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Resumo

Objetivou-se comparar a eficiéncia entre sete protocolos adaptados para a extracdo de DNA genomico da
espécie Prosopis juliflora (Sw). DC. Os protocolos utilizados tiveram como base em seus tampoes: SDS 10%;
CTAB 5%; Sorbitol, CTAB 3% e Sorbitol; SDS 0,7% e NaCl; CTAB 2%; CTAB 2% ¢ NaCl 1,4M. Em todos os
testes, eliminou-se o uso de B-mercaptoetanol, nitrogénio liquido, proteinase K e RN Ases. As amostras consistiram
de primordios folhiares de cada espécime em triplicata. A quantidade e a qualidade do DNA extraido foram
avaliadas através de eletroforese em gel de agarose a 1% e da leitura das absorbancias em espectrofotdmetro.
Para as reagdes de amplificacdo, utilizou-se o iniciador ISSR. Entre os tampdes de extragdo testados, os de SDS
10%, de CTAB 5% e de CTAB 3% e Sorbitol foram os mais eficientes para P. juliflora. Desses trés protocolos,
o CTAB 3% e Sorbitol apresentou melhor nivel de pureza apesar da menor quantidade de DNA (123 ng/uL)
se comparado aos tampds de SDS 10% e de CTAB 5% (312 e 321 ng/pL, respectivamente, e com alto teor de
contaminantes). Conclui-se que € possivel o uso de protocolos de extragdo sem aditivos nocivos a saude e com
menor custo no processo de extragio.

Palavras-chave: Acidos nucleicos; Algaroba; Genética molecular; PCR

Abstract

Comparative analysis of protocols for genomic DNA extraction in Prosopis juliflora (Sw.) DC. The
objective of the present research was to compare the efficiency among seven protocols adapted for the extraction
of genomic DNA from the species Prosopis juliflora (Sw.) DC. The protocols used were based on their buffers:
SDS 10%, CTAB 5%, Sorbitol, CTAB 3% and Sorbitol, SDS 0.7% and NaCl, CTAB 2%, CTAB 2% and NaCl

Este periodico estd licenciado . .
@ ® conforme Creative Commons Revista Biotemas, 34 (1), margo de 2021
Atribuigdo 4.0 Internacional.




1.4M. In all tests, the use of B-mercaptoethanol, liquid nitrogen, proteinase K and RNAses was eliminated. The
samples consisted of leaf primordia in each specimen in triplicate. The quantity and quality of the extracted DNA
were evaluated by electrophoresis in 1% agarose gel and by reading the absorbances in a spectrophotometer.
For amplification reactions, the ISSR primer was used. Among the tested extraction buffers, SDS 10%, CTAB
5% and CTAB 3%, and Sorbitol were the most efficient for P, juliflora. Of these three protocols, CTAB 3% and
Sorbitol showed a better level of purity despite the lower amount of DNA (123 ng/uL) compared to 10% SDS
and 5% CTAB buffers (312 and 321 ng/uL, respectively, and high content of contaminants). We conclude that
it is possible to use extraction protocols without additives that are harmful to human health and at a lower cost

in the extraction process.
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Introducgao

Prosopis juliflora (Sw.) DC ¢, conforme The
Legume Phylogeny Working Group (LPWG, 2017),
uma espécie arborea, da familia das leguminosas
(Leguminoseae, subfamilia Caesalpinoideae). Originaria
da regido tropical andina e bem adaptada as regides
semi-aridas de baixa precipitagdo. Popularmente
conhecida como algaroba ou algarobeira, essa espécie
possui diversos usos bem como importancia economica
(DOS SANTOS; DIODATO, 2017), entre eles: a
alimentacao humana e de animais, a produgdo de madeira
e a recuperacdo de areas degradadas. Pode, ainda, ser
utilizada, entre outras possibilidades, como inseticida,
analgésico, anti-helmintico, antibiotico, probidticos e
como suplemento nutricional (AHIRWAL et al., 2017;
HENCIYA et al.,, 2017; DHIVYA et al., 2018).

Embora a espécie possua muito potencial de uso
pelo ser humano e estudos de diveridade genética sejam
o ponto de partida para se efetivar agdes de conservagao
e de melhoramento de espécies com potencial econdmico
(LOPES etal.,2011; BESSEGA et al., 2018; FALEIRO
et al., 2018), pouco se conhece quanto a diversidade
genética de P. juliflora. Para estudos dessa natureza,
faz-se necessaria a obtencdo de acidos nucleicos, em
quantidades e qualidades que possibilitem a amplificacdo
do material gendmico ¢ a selegdo de iniciadores
potenciais (MICHEL-LOPEZ et al., 2013).

O processo de extragdo de DNA ¢ parte fundamental
em estudos moleculares, sendo sua eficiéncia diretamente
relacionado a pureza, & quantidade e a qualidade do
material gendmico obtido (DA ROCHA et al., 2017). A
extracdo de DNA de tecidos vegetais requer protocolos

especificos devido a presencga de metabolitos secundarios
e polissacarideos comuns a cada espécie. Portanto, a
adequagdo de protocolos ¢ indispensavel para obtengao
de DNA puro e integro, e para melhor eficiéncia
na amplificagdo do material genémico em estudos
moleculares (OLIVEIRA etal.,2017; DIAS etal., 2018).

Pelas razdes apresentadas nos paragrafos anteriores,
a realizacdo de estudos associados a proposicdo,
comparacdo, selecdo e otimizagdo de protocolos para
extracao de acidos nucleicos em diferentes espécies tem
sido reportada na literatura (OLIVEIRA et al., 2015;
MATOS-OLIVEIRA et al., 2017; DIAS et al., 2018).
Porém, para a algaroba, estudos de estabelecimento de
protocolo e selecdo de iniciadores ainda sdo incipientes.
Diante do exposto, objetivou-se comparar a eficiéncia
na extragdo de DNA genOémico de sete protocolos para
espécies vegetais em Prosopis juliflora (Sw.) DC.

Material e Métodos

A coleta das amostras foliares de trés espécimes
de Prosopis juliflora (Sw.) DC foi realizada no Instituto
Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia Baiano
(IF Baiano) em Itapetinga, Bahia, Brasil (coordenadas
geograficas: 15°14°38,57”S, 40°13°38,95”W), em um
ecotono de Caatinga e floresta estacional decidual e
semi-decidual. As amostras encontram-se cadastradas no
Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e
Conhecimento Tradicional Associado — SisGen (nimero:
AFFOE34).

O material vegetal foi condicionado em isopor
com gelo e transferido para o Laboratorio de Genética
Molecular Aplicada (LGMA) da Universidade Estadual



do Sudoeste da Bahia (UESB, campus Juvino de
Oliveira), no municipio de Itapetinga, Bahia, onde foi
armazenado em freezer -18°C e, posteriormente, foram
realizadas as extracdes do DNA.

Os testes de extracdo de DNA gendémico foram
realizados de acordo com sete protocolos previamente
publicados, com modificagdes apresentadas na Tabela 1.
Para todos os protocolos foram realizadas trés extragdes
em duplicata. A maceragdo das folhas prosseguiu-se
de 0,4 g de tecido foliar ¢ 3 mL de solugdo tampao
referente a cada protocolo, sendo conduzido com auxilio
de almofariz e pistilo em temperatura ambiente até
total rompimento das estruturas foliares. Portanto nao
houve adicdo de nitrogénio liquido, B-mercaptoetanol,
proteinase K e RNAses em nenhum dos protocolos,
respectivamente. As padronizagdes do material
gendmico foram obtidas por meio da ressuspensdo em
60 pL de 4dgua ultrapura (qg.s.p.).

Os acidos nucleicos foram quantificados por
espectrofotometria nas razdes de absorbancia em ng/
uLaA, . €A, utilizando o BioDrop® uLITE
(Whitehead Scientific). Para melhor atribuicdo dos
resultados, as amostras foram avaliadas também em
gel de agarose a 1% (m/v) corado com GelRed®

(Biotium) e corrida em solugdo TBE 0,5X (Tris-Acido
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Borico-EDTA) durante 90 min a 90 V. Os resultados
foram comparados com o marcador de peso molecular
(DNA Lambda; Invitrogen) nas concentragoes de 25 e
75 ng/uL. O gel foi visualizado em luz UV e registrado
em sistema de fotodocumentacao Kodak (KODAK MI
Software). De posse das leituras espectrofotométricas,
mensurou-se as médias e o desvio-padrdo com o auxilio
do Software BioEstat® 5.0 (AYRES et al., 2007).

Para avaliar a qualidade e a viabilidade de uso
do DNA, eles foram submetidos a amplificagdo por
PCR (Polymerase Chain Reaction), utilizando o
marcador molecular tipo ISSR (Inter Simple Sequence
Repeats) DICA3’RG (5’- CAC ACA CAC ACA CAC
ARG-3’). As amplificagdes foram realizadas com a
seguinte programacdo: 1) desnaturacdo: 5 minutos a
94°C; 2) 35 ciclos: desnaturagdo — 50 segundos a 94°C;
anelamento — 50 segundos a 48°C ¢ extensao — 1 minuto
a72°C; e 3) extensao final: 5 minutos a 72°C. Os padrdes
de amplificagdo foram avaliados por eletroforese a 120
minutos sob uma corrente elétrica de 120 V em gel de
agarose a 2% (m/v) com solucdo de corrida TBE 0,5X
(Tris-Acido Bérico-EDTA). As amplificagdes foram
comparadas com o marcador tamanho (1 kb plus;
Invitrogen) e os resultados visualizados e registrados
conforme acima descrito.

TABELA 1: Descri¢ao dos protocolos utilizados para os testes de extragdo de DNA gendémico de Prosopis juliflora (Sw.) DC.

Protocolos Referéncias Tampio de Extracio Modificagoes
P1 Sunnucks e Hales (1996) SDS* 10% Proteinase K
P2 Doyle ¢ Doyle (1990) CTAB** 5% Nitrogénio liquido,

B-mercaptoetanol, RNAse

Método modificado por Storchova

P3 et al. (2000) Sorbitol B-mercaptoetanol
Método modificado por % % 0 . Nitrogénio liquido,
P4 Russell et al. (2010) CTAB® * 3% e Sorbitol B-mercaptoetanol, RNAse
P5 Mogg e Bond (2003) SDS* 0,7% e NaCl 500 mM Proteinase K e RNAse
P6 Barnwell et al. (1998) CTAB 2% Nitrogénio liquido
. . Nitrogénio liquido,
P7 Método modificado por CTAB* * 2% e NaCl 1,4M B-mercaptoetanol, RNAse,

Silva et al. (2014)

Proteinase K

* Sodium Dodecyl Sulfate. ** Cetyl Trimethylammonium Bromide. Modificagdes: Reagentes ndo utilizados no referido protocolo de

extracao.
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Resultados

O DNA gendmico da espécie Prosopis juliflora
(Sw.) DC apresentou pureza média de 0,567 A /A, |
e L16*"" A, /A, (Tabela 2).

Os protocolos P1, P2 e P4 (SDS 10%, CTAB
5% e CTAB 3% e Sorbitol) apresentaram melhores
performances para a espécie, sendo que o tampao SDS
10% e o CTAB 5% apresentaram boa concentragao
de DNA (312 e 321 ng/uL), porém com alto teor de
contaminantes. Ja o CTAB 3% e Sorbitol apresentou
menor quantidade de DNA (123 ng/uL), mas se destacou
em nivel de pureza. Dos testes, o protocolo P6 (CTAB
2%) apresentou-se menos eficiente.

Conforme os resultados observados com a
eletroforese, foi possivel identificar diferenca na
eficiéncia da extracdo de DNA gendmico de P, juliflora
entre os protocolos (Figura 1).

A partir dos resultados observados para os
protocolos P1 (SDS 10%), P2 (CTAB 5%) e P4 (CTAB
3% e Sorbitol), foi possivel verificar, a despeito dos
valores de baixa pureza estimada a partir de todos os
protocolos, a presenga de marcas (DNA) definidas, as
quais nao foram observadas nos demais protocolos. Na
amplificacdo com o marcador tipo ISSR, (CA)8RG,
observou-se a eficiéncia dos protocolos P1 (SDS 10%),
P2 (CTAB5%) e P4 (CTAB 3% e Sorbitol), o que
confirma o sucesso desses protocolos para a extragao
de DNA (Figura 2).

TABELA 2: Quantificacdo e pureza de DNA genomico de Prosopis juliflora (Sw.) DC a partir das absorbancias obtidas por

espectrofotdmetro.
Protocolos A Ao Y V. Vs Concentragio (ng/pL)

Média ** Média* * Média* o

Pl 0,42120154 1,191%0353 312,25415269

P2 0,808+0:204 1,343%0.170 321,333<11888

P3 0,399+0.044 1,298%0.073 415,400+25255

P4 1,344%0341 1,759*0:041 123,655*71:%

P5 0,295*0.080 0,965*0:17 130,482:11084

PG 0,2200142 0,440-0.1 48 63512375

P7 0,476%0257 1,155%0.119 263,417+16839

dp*: Desvio Padrio.

FIGURA 1: DNA gendmico de Prosopis juliflora (Sw.) DC obtido a partir dos protocolos de extragéo.

* A- DNA Lambda nas concentra¢des de 25 e 75 ng/uL.
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FIGURA 2: Padrao de amplificacéo dos fragmentos de DNA genomico de Prosopis juliflora (Sw.) DC obtidos por meio de sete protocolos
de extrago avaliados com o iniciador ISSR — 5* (CA),RG 3.

1Kb . .
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* 1kb DNA Ladder.

Discussao

Para que o DNA seja considerado puro, ele deve
apresentar uma razao de absorbancia A /A, media de
1,8 (NELSON; COX, 2004), o que de fato ndo ocorreu
nas extragdes realizadas (cujas razdes de absorbancia
media A, /A variaram de 0,44 a 1,76). O mesmo foi
observado para a quantificagdo, pois, para amostras
isentas de RNA, esperavam-se valores A, /A . entre
1,8 ¢ 2,0, sendo o valor obtido abaixo do esperado
para todos os protocolos. Esse fato pode ser explicado
pela auséncia de RNAse nos protocolos. Em relagdo a
absorbancia A, /A, ., que ¢ um indicador secundario
de pureza do DNA, seus resultados inferem a presenca
de fenol e cloroformio e de acordo as especificacdes do
fabricante do BioDrop® uLITE, para considerar o DNA
“puro”, os valores desta absorbancia devem estar entre
2,0 e2,2. Ademais, é sabido que o género Prosopis inclui
arvores com altos niveis de polissacarideos, compostos
fendlicos e outros constituintes quimicos (RATHORE,
2009), sendo provavel que tais compostos secundarios
tenham relagdo direta com os baixos valores observados

para as razdes (A, /A,, ) de absorbancia.

A obtengdo de DNA de boa qualidade tem impacto
direto sobre os resultados de técnicas como a reagdo em
cadeia da polimerase (PCR). Sendo que os procedimentos
de extracdo de DNA devem proporcionar uma eficiente

lise das células para liberacao dos nucleotideos e uma
adequada remocdo de proteinas, restos celulares e de
organelas. Na amplificagdo do DNA com o marcador
tipo ISSR, a principal vantagem observada para os
procedimentos foi a auséncia de nitrogénio liquido e
do B-mercaptoetanol. Os quais conferiram baixo custo
€ maior seguranga operacional, uma vez que esse ultimo
reagente € toxico e acarreta varios prejuizos a saude
humana. O B-mercaptoetanol se caracteriza por ser um
antioxidante muito utilizado em protocolos de extragao
do DNA gendmico em plantas (AUSUBEL et al., 2005).
Entretanto, sua remog¢ao nao inviabilizou a extragdo de
DNA em quantidade e qualidade necessarias para uso
em reagdo de PCR quando se utilizou os protocolos
com tampdo CTAB5%, CTAB 3% e Sorbitol. Outros
estudos corroboram esses resultados, demostrando nao
haver necessidade da utilizagdo do B-mercaptoetanol
na extracdo de DNA (SCHMITT et al., 2014; SILVA
et al., 2014).

A utilizagdo de nitrogénio liquido no processo de
extracdo de DNA possibilita uma melhor neutraliza¢ao
enzimatica e favorece o rompimento do envoltorio
celular. Em contrapartida, sua utiliza¢do eleva os custos
do procedimento. No presente estudo, a auséncia de
nitrogénio liquido ndo foi determinante para a qualidade
e quantidade do DNA extraido, os quais apresentaram
resultados satisfatorios para utilizacdo em plataforma

Revista Biotemas, 34 (1), margo de 2021
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de PCR. Outros estudos reportaram que a auséncia de
nitrogénio liquido no processo de maceragao torna custo
operacional menos oneroso (MICHEL-LOPEZ et al.,
2013; DOS SANTOS; ARAUJO, 2017).

Os resultados apresentados possibilitaram a selegdo
de trés dos protocolos de extracdo de DNA genomico:
SDS10%, CTAB5% puro ¢ CTAB 3% com Sorbitol.
Esses métodos foram propostos por Sunnucks e Hales
(1996), Doyle e Doyle (1990) e por Russell et al. (2010).
Por fim, este estudo certifica que a utilizagdo desses
protocolos com adaptagdes metodologicas reduz os
insumos nocivos a saude humana e o custo elevado,
podendo ser utilizados em estudos de diversidade
genética de Prosopis juliflora (Sw.) DC.
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