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Isolamento de DNA genômico 
a partir de folhas e câmbio 

congelados de Erythrina crista-
galli L., FABACEAE

(Corticeira-do-banhado)

Resumo: Erythrina crista-galli L. (FABACEAE) é uma árvore nativa do Brasil, 
Uruguai, Paraguai, leste da Bolívia e Argentina. Ocorre em ambientes úmidos 
e florestas de galerias, podendo ser utilizada na arborização e na restauração 
de ambientes naturais. Não foram encontradas na literatura metodologias 
para o isolamento de DNA genômico da espécie utilizando folhas ou câmbio 
congelados. O objetivo do trabalho foi testar dois protocolos de isolamento de 
DNA e duas fontes de material biológico, avaliando concentração e qualidade 
dos isolados. Folhas frescas congeladas e câmbio não constituem boa fonte 
de material genético segundo as metodologias utilizadas. Novos testes são 
necessários no sentido de otimizar os procedimentos de coleta e isolamento, 
buscando solucionar os problemas de contaminações por polissacarídeos e 
polifenóis e da baixa concentração do DNA genômico 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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Introdução

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

Estratégias para o isolamento de DNA genômico de Erythrina crista-galli L. 
não são encontrados na literatura e que possam apoiar as ações de investigação 
nos períodos nos quais a planta, eventualmente não disponha de folhas para a 
preparação de material.

Em função da deciduidade da espécie, folhas frescas e câmbio 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 período de 
outono-inverno. 

Danner et al. (2011) testou o isolamento de DNA genômico de jabuticabeira 
utilizando como um dos recursos de material biológico o câmbio vascular.  
Estes autores verificaram que o câmbio da jabuticabeira escurece rapidamente, 
provavelmente por causa da oxidação por compostos fenólicos, devendo ser 
conservado em CTAB 2% após a sua coleta. Esse método proporcionou, no 
caso da jabuticabeira, um DNA isolado de boa qualidade, porém com pequena 
quantidade em relação às outras fontes testadas, sugerindo que a quantidade 
de tecido de câmbio seja maior que 0,25 g. Os autores salientam ainda que o 
câmbio pode dispensar o uso de nitrogênio líquido para maceração, facilita a 
coleta em populações naturais e o manuseio sob armazenamento. Assim, este 
trabalho tem o objetivo de testar dois protocolos para o isolamento de DNA 
genômico a partir de câmbio vascular e, testar ainda o uso de folhas frescas 
congeladas como fonte de material para outros trabalhos na área de genômica 
com esta espécie florestal. 

Material e métodos

Fonte do material vegetal

Os fragmentos estudados, fontes do material para análise da diversidade 
genética, estão localizados na região do município de Bagé, Aceguá, Hulha 
Negra e Dom Pedrito (Figura 1). 

Os critérios para a seleção de fragmentos foram a distância mínima de 
8 quilômetros entre os fragmentos e o isolamento mínimo de 350m entre o 
fragmento e qualquer outro indivíduo, seja em formações florestais ciliares ou 
mesmo qualquer outro indivíduo isolado. 

A fim de verificar diferenças quantitativas e qualitativas no material genético 
isolado a partir das fontes testadas realizou-se o isolamento de DNA genômico 
baseado em dois métodos, um método descrito por Nienhuis et al. (1995), com 
modificações, a segunda metodologia com um Kit comercial (PROMEGA®).
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Figura 1. (a) Mapas de referência: localização da matriz da qual foram utilizadas sementes 
(b) Os fragmentos amostrados para testes, com número de indivíduos 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 plásticas com fecho tipo “Ziplock” e câmbio armazenado em 
microtubos de centrífuga 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 genômico a partir de câmbio vascular
 
As amostras de câmbio 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 câmbio das matrizes de Erythrina crista-galli: (a) 

georreferenciamento da matriz e uso da Sonda Pressler (ou Trado de Incremento), (b) 
acondicionamento do bastão de câmbio (seta) nos microtubos de centrífuga. Fotos: Luciano 

Moura de Mello, Aceguá, 2013.

As amostras de câmbio foram coletadas sempre que possível à altura média 
do peito e imediatamente após a coleta foram armazenadas em microtubos 
de centrífuga previamente contendo 700 µL de tampão CTAB [Cetiltrimetil 
brometo de amônio 2%] e conservadas durante a fase de campo em caixa térmica 
contendo gelo. 

Durante as coletas de câmbio foram tomados os cuidados de promover a 
desinfecção do orifício com 10mL de solução comercial de sulfato de Cobre e a 
posterior proteção do orifício com pasta de silicone para dificultar a entrada de 
microorganismos e permitir a cicatrização do ferimento.

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

Em laboratório, após a maceração, as amostras de câmbio foram repesadas 
para fins de homogeneização e obtiveram-se 230mg de macerado final de 
câmbio em cada amostra, sendo a diferença entre o peso inicial e final atribuído 
a perdas durante a maceração e ao material fino aderido ao almofariz. Estimou-
se, pela média dos pesos iniciais e finais de amostras levadas à maceração, que 
cerca de 20% do volume do material usado inicialmente tenha sido perdido após 
o processo na maceração de câmbio utilizando-se nitrogênio líquido.

De todas as amostras de câmbio obteve-se pelo menos 300µL de sobrenadante. 
No caso do isolamento de DNA de câmbio, o material após ser pesado (280mg), 

foi pré-macerado em almofariz e somente depois foi adicionado o nitrogênio 
líquido para a maceração fina do material, seguindo-se posteriormente a 
pesagem do material que efetivamente compôs a amostra, seguindo-se o mesmo 
protocolo já referenciado para os isolamentos de material genético de folhas 
secas.

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

O protocolo do kit comercial padrão PROMEGA® (Kit Wizard®Genomic 

a b
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DNA, Ref. A1123) foi desenvolvido da seguinte forma: as amostras de câmbio 
(230mg) foram maceradas em almofariz com auxílio de nitrogênio líquido e 
posteriormente o macerado foi transferido para microtubos de centrífuga. 

Foram adicionados 600µL de solução de lise nuclear (Nuclei Lysis Solution). 
O material foi incubado a 65ºC por 15 minutos em banho-maria. Após este 
período de incubação, as amostras receberam 3µL de solução de RNase 
(RNase Solution), sendo realizadas lentas inversões para homogeneizar os 
reagentes. A mistura foi incubada a 37ºC por 15 minutos e, posteriormente 
deixada por 5 minutos à temperatura ambiente. Foi adicionada a solução para 
a precipitação de proteínas (Protein Precipitation Solution) e a mistura foi 
submetida a vortex por 20 segundos para homogeneização. Posteriormente o 
material foi centrifugado por 5 minutos a 18.000 x g (e não por 3 minutos a 
16.000 x g conforme estabelecia o protocolo uma vez que estes procedimentos 
não produziram inicialmente os efeitos esperados), tendo sido feita, após a 
centrifugação, a separação do sobrenadante contendo o DNA para um novo 
tubo de microcentrífuga de 1,5ml, já contendo 600µL de isopropanol. Foram 
realizadas lentas inversões no material e centrifugação por 5 minutos a 18.000 
x g, à temperatura ambiente.

O isopropanol foi descartado e foram adicionados 600µL de álcool 70% 
para a lavagem do DNA (pellet). Após lentas inversões o álcool também foi 
descartado, deixando-se os tubos secarem sobre papel absorvente limpo, 
durante 15 minutos. A fim de fazer a reidratação do DNA foram adicionados 
100µL de DNA Rehydratation Solution, com incubação de 60 minutos a 65ºC.

O protocolo modificado de Nienhuis et al. (1995) foi desenvolvido da 
seguinte forma:  amostras de câmbio (230mg) foram maceradas em almofariz 
com auxílio de nitrogênio líquido e posteriormente o macerado foi transferido 
para microtubos de centrífuga contendo 700 µL de tampão CTAB [Cetiltrimetil 
brometo de amônio a 2%; Cloreto de sódio (NaCl) 1,4mM; Tris 1mM pH 8,0; 
Polivinilpirrolidona (PVP) 1%)].

As amostras foram incubadas em banho-maria a 65ºC por 60 minutos, 
agitando-as a cada 15 minutos para homogeneização do material.

 Após o período de incubação, foi adicionado 1 volume do solvente 
orgânico clorofórmio : álcool isoamílico, 24:1 (CIA), sendo, imediatamente, 
centrifugado por 30 segundos a 10.000 x g.

 O sobrenadante foi transferido para novos microtubos de centrífuga 
de 2mL. A seguir, foram adicionados 400µL de isopropanol gelado a -20 ºC e 
misturados suavemente por inversão dos tubos. As amostras foram armazenadas 
em freezer à temperatura de -20ºC por 1h para precipitação do DNA, sendo, 
na sequência, centrifugadas a 18.000 x g por 60 segundos para formação do 
sedimentado (pellet). O sobrenadante foi descartado, cuidadosamente, para 
não 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 à 
temperatura ambiente, por 45 min. 

O DNA extraído foi ressuspendido em 200µL de TE Buffer (1µM de TRIS 
+ 0,1µM ETDA) e foram adicionados 2µL de RNAse (10mg.mL-1), sendo as 
amostras incubadas a 37ºC, por 60 min.

 Posteriormente, foram adicionados 200µL de isopropanol gelado (a 
-20ºC), os quais foram misturados, suavemente, por inversão dos tubos, sendo, 
na sequência centrifugados a 18.000 x g por 60 segundos, para nova formação 
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do sedimentado (pellet).
A fase aquosa 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 à temperatura ambiente por 60 
min.

 Por fim, o DNA extraído foi ressuspendido em 100µL do tampão de 
eluição TE Buffer (1µM de TRIS + 0,1µM ETDA). 

As soluções de DNA foram armazenadas em freezer, a -20ºC até o dia da 
quantificação de DNA das amostras.

 Isolamento de DNA genômico 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 câmbio. 
Assim que coletadas, as amostras de folhas frescas foram acondicionadas em 
sacos plásticos (Figura 2) contendo duas colheres de sopa de sílica gel (4-8mm). 
Estas embalagens permaneceram em freezer a -20ºC, por 170 dias, até o dia dos 
testes de isolamento do DNA genômico.

As amostras testadas foram: (1.5), (2.1), (4.1), (5.1) e (6.1) e para a extração 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 já 
citados anteriormente para o câmbio.

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

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

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

Análise da qualidade e concentração
das soluções de DNA genômico

A análise da qualidade e concentração das amostras de DNA genômico 
obtidas a partir do emprego dos diferentes protocolos foi realizada por meio 
de um espectrofotômetro de UV-Vis NanoDrop®ND-1000. Neste equipamento 
utilizou-se 2µL da solução de DNA. 

O software do equipamento baseia-se na equação de Lambert-Beer para 
correlacionar a absorvância com a concentração da amostra, de acordo com a 
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Equação 1 (SCIENTIFIC, 2008b):

A = E .b . c(1)

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

 No caso particular da quantificação de ácidos nucleicos, a equação de 
Lambert-Beer é modificada (Equação 2) para usar o coeficiente de extinção 
específico para DNA em ng-cm μL-1 (SCIENTIFIC, 2008b): 

c = (A .e) b ⁄  (2)

Sendo “c” corresponde à concentração de DNA em ng.μL-1; “A” a absorvância 
a 260 nm (comprimento de onda correspondente ao pico de absorvância de 
DNA); “e”, o coeficiente de extinção (para DNA é igual a 50 ng-cm.μL-1); e “b”, 
a altura da coluna criada no espectrofotômetro (neste caso corresponde a 1 cm). 

Logo, o aparelho mede a absorvância a 260 nm, obtém-se um valor, que, 
multiplicado pelo coeficiente de extinção, indica a concentração de DNA na 
amostra, em ng.μL-1 (SCIENTIFIC, 2008b).

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

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

 Para elaborar uma curva padrão de absorvância esperada para uma 
solução de DNA livre de contaminantes, foram utilizados dados disponíveis no 
Manual do Usuário do equipamento (SCIENTIFIC, 2008b).

Resultados e discussão

Análise da qualidade e concentração das soluções de DNA 
genômico obtidas de folhas frescas e câmbio congelados, pelo 

método de Nienhuis et al. (1995), com modificações

Da análise dos resultados do isolamento de DNA E. crista-galli obtido a 
partir de câmbio e de folhas frescas mantidos congelados de verificou-se que a 
metodologia não é adequada para estes tipos de material. Nenhuma das fontes 
de amostras apresentou, na quantificação por espectrofotômetro, valores dentro 
dos mínimos para a realização de análises de diversidade genética.

Durante a etapa de retirada do sobrenadante (após a adição de CIA) e 
centrifugação, observou-se que as amostras de folhas frescas resultaram em 
menores quantidades de sobrenadante comparativamente às amostras de 
câmbio. De todas as amostras de folhas frescas, entretanto, obteve-se pelo 
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menos 200µL de sobrenadante, exceto as amostras 1.5, 4.1 e 5.1 das quais se 
obtiveram, apenas, 50µL.

Para demonstrar a ineficiência dos protocolos no isolamento de DNA 
genômico a partir das fontes testadas elaborou-se um gráfico com a média dos 
valores extraídos 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 genômico a partir do câmbio 
foi realizado duas vezes (das quais resultam a soma de 11 amostras testadas): na 
primeira tentativa de isolamento os resultados foram insatisfatórios e, portanto, 
optou-se por repetir a extração introduzindo novas e mantendo-se algumas 
amostras já testadas a fim de certificar-se que erros no protocolo pudessem ter 
causado o resultado tão inferior do encontrado com folhas secas. 

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

O isolamento de DNA genômico a partir de folhas frescas congeladas 
e conservadas em embalagem plástica contendo sílica gel igualmente não 
constituiu uma fonte promissora de material utilizando-se o protocolo 
modificado de Nienhuis et al. (1995), conforme se observa na Figura 4 (b).

Figura 4. (a) Curva de absorvância da média de soluções de DNA obtidas de 11 amostras de 
câmbio 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 absorvância da média 
de soluções 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 
o mesmo protocolo.

Conclusões

A análise da qualidade e concentração das soluções de DNA genômico de 
folhas frescas mantidas congeladas e de câmbio vascular de Erythrina crista-
galli L., pelos método de Nienhuis et al. (1995) e por meio do Kit Wizard® 
Genomic DNA resultam em diferenças pronunciadas, dentro dos fragmentos e 
entre os dois protocolos. 

Não é possível determinar em campo diferenças fenotípicas ou ambientais 
marcantes entre matrizes e fragmentos de Erythrina crista-galli que permitam 
explicar rapidamente as diferenças verificadas nas extrações entre as amostras. 
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É possível que a profundidade das coletas de câmbio possa explicar a baixa 
concentração de material genômico nas amostras, bem como a alta concentração 
de polissacarídeos.  

Uma otimização dos protocolos é necessária a fim de melhorar a qualidade 
do DNA isolado a ser usado nessas avaliações.
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