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Resumo: Erythrina crista-galli L. (FABACEAE) é uma arvore nativa do Brasil,
Uruguai, Paraguai, leste da Bolivia e Argentina. Ocorre em ambientes imidos
e florestas de galerias, podendo ser utilizada na arborizacao e na restauracao
de ambientes naturais. Nao foram encontradas na literatura metodologias
para o isolamento de DNA gendmico da espécie utilizando folhas ou cambio
congelados. O objetivo do trabalho foi testar dois protocolos de isolamento de
DNA e duas fontes de material biolégico, avaliando concentragiao e qualidade
dos isolados. Folhas frescas congeladas e cambio nao constituem boa fonte
de material genético segundo as metodologias utilizadas. Novos testes sao
necessarios no sentido de otimizar os procedimentos de coleta e isolamento,
buscando solucionar os problemas de contaminagdes por polissacarideos e
polifendis e da baixa concentracdo do DNA genomico isolado nas amostras.
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Abstract: Erythrina crista-galli L. (FABACEAE) is a tree native to Brazil, Uruguay,
Paraguay, eastern Bolivia and Argentina. Occurs in moist environments and
galleries forests and may be used in afforestation and restoration of natural
environments. We found no literature methods for the isolation of genomic DNA
species using sheets or frozen rates. The aim of the study was to test two protocols
for DNA isolation and two sources of biologic material, assessing concentration
and quality of isolated. Frozen and fresh leaves rates not constitute good source of
genetic material according to the methodologies used. Further tests are necessary
in order to optimize the procedures for collection and isolation, seeking to solve
the problems of contamination by polysaccharides and polyphenols and low
concentration of isolated genomic DNA in the samples.

Keywords: Genomic DNA, Vascular cambium, Erythrina.
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Introducao

Erythrina crista-galli L. é uma espécie florestal importante no Bioma
Pampa, ocorrendo em areas imidas de varzeas e orlas de matas ciliares, nos
quais desempenha importante papel nas comunidades vegetais.

Estratégias para o isolamento de DNA genomico de Erythrina crista-galli L.
nao sao encontrados na literatura e que possam apoiar as ac¢oes de investigacao
nos periodos nos quais a planta, eventualmente nao disponha de folhas para a
preparagao de material.

Em func¢ao da deciduidade da espécie, folhas frescas e cambio congelados
devem ser testados com a finalidade de garantir fontes de material genético
(além de folhas secas de acordo com Mello et al, 2015) durante o periodo de
outono-inverno.

Danner et al. (2011) testou o isolamento de DNA gendmico de jabuticabeira
utilizando como um dos recursos de material biolégico o cambio vascular.
Estes autores verificaram que o cambio da jabuticabeira escurece rapidamente,
provavelmente por causa da oxidagdo por compostos fenolicos, devendo ser
conservado em CTAB 2% apos a sua coleta. Esse método proporcionou, no
caso da jabuticabeira, um DNA isolado de boa qualidade, porém com pequena
quantidade em relacdo as outras fontes testadas, sugerindo que a quantidade
de tecido de cambio seja maior que 0,25 g. Os autores salientam ainda que o
cambio pode dispensar o uso de nitrogénio liquido para maceracao, facilita a
coleta em populacdes naturais e o manuseio sob armazenamento. Assim, este
trabalho tem o objetivo de testar dois protocolos para o isolamento de DNA
genOmico a partir de cambio vascular e, testar ainda o uso de folhas frescas
congeladas como fonte de material para outros trabalhos na area de genémica
com esta espécie florestal.

Material e métodos
Fonte do material vegetal

Os fragmentos estudados, fontes do material para analise da diversidade
genética, estdo localizados na regidao do municipio de Bagé, Acegua, Hulha
Negra e Dom Pedrito (Figura 1).

Os critérios para a selecao de fragmentos foram a distancia minima de
8 quilémetros entre os fragmentos e o isolamento minimo de 350m entre o
fragmento e qualquer outro individuo, seja em formacgoes florestais ciliares ou
mesmo qualquer outro individuo isolado.

A fim de verificar diferencas quantitativas e qualitativas no material genético
isolado a partir das fontes testadas realizou-se o isolamento de DNA genomico
baseado em dois métodos, um método descrito por Nienhuis et al. (1995), com
modificacoes, a segunda metodologia com um Kit comercial (PROMEGA®).
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Figura 1. (a) Mapas de referéncia: localizacdo da matriz da qual foram utilizadas sementes
(b) Os fragmentos amostrados para testes, com ntimero de individuos em cada fragmento e de
matrizes selecionadas para o estudo (imagens do GPS TrackMaker®).

Como fonte de material foram utilizadas folhas frescas conservadas em
embala-gens plasticas com fecho tipo “Ziplock” e cambio armazenado em
microtubos de centrifuga e mantidos em freezer (Figura 2).

Figura 2. Embalagens de acondionamento das amostras de folhas frescas mantidas
congeladas. Foto: Luciano Moura de Mello, Santa Maria, 2014.
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Isolamento de DNA genémico a partir de cambio vascular

As amostras de cambio foram coletadas das matrizes nos dias 14 e 15 de
outubro 2013 utilizando-se uma Sonda de Pressler (Figura 3).

Figura 3. Fases da coleta de cambio das matrizes de Erythrina crista-galli: (a)
georreferenciamento da matriz e uso da Sonda Pressler (ou Trado de Incremento), (b)
acondicionamento do bastao de cambio (seta) nos microtubos de centrifuga. Fotos: Luciano

Moura de Mello, Acegua, 2013.

As amostras de cambio foram coletadas sempre que possivel a altura média
do peito e imediatamente apds a coleta foram armazenadas em microtubos
de centrifuga previamente contendo 700 pL de tampao CTAB [Cetiltrimetil
brometo de amo6nio 2%] e conservadas durante a fase de campo em caixa térmica
contendo gelo.

Durante as coletas de cAmbio foram tomados os cuidados de promover a
desinfeccao do orificio com 10mL de solucao comercial de sulfato de Cobre e a
posterior protecao do orificio com pasta de silicone para dificultar a entrada de
microorganismos e permitir a cicatrizacao do ferimento.

Utilizando o protocolo modificado de Nienhuis et al. (1995) foram testadas
oito amostras de caAmbio de Erythrina crista-galli: (1.5), (2.1), (3.3), (4.1), (4.2),
(5.1), (5.2), e (6.1).

Em laboratorio, ap6s a maceracao, as amostras de cambio foram repesadas
para fins de homogeneizagdo e obtiveram-se 230mg de macerado final de
cambio em cada amostra, sendo a diferenca entre o peso inicial e final atribuido
a perdas durante a maceracao e ao material fino aderido ao almofariz. Estimou-
se, pela média dos pesos iniciais e finais de amostras levadas a maceracao, que
cerca de 20% do volume do material usado inicialmente tenha sido perdido apos
0 processo na maceracao de cambio utilizando-se nitrogénio liquido.

Detodas as amostras de caimbio obteve-se pelo menos 30ouL.de sobrenadante.

Nocasodoisolamentode DNA de cambio, o material apos ser pesado (28omg),
foi pré-macerado em almofariz e somente depois foi adicionado o nitrogénio
liquido para a maceracao fina do material, seguindo-se posteriormente a
pesagem do material que efetivamente compds a amostra, seguindo-se 0 mesmo
protocolo ja referenciado para os isolamentos de material genético de folhas
secas.

Com o cambio vascular testou-se dois protocolos, o método descrito por
Nienhuis et al. (1995), com modificacoes e com um kit comercial (PROMEGA®).

O protocolo do kit comercial padraio PROMEGA® (Kit Wizard®Genomic
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DNA, Ref. A1123) foi desenvolvido da seguinte forma: as amostras de cambio
(230mg) foram maceradas em almofariz com auxilio de nitrogénio liquido e
posteriormente o macerado foi transferido para microtubos de centrifuga.

Foram adicionados 600ouL de solucao de lise nuclear (Nuclei Lysis Solution).
O material foi incubado a 65°C por 15 minutos em banho-maria. Apos este
periodo de incubacdo, as amostras receberam 3uL de solucdo de RNase
(RNase Solution), sendo realizadas lentas inversdes para homogeneizar os
reagentes. A mistura foi incubada a 37°C por 15 minutos e, posteriormente
deixada por 5 minutos a temperatura ambiente. Foi adicionada a solucao para
a precipitacao de proteinas (Protein Precipitation Solution) e a mistura foi
submetida a vortex por 20 segundos para homogeneizacao. Posteriormente o
material foi centrifugado por 5 minutos a 18.000 x g (e ndo por 3 minutos a
16.000 x g conforme estabelecia o protocolo uma vez que estes procedimentos
nao produziram inicialmente os efeitos esperados), tendo sido feita, apos a
centrifugacao, a separacao do sobrenadante contendo o DNA para um novo
tubo de microcentrifuga de 1,5ml, ja contendo 600uL de isopropanol. Foram
realizadas lentas inversdes no material e centrifugacao por 5 minutos a 18.000
X g, a temperatura ambiente.

O isopropanol foi descartado e foram adicionados 60oouL de alcool 70%
para a lavagem do DNA (pellet). Apds lentas inversoes o alcool também foi
descartado, deixando-se os tubos secarem sobre papel absorvente limpo,
durante 15 minutos. A fim de fazer a reidratacdo do DNA foram adicionados
100uL de DNA Rehydratation Solution, com incubac¢ao de 60 minutos a 65°C.

O protocolo modificado de Nienhuis et al. (1995) foi desenvolvido da
seguinte forma: amostras de cambio (230mg) foram maceradas em almofariz
com auxilio de nitrogénio liquido e posteriormente o macerado foi transferido
para microtubos de centrifuga contendo 700 pL de tampao CTAB [Cetiltrimetil
brometo de amoénio a 2%; Cloreto de soédio (NaCl) 1,4mM; Tris 1imM pH 8,0;
Polivinilpirrolidona (PVP) 1%)].

As amostras foram incubadas em banho-maria a 65°C por 60 minutos,
agitando-as a cada 15 minutos para homogeneiza¢ao do material.

Ap6s o periodo de incubagdo, foi adicionado 1 volume do solvente
organico cloroférmio : alcool isoamilico, 24:1 (CIA), sendo, imediatamente,
centrifugado por 30 segundos a 10.000 x g.

O sobrenadante foi transferido para novos microtubos de centrifuga
de 2mL. A seguir, foram adicionados 400uL de isopropanol gelado a -20 °C e
misturados suavemente por inversao dos tubos. As amostras foram armazenadas
em freezer a temperatura de -20°C por 1h para precipitacdo do DNA, sendo,
na sequéncia, centrifugadas a 18.000 x g por 60 segundos para formacao do
sedimentado (pellet). O sobrenadante foi descartado, cuidadosamente, para
nao acarretar em descarte acidental do pellet. Os pellets foram lavados com 1mL
de etanol 70% por 5min. A fase aquosa foi descartada e os pellets foram secos a
temperatura ambiente, por 45 min.

O DNA extraido foi ressuspendido em 200uL de TE Buffer (1uM de TRIS
+ 0,1uM ETDA) e foram adicionados 2ul. de RNAse (10mg.mL-1), sendo as
amostras incubadas a 37°C, por 60 min.

Posteriormente, foram adicionados 200uL de isopropanol gelado (a
-20°C), os quais foram misturados, suavemente, por inversao dos tubos, sendo,
na sequéncia centrifugados a 18.000 x g por 60 segundos, para nova formacao
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do sedimentado (pellet).

Afaseaquosa foi descartada e o pellet foi novamente lavado com 1mL de etanol
70% por 5 min. As amostras foram submetidas a um spin, por 30 segundos. A
fase aquosa foi descartada e os pellets secos a temperatura ambiente por 60
min.

Por fim, o DNA extraido foi ressuspendido em 100uL do tampao de
eluicao TE Buffer (1uM de TRIS + 0,1uM ETDA).

As solugdes de DNA foram armazenadas em freezer, a -20°C até o dia da
quantificacao de DNA das amostras.

Isolamento de DNA gendémico a partir de folhas frescas
congeladas utilizando o protocolo modificado de
Nienhuis et al. (1995) e kit comercial (PROMEGA®)

As folhas frescas foram coletadas nos mesmos dias das amostras de cambio.
Assim que coletadas, as amostras de folhas frescas foram acondicionadas em
sacos plasticos (Figura 2) contendo duas colheres de sopa de silica gel (4-8mm).
Estas embalagens permaneceram em freezer a -20°C, por 170 dias, até o dia dos
testes de isolamento do DNA genomico.

As amostras testadas foram: (1.5), (2.1), (4.1), (5.1) e (6.1) e para a extracao do
DNA de folhas frescas congeladas utilizou-se 150mg de material fresco, tendo
sido seguidos os mesmos métodos de Nienhuis et al. (1995) e kit comercial ja
citados anteriormente para o cambio.

Um resumo das amostras e protocolos testados consta da Tabela 1.

Fraemento Folha fresca congelada Cambio vascular congelado
- ) @ ) @

1 (1.5)* (1.5) (1.5)* (1.5)*
2 2.1)* (2.1) 2.1)* 2.1)*
3 (3.3) (3.3) - -

4 4.1) (4.2) (4.2) 4.1) (4.1)
5 (5.1) (5.2) (5.2) (5.1) (5.1)
6 (6.1)* (6.1) (6.1)* (6.1)*

* avaliacdo em duas repeticoes.

Tabela 1. Matrizes utilizadas nos testes de protocolos e fontes de material genético (folhas
frescas e cambio congelado) de Erythrina crista-galli L. A numeracdo que identifica as matrizes
foi tomada pela ordem da coleta no campo, tendo todas as matrizes posicoes georreferenciadas

para posterior identificacdo a campo: (1) Protocolo modificado de Nienhuis et al. (1995) e
(2) Kit comercial.

Analise da qualidade e concentracao
das solucoes de DNA genomico

A anilise da qualidade e concentracdo das amostras de DNA genOomico
obtidas a partir do emprego dos diferentes protocolos foi realizada por meio
de um espectrofotometro de UV-Vis NanoDrop®ND-1000. Neste equipamento
utilizou-se 2uL. da solugido de DNA.

O software do equipamento baseia-se na equagdo de Lambert-Beer para
correlacionar a absorvancia com a concentracao da amostra, de acordo com a
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Equacao 1 (SCIENTIFIC, 2008b):
A=E.b.c(1)

Sendo “A” representa a absorvancia, representada em unidades de
absorvancia (A); “E” o coeficiente de absortividade molar dependente do
comprimento de onda (ou coeficiente de extin¢ao), em unidades de mol-cm.L-1;
“b” é o comprimento do caminho, em cm; e “c” a concentracao do analito, em
mol L-1 ou molaridade (M).

No caso particular da quantificacao de acidos nucleicos, a equacao de
Lambert-Beer é modificada (Equacao 2) para usar o coeficiente de extingao

especifico para DNA em ng-cm pL-1 (SCIENTIFIC, 2008b):
c=(A.e)b/ (2)

Sendo “c” corresponde a concentracdo de DNA em ng.ul-1; “A” a absorvancia
a 260 nm (comprimento de onda correspondente ao pico de absorvancia de
DNA); “e”, o coeficiente de extincao (para DNA ¢ igual a 50 ng-cm.uL-1); e “b”,
a altura da coluna criada no espectrofotometro (neste caso corresponde a 1 cm).

Logo, o aparelho mede a absorvancia a 260 nm, obtém-se um valor, que,
multiplicado pelo coeficiente de extingdo, indica a concentracdo de DNA na
amostra, em ng.uL-1 (SCIENTIFIC, 2008b).

A Figura 10 mostra etapas da qualificacio do DNA utilizando-se o
espectrofotometro de UV-Vis NanoDrop® ND-1000.

Para a analise da qualidade das amostras, foi utilizada a razdo A260/A230 e
A260/A280. O software do equipamento utiliza as leituras da absorvancia nos
comprimentos de onda de 230, 260 e 280 nm para calcular, automaticamente,
as razoes.

Para elaborar uma curva padrao de absorvancia esperada para uma
solucao de DNA livre de contaminantes, foram utilizados dados disponiveis no
Manual do Usuério do equipamento (SCIENTIFIC, 2008b).

Resultados e discussao

Analise da qualidade e concentracao das solucoes de DNA
genOmico obtidas de folhas frescas e cambio congelados, pelo
método de Nienhuis et al. (1995), com modificacoes

Da anélise dos resultados do isolamento de DNA E. crista-galli obtido a
partir de cambio e de folhas frescas mantidos congelados de verificou-se que a
metodologia nao é adequada para estes tipos de material. Nenhuma das fontes
de amostras apresentou, na quantificacao por espectrofotometro, valores dentro
dos minimos para a realizacao de analises de diversidade genética.

Durante a etapa de retirada do sobrenadante (apdés a adicdo de CIA) e
centrifugacao, observou-se que as amostras de folhas frescas resultaram em
menores quantidades de sobrenadante comparativamente as amostras de
cambio. De todas as amostras de folhas frescas, entretanto, obteve-se pelo
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menos 200uL. de sobrenadante, exceto as amostras 1.5, 4.1 € 5.1 das quais se
obtiveram, apenas, 50uL.

Para demonstrar a ineficiéncia dos protocolos no isolamento de DNA
genomico a partir das fontes testadas elaborou-se um grafico com a média dos
valores extraidos pelas 11 amostras testadas: (1.5) (1.5) (2.1) (2.1) (3.3) (4.1) (4.2)
(5.1) (5.2) (6.1) (6.1). O teste de isolamento de DNA genOomico a partir do cambio
foi realizado duas vezes (das quais resultam a soma de 11 amostras testadas): na
primeira tentativa de isolamento os resultados foram insatisfatorios e, portanto,
optou-se por repetir a extracao introduzindo novas e mantendo-se algumas
amostras ja testadas a fim de certificar-se que erros no protocolo pudessem ter
causado o resultado tao inferior do encontrado com folhas secas.

Como todos os resultados apresentaram-se uniformemente aquém do
esperado e a fim de facilitar a visualizacdo deste resultado, optou-se por
demonstrar, por meio da média, os resultados do isolamento utilizando o
cambio vascular de E. crista-galli (Figura 4).

O isolamento de DNA genOmico a partir de folhas frescas congeladas
e conservadas em embalagem pléastica contendo silica gel igualmente nao
constituiu uma fonte promissora de material utilizando-se o protocolo
modificado de Nienhuis et al. (1995), conforme se observa na Figura 4 (b).
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Figura 4. (a) Curva de absorvancia da média de solugdes de DNA obtidas de 11 amostras de
cambio de Erythrina crista-galli [(1.5) (1.5) (2.1) (2.1) (3.3) (4.1) (4.2) (5.1) (5.2) (6.1) (6.1)],
utilizando o protocolo modificado de Nienhuis et al. (1995); (b) curva de absorvancia da média
de solu¢oes de DNA obtidas de 08 amostras [(1.5) (1.5) (2.1) (2.1) (4.1) (5.1) (6.1) (6.1)], tendo
como fonte de material folhas frescas de Erythrina crista-galli, mantidas congeladas, utilizando
0 mesmo protocolo.

Conclusoes

A analise da qualidade e concentracao das solucdes de DNA gendmico de
folhas frescas mantidas congeladas e de cambio vascular de Erythrina crista-
galli L., pelos método de Nienhuis et al. (1995) e por meio do Kit Wizard®
Genomic DNA resultam em diferencas pronunciadas, dentro dos fragmentos e
entre os dois protocolos.

Nao é possivel determinar em campo diferencas fenotipicas ou ambientais
marcantes entre matrizes e fragmentos de Erythrina crista-galli que permitam
explicar rapidamente as diferencas verificadas nas extragoes entre as amostras.
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E possivel que a profundidade das coletas de cAmbio possa explicar a baixa
concentracao de material gendmico nas amostras, bem como a alta concentracio
de polissacarideos.

Uma otimizac@o dos protocolos é necessaria a fim de melhorar a qualidade
do DNA isolado a ser usado nessas avaliacoes.
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