Amostras  Método de coleta Cong_ep;\gxgao Amostras

Silica gel 2% SG2_1 Silica gel 4% SG4_1
Silica gel 2% SG2_2 Silica gel 4% SG4 2
Silica gel 2% SG2_3 Silica gel 4% SG4 3
Silica gel 2% SG2 4 Silica gel 4% SG4 4
Silica gel 2% SG2 5 Silica gel 4% SG4 5
Caixa térmica 2% CA2 1 Caixa térmica 4% CA4 1
Caixa térmica 2% CA2 2 Caixa térmica 4% CA4 2
Caixa térmica 2% CA2 3 Caixa térmica 4% CA4 3
Caixa térmica 2% CA2_ 4 Caixa térmica 4% CA4 4
Caixa térmica 2% CA2_5 Caixa térmica 4% CA4 5
CTAB 10% 2% CT2_1 CTAB 10% 4% CT4 1
CTAB 10% 2% CT2 2 CTAB 10% 4% CT4 2
CTAB 10% 2% CT2 3 CTAB 10% 4% CT4 3
CTAB 10% 2% CT2 4 CTAB 10% 4% CT4 4
CTAB 10% 2% CT2 5 CTAB 10% 4% CT4 5

SG2_1 - SG2_5 (amostras coletadas em Silica Gel e protocolo de extracdo CTAB a 2%); CA2_1 - CA2_5 (amostras coletadas em Caixa
térmica e protocolo de extragdo CTAB a 2%); CT2_1 - CT2_5 (amostras coletadas em solucéo de CTAB a 10% e protocolo de extracdo CTAB
a2% ); SG4_1 - SG4_5 (amostras coletadas em Silica Gel e protocolo de extracdo CTAB a 4% ); CA4_1 - CA4_5 (amostras coletadas em
Caixa térmica e protocolo de extracdo CTAB a 4%); CT4_1— CT4_5 (amostras coletadas em solucéo de CTAB a 10% e protocolo de extragéo
CTAB a 4%).

No protocolo de extracdo 1 (CTAB 2%), o tampdo CTAB (Tris-HCI 100 mM, pH 8,0; EDTA 20 mM;
NaCl 1,4 M; CTAB 2%; e PVP 1%) foi previamente aquecido em banho-maria a 65° C. Em cada cadinho foram
macerados 60 mg de tecido vegetal de A. tibourbou, obtido da regido internervural. Para facilitar a maceracéo, foi
utilizado nitrogénio liquido, sendo em seguida, adicionado 800 puL do tampao de extragdo contendo 0,2% de B-
mercaptoetanol e PVP (aproximadamente % de espatula 3mm), macerando por 1 minuto. O macerado foi
transferido para microtubos de 1 mL e acondicionados em gelo.

Finalizado o processo de maceracéo, as amostras foram colocadas em banho maria (65° C) por 50 minutos,
sendo vertidas 5 vezes a cada 10 minutos. Em seguida, foram retiradas do banho-maria e acondicionadas em
temperatura ambiente por 5 minutos. Passado esse tempo, foram adicionados 500 uL de cloroférmio: &lcool



isoamilico (24:1), sendo entdo vertidos por 5 minutos. Apds isso, foi realizada uma centrifugacéo por 10 minutos,
a 12000 RPM, a 4° C. Em seguida, o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo contendo isopropanol
gelado (proporcdo 1:1), sendo acondicionados em freezer overnight. As amostras foram novamente centrifugadas
por 10 minutos, a 12000 RPM, a 4° C. O pellet obtido foi lavado com 500 pL de etanol 70%, seguido de nova
centrifugacdo com as mesmas conformacdes anteriores. O sobrenadante foi vertido, e o pellet colocado a secar
em estufa de ventilacdo forcada por 50 minutos a 60° C. O DNA foi ressuspendido em 50 pL de tampdo TE
contendo RNAse (10mg.ml-1), sendo entdo acondicionados em freezer.

O protocolo de extragdo 2 (CTAB 4%), seguiu 0s mesmos procedimentos do protocolo de extragéo 1,
diferindo apenas na concentra¢do do Brometo de Cetiltrimetilamonio (CTAB 4%).

Eletroforese

A eletroforese foi realizada em gel de agarose a 0,8%, a 90V por 40 minutos, para caracterizar a presenca
e qualidade do DNA extraido das folhas de A. tibourbou. Foram utilizados 4 uL. do DNA gendmico de cada uma
das amostras, 3 UL de corante SYBR Green e 3 pL de agua destilada autoclavada. O gel de agarose foi analisado
em transiluminador sob luz ultravioleta e fotografado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os protocolos revelaram diferengas na qualidade de DNA obtido. O protocolo de extracdo CTAB a 2%
exibiu definicdes de bandas melhores, quando comparadas com as do CTAB a 4% (Figuras 1A e 1B), com bandas
bem definidas em todas as amostras no gel.

Dentro do método de extracdo utilizando CTAB a 2%, houve diferencgas nos tipos de coletas dos tecidos
vegetais, em que o acondicionamento das folhas em silica gel (Figura 1A: amostras 1-5) promoveu maior
homogeneidade das bandas de DNA, quando comparadas com o acondicionamento em caixa térmica (amostras 6-
10) e o CTAB concentrado (amostras de 11-15). Apesar disso, as trés formas de coleta apresentam boa
conformacéo nas bandas de DNA obtidas.
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Figura 1A: Eletroforese em gel de agarose a 0,8% das amostras extraidas a partir do método CTAB a 2%, coletados
em silica [1 (SG2_1); 2 (SG2_2); 3 (SG2_3); 4 (SG2_4); 5 (SG2_2)], Caixa térmica [6 (CA2_1); 7 (CA2_2); 8
(CA2_3); 9 (CA2_4); 10 (CA2_5)], CTAB concentrado [11 (CT2_1); 12 (CT2_2); 13 (CT2_3); 14 (CT2_4); 15
(CT2_5)]. Figura 1B: Eletroforese em gel de agarose a 0,8% das amostras extraidas a partir do método CTAB a
4%, coletados em silica [16 (SG4_1); 17 (SG4_2); 18 (SG4_3); 19 (SG4_4); 20 (SG4_5)], Caixa térmica [21
(CA4_1); 22 (CA4_2); 23 (CA4_3); 24 (CA4_4); 25 (CA4_5)], CTAB concentrado [26 (CT4_1); 27 (CT4_2);
28 (CT4_3); 29 (CT4_4); 30 (CT4_5)].



O protocolo 2 (CTAB 4%), apresentou heterogeneidade quando a integridade das bandas de DNA, nos
trés métodos de acondicionamento das amostras (Figura 1B). Verifica-se bandas fracas e presenca de arrastes, o
que pode indicar degradacdo significativa ou DNA em baixa concentracdo. O resultado do material acondicionado
em silica gel (amostras 16-20) ndo trouxe resultado satisfatério, apresentando bandas com diferentes
conformacdes. Ja a coleta em caixa térmica (amostras 21-25) obteve menor variagcdo na conformacéo das bandas,
em compara¢do com as outras duas formas de coleta. Por sua vez, as amostras coletadas em tubo contendo CTAB
concentrado (amostras 26-30) obtiveram resultado intermediario, com certa variagdo nas bandas obtidas.

Conforme dito por Azévedo et al. (2019), o isolamento de DNA vegetal pode ser realizado por diferentes
metodologias, que dependem das peculiaridades da espécie, ou seja, para cada espécie podem ser necessarias
algumas adaptagGes. Em espécies de plantas da familia Malvaceae, polissacarideos e outros metabolitos
secundarios estdo presentes em alta quantidade, representando um problema na extragdo de DNA de alta qualidade
(ECHEVARRIA MACHADO, 2005). Nesta pesquisa, a coleta em silica gel ocasionou maior qualidade do DNA
extraido, o que provavelmente esta ligado a sua eficacia em secar rapidamente tecidos foliares, inibindo a atividade
de enzimas DNases e retardando reacGes de senescéncia celular e oxidacao dos fen6is (HATAMI-GIGLOO et al.,
2013; SEMAGN, 2014; MARK et al. 2024).

CONCLUSOES

Amostras de folhas de A. tibourbou coletadas em silica gel e extraidas com tampdo CTAB a 2%, avaliadas
por eletroforese em gel de agarose evidenciaram melhor homogeneidade das bandas de DNA gendmico, quando
comparadas com amostras extraidas a partir de tampao CTAB a 4% e demais formas de coleta. Entretanto, anélises
complementares das quantificagdes do DNA e amplificacio por PCR séo necessarios para avaliar a viabilidade do
material genético para analises moleculares.
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