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Resumo: Erythrina crista-galli L. (FABACEAE) é uma arvore nativa do Brasil,
Uruguai, Paraguai, leste da Bolivia e Argentina, podendo ser utilizada na
arborizacdo e na restauracdo de ambientes naturais. Nao foram encontradas
na literatura metodologias para o isolamento de DNA gendmico da espécie. O
objetivo do trabalho foi testar trés protocolos de isolamento de DNA aplicados a
folhas secas a temperatura ambiente verificando a quantidade e qualidade do DNA
isolado. Folhas secas mostraram constituir boa fonte de material para as avaliacoes
genéticas da espécie estudada, entretanto, novos testes sao necessarios no sentido
de aperfeicoar os protocolos e solucionar as contaminacoes por polissacarideos e
polifendis nas amostras.
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Abstract: Erythrina crista-galli L. (Fabaceae ) is a three native to Brazil, Uruguay,
Paraguay, eastern Bolivia and Argentina, can be used in afforestation and resto-
ration of natural environments. We have not found in literature methodologies
for the isolation of genomic DNA of the species. The objective was to test three
DNA isolation protocols applied to dried leaves at room temperature and check-
ing the quantity and quality of DNA isolated. Dried leaves showed constitute good
source of genetic material, however, new tests are needed to improve the protocols
to solve contamination by polysaccharides and polyphenols in samples.
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1. Introducao

O isolamento de DNA em quantidade e qualidade é o primeiro passo para o
desenvolvimento de estudos mais complexos no campo da genémica de uma espé-
cie e os marcadores moleculares baseados em DNA podem ser usados para aval-
iacao da diversidade genética em espécies florestais brasileiras.

O isolamento de DNA ¢, portanto, uma etapa fundamental para a aplicacao
de técnicas de avaliacao da diversidade genética baseada em marcadores molecu-
lares ou outros estudos e, no entanto, nao relatadas na literatura técnicas para a
realizacao desta etapa para Erythrina crista-galli L. Ha, no entanto, outras fontes
de informacao acerca de procedimentos realizados com outras espécies do género
Erythrina e que servirao de base para a exploracao da aplicabilidade e da prop-
osicao de procedimento que atenda a essa necessidade.

Igualmente nao foram localizados na literatura trabalhos com marcadores
moleculares em Erythrina crista-galli L. que possam auxiliar na interpretacao de
sua diversidade e especialmente no entendimento da relacao entre diversidade
genética e qualidade fisiologica de sementes. Avaliar a diversidade genética entre
acessos € um objetivo posterior a este trabalho, em fun¢ao do que houve a concen-
tracao de esforcos, nesta etapa, no isolamento de DNA em quantidade e qualidade
suficientes para a realizacao da etapa com os marcadores RAPD.

O uso de folhas secas neste trabalho como fonte de DNA genomico deu-se em
funcao dos resultados dos trabalhos de Thomson & Henry (1993) e Tai & Tanksley
(1990). Os primeiros autores testaram quatro métodos de secagem das amostras
foliares de péssego (Prunus persica): secagem a temperatura ambiente, secagem a
42 °C ou a 65 °C e secagem em forno micro-ondas. Os autores verificaram que as
solucoes de DNA isoladas a partir das amostras foliares secas a temperatura am-
biente apresentaram resultados de pureza e rendimento equivalentes as solucoes
de DNA isoladas a partir das amostras frescas. Tai & Tanksley (1990) também
compararam a extracdo de DNA de tomate (Solanum lycopersicum) a partir de
amostras foliares frescas e secas em estufa a 45 °C, por 24 h. Estes autores consta-
taram, igualmente que as solucoes de DNA extraidas das amostras secas foram de
qualidade equivalente aquelas isoladas de amostras frescas.

Dada a importancia dos estudos baseados em marcadores moleculares em
uma futura avaliacdo da diversidade genética entre e dentro de diferentes frag-
mentos florestais nos quais esteja presente Erythrina crista-galli, este trabalho tem
como objetivos testar folhas secas a temperatura ambiente como fonte de materi-
al genético e avaliar trés protocolos para o isolamento de DNA gendmico usando
folhas secas bem como testar, com o uso de marcadores RAPD, a eficiéncia dos
métodos de isolamento avaliados.

2. Material e Métodos

Fonte do Material Vegetal

As amostras estudadas sao provenientes de fragmentos florestais localizados
na regiao dos municipios de Bagé, Acegua, Hulha Negra e Dom Pedrito, no Rio
Grande do Sul (Figura 1).
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Figura 1. Mapas de referéncia: (a) localizacdo geral da area de coleta de
material para os testes; (b) os seis fragmentos florestais amostrados mais a matriz
“isolada”, com nimero de individuos (plantas adultas de Erythrina crista-galli) em
cada fragmento e de matrizes selecionadas para o estudo (imagens do GPS Track-
Maker®).

Como fonte de material foram utilizadas folhas secas de Erythrina crista-galli
conservadas em sacos de papel comum e mantidos a temperatura ambiente.

As folhas foram coletadas nos dias 14 e 15 de outubro 2013, sendo colhidas
das plantas-matrizes e acondicionadas em embalagens plasticas contendo silica
gel. Apos 24 horas, em laboratoério, as folhas foram reclassificadas e 10 unidades
foram aproveitadas, quando disponivel esta quantidade, foram acondicionadas em
embalagens de papel e armazenadas em local seco e a temperatura ambiente, sem
silica gel.

Os critérios para a selecao dos fragmentos florestais estudados foram a dis-
tancia minima de oito quilémetros entre os fragmentos e o isolamento minimo de
350m entre o fragmento e qualquer outro individuo, seja em formacées florestais
ciliares ou mesmo qualquer outro individuo isolado. As matrizes utilizadas no tra-
balho foram selecionadas considerando-se a qualidade e quantidade do material
disponivel (folhas) entre as arvo-res da espécie estudada, em cada fragmento.

A fim de verificar diferencas quantitativas e qualitativas no material genéti-
co isolado a partir da fonte testada realizou-se o isolamento de DNA gendémico
baseado em trés métodos, um método descrito por Nienhuis et al. (1995), com
modificacoes, a se-gunda metodologia com um kit comercial padrao (PROME-
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GA®, 2014) e a terceira me-todologia seguiu o protocolo descrito por Ferreira &
Grattapaglia (1998).

A selegao desta primeira estratégia de coleta de material para o isolamen-
to de DNA gendmico deve-se aos resultados de trabalhos anteriores (Thomson &
Henry, 1993 e Tai & Tanksley, 1990) e, sobretudo, a simplicidade do método em
relacdo ao uso de folhas frescas e cambio congelados, que necessitam de resfria-
mento e maiores cuidados desde o momento da coleta.

Isolamento do DNA genémico a partir de folhas secas

Para o isolamento de DNA gendmico foram utilizados 150mg de folhas jov-
ens secas e mantidas a temperatura ambiente.

Os testes de isolamento de DNA genomico foram conduzidos no Laboratorio
de Marcadores Moleculares do Nucleo de Biotecnologia e Melhoramento do De-
partamento de Fitotecnia, do Centro de Ciéncias Rurais da Universidade Federal
de Santa Maria, em Santa Maria, RS.

As amostras foliares para o isolamento de DNA genomico foram compostas
de limbo foliar e peciolos (Tabela 1). Para estes testes foram utilizadas amostras
de matri-zes, identificadas por dois nimeros, onde o primeiro ntimero refere-se
ao fragmento (1 para municipio de Acegua; 2, 3 e X no municipio de Bagé; 4, em
Dom Pedrito; 5 em Candiota e 6 em Hulha Negra). O segundo ntimero refere-se
as matrizes georreferencia-das em cada fragmento. A matriz denominada X corre-
sponde a uma matriz isolada, as margens da BR 293, em Bagé, Rio Grande do Sul.

Tabela 1. Matrizes utilizadas nos testes de protocolos de isolamento de DNA
gendmico a partir de folhas secas de Erythrina crista-galli L e percentual
de matrizes amostradas em relacdo ao ntimero de matrizes em cada
fragmento (PA). A numeracao que identifica as matrizes foi tomada pela
ordem da coleta no campo.

Testes e percentual amostrado* |

) ) . Ferreira &
Fragmento Nienhuis et o Kit o .| PA
al. (1995) PA (%) Promega® PA (%) | Grattapaglia (%)
(1998)
(1.1) (1.4)
1 (1.5) (1.7) 6,7 (1.5) 1,1 (1.5) 1,1
(1.9) (1.10)
2 8;)) ((23 23,5 (2.1) 5,9 (2.1) 5,9
(3.1 (3.3)
3 (3.4) (3.5) | 235 (3.3) 5,9 (3.3) 5,9
4.1) (4.2)
4 (4.5) 333 | (41)(4.2) | 22,2 (4.2) 11
(5.1) (5.2)
5 (5.3) 33,3 | (5.1(5.2) | 22,2 (5.2) 11
6 (6’(1%.53'2) 27,3 (6.1) 9,0 (6.1) 9,0
Isolada X 100 X 100 X 100

* Todas as matrizes tiveram posicoes georreferenciadas para posterior identificacao
a campo.
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Teste de isolamento de DNA genomico de folhas secas de Erythrina
crista-galli L. utilizando o protocolo de Nienhuis et al. (1995), com
modificacoes:

As amostras de folhas secas de E. crista-galli permaneceram 170 dias nas
condi-¢Oes ja apresentadas.

Foram utilizadas para este teste as seguintes matrizes: (1.1), (1.4), (1.5), (1.7),
(1.9) e (1.10); (2.1), (2.2), (2.3) e (2,5); (3.1), (3.3), (3.4) e (3.5); (4.1), (4.2) e (4.5);
(5.1), (5.2) e (5.3); (6.1), (6.2) e (6.3); (X).

As amostras foliares (150mg de limbo foliar e peciolos) foram maceradas em
almofariz com auxilio de nitrogénio liquido e posteriormente o macerado foi trans-
ferido para microtubos de centrifuga contendo 700 pL de tampao CTAB [Cetiltri-
metil brometo de amonio 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, ag-
itando-as a cada 15 minutos para homogeneizacao do material.

Apos este periodo de incubacao, foi adicionado 1 volume do solvente organi-
co 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
suave-mente por inversao dos tubos. As amostras foram armazenadas em freezer a
temperatura de -20°C por 1h para precipitacdo do DNA, sendo, na sequéncia, cen-
trifugadas a 18.000 x g por 60 segundos para formacao do sedimentado (pellet).
O sobrenadante foi descar-tado, cuidadosamente, para nao acarretar descarte aci-
dental 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 foi adicionado 2uL. de RNAse (10mg.mL-1), sendo as amostras
incu-badas 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 sequén-
cia cen-trifugados a 18.000 x g por 60 segundos, para nova formacao do sedimen-
tado (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 a temperatura ambiente por 60 min.

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

As solugbdes de DNA foram armazenadas em freezer, a -20°C até o dia da
quanti-ficacao de DNA das amostras e realizacao da PCR.

Teste de isolamento de DNA genomico de folhas secas Erythrina cris-
ta-galli utili-zando o protocolo do Kit comercial padrao PROMEGA®
(Kit Wizard®Genomic DNA, Ref. A1123)

Para essa avaliacao foram utilizados 40mg de folhas jovens (secas), conforme
especificacoes do teste. As folhas foram colhidas, secas por 170 dias e acondiciona-
das nas mesmas condicoes do teste descrito anteriormente.

Foram utilizadas amostras foliares de sete matrizes (1.5), (2.1); (3.3); (4.2);
(5.2); (6.1), sorteadas uma amostra dentro de cada fragmento mais a matriz isolada
X).

As amostras foliares foram maceradas em almofariz com auxilio de nitrogeé-
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nio liquido e posteriormente o macerado foi transferido para microtubos de centrif-
uga. Fo-ram adicionados 60ouL 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 incubacao, as amostras receberam 3uL de solucao de RNase (RNase Solution),
sendo realizadas lentas inversoes para homogeneizar os reagentes. A mistura foi
incubada a 37°C por 15 minutos e, posteriormente deixada por 5 minutos a tem-
peratura ambiente. Foi adicionada a solucao para a precipitacao de proteinas (Pro-
tein Precipitation Solution) e a mistura foi submetida a vortex por 20 segundos
para homogeneizacdo. Posteriormente o material foi centrifugado por 5 minutos
a 18.000 x g (e nao por 3 minutos a 16.000 x g conforme estabelecia o protocolo
uma vez que estes procedimentos nao produziram inicialmente os efeitos espera-
dos), tendo sido feita, apos a centrifugacao, a separacao do sobrenadante contendo
o DNA para um novo tubo de microcentrifuga de 1,5ml, ja contendo 6oouL de
isopropanol. Foram realizadas lentas inversoes no material e centrifugacao por 5
minutos a 18.000 x g, a temperatura ambiente.

O isopropanol foi descartado e foram adicionados 60ouL de alcool 70% para
a lavagem do DNA (pellet). Apos lentas inversoes o alcool também foi descartado,
dei-xando-se os tubos secarem sobre papel absorvente limpo, durante 15 minutos.
A fim de fazer a reidratacao do DNA foram adicionados 100uL. de DNA Rehydrata-
tion Solution, com incubacao de 60 minutos a 65°C.

Teste de isolamento de DNA genomico de Erythrina crista-galli utili-
zando o proto-colo de Ferreira & Grattapaglia (1998)

Foi utilizado o protocolo proposto por Ferreira & Grattapaglia (1998) com
folhas que permaneceram nas condigoes ja citadas pelo periodo de 10 meses.

Para estes testes foram utilizadas amostras foliares de nove matrizes, assim

iden-tificadas: (1.5), (2.1), (3.3), (4.1), (4.2), (5.1), (5.2), (6.1) e (X).

Analise da qualidade e concentracao das solucoes de DNA genomico

A analise da qualidade e concentracao das amostras de DNA gendémico obti-
das a partir do emprego dos diferentes protocolos foi realizada por meio de um es-
pectrofot6-metro de UV-Vis NanoDrop®ND-1000. Neste equipamento utilizou-se
2uL da solucao de DNA.

O software do equipamento baseia-se na equacao de Lambert-Beer para cor-
rela-cionar a absorvancia com a concentracao da amostra (SCIENTIFIC, 2010):

A=E.b.c(1)

sendo “A” a absorvancia, representada em unidades de absorvancia (A); “E”
o coefici-ente de absortividade molar dependente do comprimento de onda (ou co-
eficiente de extinc¢ao), em unidades de mol-cm.L-1; “b” é o comprimento do camin-
ho, em cm; e “c” a concentracao do analito, em mol L-1 ou molaridade (M).

No caso particular da quantificacao de 4cidos nucleicos, a equacao de Lam-
bert-Beer é modificada para usar o coeficiente de exting¢ao especifico para DNA em
ng-cm pL-1 (SCIENTIFIC, 2010):

c=(A.e)b/ (2)

sendo “c” corresponde a concentragdo de DNA em ng.ul-1; “A” a absorvancia
a 260 nm (comprimento de onda correspondente ao pico de absorvancia de DNA);
“e”, o coefici-ente de extinc¢ao (para DNA é igual a 50 ng-cm.ulL-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, mul-
ti-plicado pelo coeficiente de extin¢ao, indica a concentracao de DNA na amostra,
em ng.ulL-1 (SCIENTIFIC, 2010).
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Para a anélise da qualidade das amostras, foi utilizada a razao A260/A230
e A260/A280. O software do equipamento utiliza as leituras da absorvancia nos
compri-mentos 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, 2010).

Reacoes de RAPD

A fim de verificar o potencial do material isolado e o protocolo de realizacao
de reacao de RAPD foram realizadas as reacoes utilizando-se 5 iniciadores (Prim-
ers), se-guindo-se o protocolo de reacao citado por Melo (2010).

Foram utilizadas as seguintes amostras para as reacoes de RAPD (n=13):

(1.1) (1.4) (1.5) (1.9) (2.2) (2.3) (2.5) (3.1) (4.1) (4.5) (5.3) (6.3) (X)

A selecao das amostras utilizadas neste teste foi realizada em fun¢iao da mel-
hor qualidade e maior quantidade de DNA extraida das amostras em cada frag-
mentos e, exceto a amostra (1.5), que provinha de amostra de DNA extraido por
meio do Kit Wi-zard® Genomic DNA, todas as demais foram tomadas a partir de
folhas secas utilizando-se o protocolo modificado de Nienhuis et al. (1995).

O mix de reagentes para cada matriz foi composto por 2,92 uL de 4gua ultra
pu-ra; 1,30 puL de tampao 10X; 1 uL de cloreto de magnésio (25mM); 1,04 uL de
dNTPs (Desoxirribonucleotideos trifosfatados); 1,04 uL de BSA (Soro Albumina
Bovina); 0,2 uL da enzima Taq polimerase; 2,5 uL do oligonucleotideo e 3 uL do
DNA de trabalho (MELO, 2010).

O DNA de trabalho foi equalizado para que todas apresentassem 20ng/uL
antes da realizacao do PCR.

Foram testados cinco iniciadores (oligonucleotideos) da marca SIGMA®
para cada um das 13 matrizes, selecionadas durante estudo em fung¢io da quan-
tidade e quali-dade de DNA isolado. Estes iniciadores apresentaram bom desem-
penho nas reacoes de RAPD para outra congénere, Erythrina velutina Willd., se-
gundo o trabalho de Melo (2010):

Iniciadores (n°) Sequénciay’ — 3’
05 TTC GAG CCA G
14 GGCACT GAG G
15 GGTCGGAGA A
16 TCG GAC GTG A
18 GGA GGA GAG G

O programa de amplificacdo do DNA consistiu de uma temperatura inicial
de 94°C por 5 minutos, seguido de 45 ciclos que envolvem temperaturas de 94°C
por 1minuto, 36°C por 2 minutos e 72°C por 1 minuto. A amplificacdo ocorreu em
termoci-clador Mastercycler (EPPENDORF®), utilizando microtubos de 200 mL,
contendo 13 mL do mix (MELO, 2010).

Os produtos da amplificacao foram separados por eletroforese, realizada a
110 V, em gel de agarose a 1%. A corrida eletroforética foi realizada em cuba hori-
zontal, contendo tampao TBE (Tris-Borato-EDTA) 0,5X em quantidade suficiente
para assegu-rar a submersao do gel. Em seguida, as amostras foram carregadas
em tampao de carre-gamento contendo GelRedTM e os produtos da amplificacao
visualizados sob luz ultra-violeta.
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3. Resultados e Discussao

As avaliacoes resultaram em diferencas entre o DNA extraido das amostras,
nao so dentro dos fragmentos florestais como entre os trés protocolos testados.

No fragmento 1 (regido de Acegud), por exemplo, observa-se que as matrizes
apresentaram, mesmo utilizando-se o mesmo material para o isolamento de DNA
e se-guindo-se o mesmo protocolo modificado de Nienhuis et al. (1995), pronunci-
adas dife-rencas na quantidade e na qualidade do material genético isolado (Figura
2). Este proto-colo modificado forneceu ainda o maior namero de isolados com
quantidade e qualida-de de isolados para os testes com marcadores moleculares.

A principal constatacao na interpretacao das concentracoes fornecidas pelo
NA-NODROPQ®) é feita pela leitura a 260 nm, que corresponde ao pico de absor-
vancia de acidos nucléicos, em que uma unidade de absorvancia corresponde a 50
pug/mL (SAM-BROOK & RUSSELL, 2001).

Para estimativas da pureza do DNA extraido devem ser realizadas também as
leituras de absorvancia nos comprimentos de onda de 230 e 280 nm, correspond-
entes aos picos de absorcao de polissacarideos e proteinas, respectivamente (PAGE
et al., 2010). Por fim, procede-se ao calculo das razoes A260/A230 e A260/A280.

Nao foram observadas a campo diferencas fenotipicas ou ambientais mar-
cantes entre as matrizes que pudesse explicar, numa analise preliminar, as var-
iacoes entre os resultados dos testes de isolamento de DNA. Mesmo assim, a matriz
1.4 no comprimen-to de onda representativo do DNA apresentou altos valores
quando comparativamente com a matriz 1.5.

13
12
11 +
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(=]

[ T o I T 2 U By o~ 00 W
I . - i

220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330

Comprimento de onda (nm)
+wesneee Curva Padrdo DNA 11 1.4 1.5 1.7 )

Figura 2. Curvas de absorvancia das solu¢cbes de DNA das amostras foliares
de Erythrina crista-galli do fragmento 1 (Acegud), pelo método
modificado de Nienhuis et al. (1995). Uma unidade de absorvancia (eixo
y) corresponde a uma concentracao de 50 pug/mL.

A melhor qualidade (pureza) do material (por semelhanca a curva padrao

dada pelo equipamento Nano-Drop®) foi representada pela amostra 1.1. Todas
as amostras apresentaram altos valores de polissacarideos (230 nm). As leituras
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representativas de proteinas (280 nm) foram satisfatorias para todas as amostras
do fragmento estudado.

No fragmento 2 (Figura 3), no municipio de Bagé (regido conhecida como
Serri-lhada) as diferencas entre as matrizes também foi expressiva entre os grupos
de matrizes 2.1-2.3 e 2.2-2.5 entretanto ficaram muito abaixo dos valores padrao
(dados pelo Na-noDrop®).
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O = b L
1
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220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330

Comprimente de onda (nm)
2.3 2.5

-------- Curva Padrdo DMA 21 2.2

Figura 3. Curvas de absorvancia das solucoes de DNA isoladas das amostras
foliares de Erythrina crista-galli do fragmento 2 (Serrilhada, Bagé-
RS), pelo método modificado de Nienhuis et al. (1995). Uma unidade
de absorvancia (eixo y) corresponde a uma concentracao de 50 pug/mL.

A quantidade e qualidade de material genético extraido, entretanto, mostrou-
se suficiente para a realizacao de analises envolvendo DNA de Erythrina crista-gal-
li, ex-ceto em 2.1 que ficou abaixo do limite esperado de 30 ng/mL.

O fragmento 3 (Figura 4), municipio de Bagé, regiao conhecida como Olhos
d’agua, apresentava o material foliar aparentemente melhor preservado (embo-
ra esti-vesse submetido as mesmas condi¢oes de armazenamento), entretanto as
quantidades de DNA extraidas foram baixas com o protocolo modificado de Nien-
huis et al. (1995). As quantidades e a qualidade do material genético isolados por
esse método nao permitiri-am a realizacao de reacoes de PCR.

A causa da variacao significativa entre as amostras do mesmo fragmento,
bem como de distintos fragmentos nao é conhecida uma vez que todas foram cole-
tadas no mesmo periodo e estiveram sob as mesmas condi¢oes de armazenamento
pelos 170 dias de secagem até a data das extracoes.
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Figura 4. Curvas de absorvancia das solu¢des de DNA isoladas das amostras
foliares de Erythrina crista-galli do fragmento 3 (Olhos d’agua, Bagé-
RS), pelo método modificado de Nienhuis et al. (1995). Uma unidade
de absorvancia (eixo y) corresponde a uma concentragdo de 50 pg/mL.

Os materiais utilizados para as extracdes provenientes do fragmento 4 eram
compostos exclusivamente por brotacoes formadas por ramos e folhas muito jov-
ens que, depois do periodo de secagem, constituia material muito ressecado e de
dificil selecao para a formacao das amostras a serem maceradas e, portanto, nao se
esperava encontrar suficiente material genético para realizacao das a analises. No
entanto, a quantidade de DNA isolado nestes materiais (ainda que com significa-
tiva contagem de polissacarideose polifendis) foi suficientemente alta para a real-
izacao de testes, indicando que tecidos mais jovens desta espécie possam constituir
fontes potenciais para a exploracao de material genético.
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Figura 5. Curvasdeabsorvanciadassolu¢des de DNAisoladas das amostras foliares
de Erythrina crista-galli do fragmento 4 (Dom Pedrito), pelo método
modificado de Nienhuis et al. (1995). Uma unidade de absorvancia (eixo
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y) corresponde a uma concentracio de 50 ug/mL.

As amostras do fragmento 5 (Figura 6), municipio de Candiota, mostraram
baixa quantidade de acidos nucleicos extraidos, onde apenas uma amostra (5.3)
atingiu a quantidade necessaria de DNA para as anélises seguintes.

Este fragmento apresenta matrizes em um ambiente fortemente impactado
pela descontinuidade do ambiente ciliar esperado para as bordas de curso de agua
e somente a matriz 5.3 efetivamente encontra-se em uma area de margem de curso
de 4gua relati-vamente bem conservada.

13
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Figura 6. Curvas de absorvancia das solugdes de DNA isoladas das amostras
foliares de Erythrina crista-galli do fragmento 5 (Candiota), pelo
método modificado de Nienhuis et al. (1995). Uma unidade de
absorvancia (eixo y) corresponde a uma concentragdo de 50 pg/mL.

Os valores de absorvancia do fragmento 6 (Figura 7), no municipio de Hul-
ha Negra, mostraram que praticamente nao foi possivel isolar o material genético
destas matrizes. Tal observacao se relaciona as matrizes 6.1 e 6.2, ao passo que a
amostra 6.3 apresenta nao s6 a quantidade quanto mostrou relativa qualidade do
material.
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Figura 7. Curvas de absorvancia das solucoes de DNA isoladas das amostras
foliares de Erythrina crista-galli do fragmento 6 (Hulha Negra),

.
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pelo método modificado de Nienhuis et al. (1995). Uma unidade de
absorvancia (eixo y) corresponde a uma concentragao de 50 pg/mL.

Com relacao a matriz isolada (municipio de Bagé) a quantidade e qualidade do
material genético extraido foi relativamente satisfatoria (Figura 8).
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Figura 8. Curvas de absorvancia das solu¢oes de DNA isoladas da amostra foliar
de Erythrina crista-galli (matriz isolada), pelo método modificado
de Nienhuis et al. (1995). Uma unidade de absorvancia (eixo y)
corresponde a uma concentracao de 50 pg/mL.

Avaliando-se os resultados especificamente da quantidade de material dado
o comprimento de onda correspondente a 260nm observa-se que hé significativas
diferencas entre as amostras utilizando-se o protocolo modificado de Nienhuis et
al. (1995), variando desde o maximo extraido na matriz 1.4, com 422,31 nm.mL-1
ao minimo de 0,83 nm.mL-1, na matriz 6.1 (Figura 9).

A qualidade do material genémico isolado de folhas secas pelo protocolo
modificado de Nienhuis et al. (1995) mostrou maiores valores de polissacarideos
ou polifenois nas amostras das matrizes 1.1, 1.4, 1,7 € 4.2.
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Figura 9. Concentracoes de DNA das amostras foliares de Erythrina crista-galli
L. obtidas com o protocolo de extracao de Nienhuis et al. (1995), com
modificacoes.

Mazza & Bitencourt (2000) explicam que contaminantes, como os compos-
tos polifendlicos e terpenoides, liberados durante a lise celular, principalmente de
tecidos de folhas maduras, aderem irreversivelmente ao DNA, inibindo a digestao
com endonucleases de restricao e/ou a amplificacdo através de PCR. O rompimen-
to da célula também libera polissacarideos, os quais sao de dificil separacao do
DNA e inibem diferentes DNA polimerases e enzimas de restricao (LODHI et al.,
1994).

O tipo de protocolo usado também mostrou acentuada diferenca nos testes
com folhas secas. O teste comercial (Wizard® Genomic DNA, PROMEGA®) pode
ser desenvolvido em laboratério de maneira mais pratica, rapida e como meno-
res fontes de erro (simplicidade de procedimentos e reagentes prontos) do que
os demais protocolos testados. Foram significativas as diferencas de desempen-
ho qualitativo entre os protocolos na analise comparativa das fracoes A260/280
e A260/230. Observa-se que o protocolo modificado nao foi suficientemente 1til
na producao de um isolado de qualidade por conta da contaminacao por polissa-
carideos e polifendis, entretanto, a quantidade mostrou-se suficiente para os tra-
balhos (valor esperado superior a 3ong/mL), para a maioria das amostras.

Pureza do material extraido pelos protocolos de Nienhuis et al. (1995),
Ferreira & Grattapaglia (1998) e Kit Wizard® Genomic DNA (PROME-
GA®)

Foram utilizadas duas razoes para a avaliacdo da qualidade do DNA extraido
pelos protocolos testados em folhas secas (Tabela 2).

A razao A260/A230 pode ser considerada uma medida da pureza das
amostras. Para esta variavel os valores esperados encontram-se na faixa de 1,6 -
1,9 (PAGE, 2010), sendo que um valor menor que 1,6 ou maior que 1,9 indicara a
presenca de polissacarideos.

A avaliacao da fracdo A260/A230 demonstra que os protocolos testados fo-
ram ineficientes em remover satisfatoriamente os polissacarideos e polifenoéis das
amostras (Tabela 2), situando-se sempre os resultados abaixo do minimo espera-
do como indicador de qualidade, entretanto, a média dos resultados das amostras
teve melhor condicao no protocolo modificado de Ferreira & Grattapaglia (1998).

Para a razao A260/A280, que indica a contaminacao por proteinas, o valor
esperado deve situar-se entre 1,8 e 2,0 e valores inferiores ou superiores a estes
limites indicam contaminac¢ao (SCIENTIFIC, 2010). Para esta razao, um tinico val-
or esteve dentro do ideal, que foi o valor da matriz 5.1 no protocolo modificado de
Nienhuis et al. (1995), tendo sido também neste protocolo que a média mostrou
melhores resultados para a razao A260/A280.

Tabela 2. Comparacao das fragoes A260/280 e A260/230 de amostras comuns
entre diferentes protocolos de isolamento de DNA gendmico utilizando
folhas secas de Erythrina crista-galli L: Kit PROMEGA® (1), protocolo
modificado de Nienhuis et al.,, 1995 (2) e protocolo de Ferreira &
Grattapaglia, 1998 (3).
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Folhas secas
Amostras
A260/A280 A260/A230
. Polissacarideos
Proteinas
(valor esperado: entre 1,6 e
(valor esperado: entre 1,8 e 2,0) 1.9)

1 2 3 1 2 3

1.5 1,24 1.64 - 0,46 0.94 -
2.1 1,30 1.32 1.06 0,87 0.69 0.86
3-3 1,50 - 1.77 0,55 0.59 1.77

4.1 - - - - - -

5.1 1,38 1.83 - 0,52 0.73 -
5.2 - - 1.11 - - 1.11
6.1 1,51 - 1.33 0,47 0.34 1.33
X 1,38 1.76 1.37 0,80 1.28 1.37
MEDIA 1,39 1.64 1.33 0,61 0.76 1.29

Os valores das matrizes nao apresentadas em cada avaliacao nao puderam ser
mensurados pelo equipamento ou nao estavam disponiveis nas analises. Os dados
para comparacio entre os protocolos modificado de Nienhuis et al. (1995) e Kit
PROMEGA® foram dadas por Mello (2014). Em negrito o valor que se encontra
dentro dos limites esperados na avaliacao da qualidade do DNA isolado.

De acordo com a razao A260/A230, que indica a contaminacao por
polissacarideos e polifendis, todos os protocolos mostraram contaminacao, sendo
mais eficiente entre os testados, o protocolo de Ferreira & Gratapaglia (1998).

As concentracoes de DNA isolado, em qualquer das amostras foliares
uti-lizando o protocolo de Ferreira & Grattapaglia (1998) sao suficientes para a
realizacao dos testes com marcadores moleculares (Tabela 3). Valores esperados
para a esta concentracao sao os superiores a 3ong/mL do isolado.

Reacao de PCR

Das reagoes de PCR foram obtidos os produtos da amplificacao constantes
da Figura 10, utilizando-se cinco iniciadores (primers) RAPD. A figura mostra os
resultados obtidos sem a equalizacao da concentracao de DNA entre as amostras.

Tabela 3. Concentracao de DNA gendémico (em ng/uL) isolado de folhas secas de
Erythrina crista-galli com os protocolos modificado de Nienhuis et al.
(1995), Kit PROMEGA® e Ferreira & Grattapaglia (1998).

Concentracao de DNA genoémico (em ng/uL)

Amostra i i
Nienhuis et al. (1995) Kit PROMEGA® ! erreira & Grattapaglia

(1998)
1.5 57,76 1342,66 -
2.1 24,84 941,43 1651,00
3-3 3,03 290,57 1866,79
4.1 - -
4.2 - -
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5.1 8,3 581,84 -
5.2 - 3750,90
6.1 0,83 731,46 649,43
X 62,94 520,14 1490,02
MEDIA 26,28 734,68 1881, 63

Os resultados das amostras equalizadas para a concentracao de DNA nao
apresentaram bandas indicando que a quantidade testada (20ng/ul) pode ser
insuficiente para as avaliacoes nas condicoes de qualidade que se encontravam as
amostras.

Todas as amostras utilizadas nos testes com iniciadores RAPD provinham
de folhas secas pelo método de Nienhuis et al., (1995) e somente foi aproveitado
o DNA extraido da amostra foliar seca (1.5), obtido por meio do Kit Wizard®
Genomic DNA que continha adequada quantidade e qualidade dos materiais.

Da anélise dos produtos de amplificacdo (Figura 10) observa-se que a
metodologia de isolamento do DNA genémico, utilizando-se neste teste marcadores
RAPD, mostrou-se eficiente, entretanto a contaminacao com polissacarideos nao
permitiu outras interpretagoes, como a diversidade genética entre e dentro dos
fragmentos florestais estudados.

Primers
14 (GGC ACT GAG G) 15 (GGT CGG AGA A) 16 (TCG GACGTG A)

™ I .

1 "

§1
.0 py ' '.li.'

Figura 10. Produto de amplificacio de RAPD gerados com oligonucleotidios
testados em matrizes de Erythrina crista-galli L. de diferentes
fragmentos florestais em Bagé, Dom Pedrito, Hulha Negra e Acegua,
RS. Mostra-se na figura os resultados dos primers que apresentaram
amplificagdo: continuacao do primer 14 (3 matrizes, em amarelo),
primer 15 (as 13 amostras testadas, em branco) e primer 16 (7
amostras, em amarelo). Foto: Rafael Matielo, UNIPAMPA, Sao
Gabriel, RS.

Para avaliagoes da diversidade genética entre e dentro dos fragmentos, além

de outros trabalhos, devem ser requeridas otimiza¢des nos protocolos bem como
outras modificacGes relativas as reacoes de PCR e RAPD que permitam a obtencao
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de melhores resultados.
4. Conclusoes

A analise da qualidade e concentracao das solucoes de DNA genomico de
folhas secas de Erythrina crista-galli, pelos métodos de Nienhuis et al.(1995), por
meio do Kit Wizard® Genomic DNA e do protocolo de Ferreira & Grattapaglia
(1988) resultam em diferencas, tanto entre amostras dos fragmentos florestais
quanto entre os trés protocolos testados.

Nao ¢ possivel determinar em campo diferencas fenotipicas ou ambientais
marcantes entre matrizes de Erythrina crista-galli L. que permitam explicar rapid-
amente as diferencas verificadas nas extracoes.

A anélise visual de folhas secas de Erythrina crista-galli utilizados no isola-
mento de DNA gendmico nao permite predizer a qualidade do DNA extraido, porém
brotacoes jovens e secas podem constituir-se em fonte adequada de material.

Levando-se em conta a homogeneidade ambiental a que estao submetidas
as matrizes e o numero de matrizes de Erythrina crista-galli em cada fragmento
florestal nao é possivel estabelecer a relacdo com a quantidade ou a qualidade do
DNA gendmico isolado de amostras.

O protocolo modificado de Nienhuis et al.(1995) € mais eficiente na remocao
de proteinas das amostras, enquanto o protocolo de Ferreira & Grattapaglia (1988)
¢ mais eficiente na remocao de polifendis e polissacarideos, entretanto, a concen-
tracdo de DNA isolado pelo protocolo de Nienhuis et al.(1995) e sua qualidade fo-
ram suficientes para a amplificacdo por meio de marcadores RAPD.

Folhas secas de Erythrina crista-galli, mantidas em sacos de papel e a temper-
atura ambiente por até 10 meses apos a coleta, constituem-se em material adequa-
do como fonte para o isolamento de DNA e uso em reac¢des de PCR utilizando mar-
cadores RAPD. Uma otimizacao dos protocolos usados, entretanto, é necessaria a
fim de melhorar a qualidade do DNA isolado a ser usado nessas avaliagoes.
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