(’ ) Isolamento de DNA genémico
‘/_ utilizando sementes de Erythrina
Revista cris-ta-galli L. (Corticeira-do-

Thema banhado) e Schizolobium
parahyba (Vell.) Blake (Guapuruvu)

*Luciano Moura de Mello
**Leonardo Severo da Costa
***Caetano Miguel Lemos Serrote
¥***Lia Rejane Reinige

Resumo: A Corticeira-do-banhado é uma espécie nativa, muito comum no
sul do Brasil com grande potencial na arborizacao urbana. Esforcos com o
isolamento de DNA gendmico a partir de folhas e cambio vascular em E.
crista-galli indica-ram contaminacao por polissacarideos ou polifenois. O
Guapuruvu € nativo da Mata Atlantica e o DNA isolado de folhas ja foi uti-
lizado com sucesso na avali-acao da diversidade genética desta espécie. O
objetivo deste trabalho foi de-senvolver um novo e mais rapido protocolo
para o isolamento de DNA destas espécies, utilizando sementes. O protoco-
lo proposto apresentou melhores re-sultados qualiquantitativos em relacao
as fontes anteriormente avaliadas para E. crista-galli e o tempo médio da
execucao da técnica mostrou-se significati-vamente menor.
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Abstract: Corticeira-do-banhado is a native species, very common in
southern Brazil with great potential in urban forestry. Efforts with the ge-
nomic DNA isolation from leaves and exchange vascular E. crista-galli indi-
cated contamination by polysaccharides or polyphenols. The Guapuruvu is
native of Forest Atlantic and the isolated leaves has used successfully in the
assessment of genetic di-versity. The objective of this study was to develop a
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new and faster protocol for DNA isolation using seeds of these species. The
proposed protocol showed bet-ter qualitative and quantitative results in re-
lation to the sources previously evaluated for E. crista-galli and the average
time of the technical implementa-tion was significantly lower.

Key words: genomic DNA, seed, embryo.
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1. Introducao

A Corticeira-do-banhado é uma planta de ampla distribuicao em todo o Bio-
ma Pampa, compondo as formacoes arbéreas em ambientes imidos e das orlas de
florestas ciliares no Brasil, Uruguai, Paraguai, leste da Bolivia e Argentina.

Os esforcos para o isolamento de DNA gendmico desta espécie a partir de
folhas secas e frescas e de cambio mostrou, com dois diferentes protocolos, altos
indices de contaminacao por polissacarideos e polifendis, o que reduz a qualidade
do DNA gendmico isolado a partir destes materiais (Mello, 2014). Um material
gendmico isolado de excelente qualidade é necessario para os trabalhos com mar-
cadores moleculares, entre eles 0 RAPD, um marcador de iniciadores (ou prim-
ers) arbitrarios que pode ser utilizado na avaliacao da diversidade genética entre
acessos. Independente do tipo de estudo molecular, as preparacées de DNA devem
produzir amostras puras suficientes para nao inibir os tratamentos enzimaticos ou
causar interferéncias nos padroes de migracao em gel de eletroforese (Romano e
Brasileiro, 2001).

Mello (2014) verificou ainda que o isolamento de material genémico a par-
tir de cambio vascular de Erythrina crista-galli revelou nao s6 a baixa qualidade
como a pequena quantidade de DNA, o que inviabiliza o uso desta fonte para estu-
dos moleculares na forma testada.

O Guapuruvu é uma espécie igualmente importante no Bioma Mata Atlan-
tica, ocorrendo naturalmente desde o sul da Bahia até Santa Catarina (Barneby,
1996). E uma espécie de alto porte, caducifélia, pioneira, de crescimento rapido e
ampla distribuicao, caracteristicas interessantes para os trabalhos de recomposicao
florestal, especialmente para este Bioma altamente impactado. Para esta espécie ja
foram realizados trabalhos de pesquisa no campo da diversidade genética (Freire
et al., 2007 e Zolet, 2009), nos quais o isolamento de DNA genOmico a partir de
folhas utilizando o método do CTBA (Doyle & Doyle, 1990) mostrou qualidade e
quantidades suficientes.

Sousa et al. (2002), entretanto, lembra que sementes podem ser uma fon-
te importante de material genOmico nos casos em que folhas (os materiais mais
comumente utilizados) ou estdo ausentes ou constituem fontes de contaminacao
pela presenca de compostos polifendlicos e utilizou sementes para o isolamento de
DNA de alface.

Embora a presenca de polifenois e polissacarideos em folhas secas e, espe-
cialmente expressiva em cambio e folhas frescas congeladas tenha se apresentado
como uma dificuldade para o isolamento de DNA genomico de Corticeira-do-ban-
hado, nao mostra-se relevante para o Guapuruvu. Sementes destas duas Fabaceas,
no entanto, merecem ser avaliadas como fonte de material genético em funcao de
sua facilidade de coleta, armazenagem, transporte e manutencao, tendo, contudo,
limitagoes com relagao a sua disponibilidade dependendo do periodo fenoldgico
das plantas matrizes.

Kestring & Seoane (2010) informam que uma das mais importantes etapas
nas analises genéticas quando utilizam-se fragmentos de DNA ¢ o isolamento e
a purificacdo do DNA em quantidades suficientes e de boa qualidade. Para isso,
os protocolos devem: romper paredes e membranas celulares, bloquear a agao de
DNAses, separar os acidos nucléicos das proteinas e polissacarideos e ainda pro-
teger o DNA da acao de compostos fenélicos, evitando sua oxidagao permitindo a
obten¢ao de um DNA de alta qualidade. Os mesmos autores otimizaram o proto-
colo descrito por Mazza e Bittencourt (2000) para o uso no isolamento de DNA de
sementes de Araucaria.
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O presente trabalho teve como objetivo fazer uma avaliagdo prévia de isola-
mento de DNA gendémico com sementes, utilizando o protocolo proposto por Fer-
reira & Grattapaglia (1998) e, posteriormente, propor um novo protocolo rapido
e especifico para o uso com sementes de Erythrina crista-galli e Schizolobium
parahyba. Para isso testou-se o isolamento a partir da radicula e epicotilo de se-
mentes pré-germinadas das Fabaceas citadas.

2. Material e métodos

TESTE PRELIMINAR

Um teste preliminar usando sementes inteiras foi realizado utilizando o pro-
tocolo de Ferreira & Grattapaglia (1998). As sementes de Corticeira-do-banhado
foram coletadas no municipio de Acegua e as sementes de Guapuruvu foram co-
letadas no municipio de Santana do Livramento, ambos no estado do Rio Grande
do Sul.

Os trabalhos de isolamento de DNA gendmico foram realizados no Labo-
ratorio de Marcadores Moleculares do Nucleo de Biotecnologia e Melhoramento
do Departamento de Fitotecnia, do Centro de Ciéncias Rurais da Universidade
Federal de Santa Maria, em Santa Maria, RS.

Para os testes iniciais foram utilizadas trés sementes de Corticeira-do-ban-
hado, constituindo as repeticoes do teste, sendo assim caracterizadas:

A. Uma semente seca inteira, com 0,292g.
B. 1. Metade de uma semente, com 0,106g.
B. 2. Metade de uma semente, com 0,94g.

O segundo teste com sementes utilizou sementes germinadas em placas de
petri com papel mata-borrao, a temperatura controlada de 20°C. Estas sementes
tiveram como tratamento para supera¢ao de dorméncia o corte do tegumento com
estilete e foram utilizados a radicula e epicotilo. Apds o corte do tegumento as se-
mentes foram submetidas a assepsia com exposi¢do por 5 min ao hipoclorito de
s6dio a 1%, sendo posteriormente lavadas com agua destilada.

O material utilizado neste teste foi sementes sadias germinadas e sem danos
causados por insetos, das quais posteriormente removeu-se os cotilédones, apre-
sentando as seguintes caracteristicas:

Corticeira-do-banhado (Figura 1):
1 2 3

Figura 1. Sementes de Erythrina crista-galli L. (Corticeira-do-banhado):
1, 2 e 3, antes e ap0s a remocao dos cotilédones, com o massa fresca dos
embrioes utilizados.

Guapuruvu (Figura 2):
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Figura 2. Sementes de Schizolobium parahyba (Vell.) Blake
(Guapuruvu): 4 e 5, antes e apés a remocao dos cotilé-
dones, com o massa fresca dos embrides utilizados.

Para esta proposicao de protocolo de isolamento foi priorizada a eficiéncia
do método, dada pela maior agilidade, por meio do menor tempo empregado no
trabalho, pela boa qualidade e suficiente quantidade do material genémico isolado.
O protocolo desenvolvido foi o seguinte:

(a) macera¢do de amostras de embrides, com almofariz, utilizando nitrogénio
liquido e colocacao do macerado em microtubos de centrifuga de 2mL;

(b) adicao de 7oouL de CTAB com adi¢dao de 2uL de p-mercaptoetanol por
amostra;

(¢) realizacao de vortex por 15s e incubacao a 60°C por 20 minutos em ban-
ho-maria;

(d) adicao de 2,5uL de RNAse;

(e) vortex por 15s e incubacao a 37°C por 20 minutos em banho-maria;

) adicao de 600ouL do solvente organico cloroférmio : alcool isoamilico, 24:1
(C1A);

(2) centrifugacio das amostras por 5 min, a 10.000xG;

(h) retirada do sobrenadante e transferéncia para novos microtubos de centrif-

uga;
(1) adicio de 400uL de isopropanol gelado (a -20°C) e realizagio de lentas in-
versoes;

G) centrifugacio por 5 min a 10.000xG;

(k) lavagem do pellet com 1mL de alcool 70%;
D lavagem do pellet com 1mL de alcool 95%;

(m) realizacio de secagem do material, a 30°C durante 30 minutos;
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(n) Ressuspensao dos pellets com 150uL. de TE-buffer e armazenagem em

freezer.

Os resultados foram avaliados por meio de espectrofotémetro UV-Vis Nano-
Drop® ND-1000 (Figura 3).

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. Estas duas razoes utilizadas podem ser consideradas uma medida da
pureza das amostras.

Figura 3. Espectrofotometro UV-Vis NanoDrop® ND-1000. Pi-
petagem da solucao (a) e analise da solucao pelo software
do equipamento (b), com o grafico correspondente ao no
monitor ao fundo. Fotos: Luciano Moura de Mello, Santa
Maria, Departamento de Veterinaria da UFSM, 2014.

Para a variavel A260/A230 os valores esperados encontram-se na faixa de
1,6 - 1,9 (PAGE, 2010), sendo que um valor menor ou igual a 1,6 e maior que 1,9
indicara a presenca de polissacarideos. Para a razao A260/A280, o valor esperado
deve situar-se entre 1,8 e 2,0 e valores inferiores ou superiores a estes limites in-
dicam contaminacao por proteinas (SCIENTIFIC, 2010).

A fim de avaliar a quantidade de pares de bases das amostras 1, 2, 3,4 € 5
bem como a integridade do DNA isolado foi realizada a eletroforese em gel de aga-
rose a 1,5%, corado com 4uL de Brometo de Etidio, a 90 V, durante 50 min.

3. Resultado e discussao

A Tabela 2 apresenta os valores de concentragido (quantidade) e as fracoes
A260/280 e A260/230 (qualidade) dos isolados de sementes, tanto em testes pre-
liminares quanto usando o protocolo proposto neste trabalho.

Verifica-se que quando sementes sdo utilizadas inteiras para o isolamento
de DNA gendmico, baseando-se no protocolo proposto por Ferreira & Grattapaglia
(1998), os isolados apresentam alta concentracdo de DNA, com médias acima de
1.100ng/ul, entretanto apresentam alta concentracao de polissacarideos e polif-
enois, o que inviabiliza este material como fonte de DNA genomico. Tal contami-
nacgao ¢é visivel ap6s a realizacio do protocolo, resultando num isolado denso ori-
undo dos materiais cotiledonares (amido e outros) macerados.

J& os materiais provenientes das sementes germinadas, sem os cotilédones
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e utilizando o protocolo proposto, apresentaram pureza superior em relacao ao
outro tratamento (semente inteira), resultando num isolado translacido e visual-
mente limpo.

As avaliacoes com o espectrofotdmetro, entretanto mostram contaminagao
por proteinas e polissacaideos/polifenois. Estes valores, contudo, aproximar-
am-se muito dos valores esperados para uma amostra limpa de contaminacao e
constituem o material de melhor qualidade obtido até o momento para a espécie,
utilizando folhas ou cambio (MELLO, 2014).

Tabela 2. Concentracdo e fracoes A260/280 e A260/230 dos testes de
isolamento de DNA genomico realizado com amostras de em-
brides de Erythrina crista-galli L. A, B e C: sementes inteiras
testadas com o protocolo de Ferreira & Grattapaglia (1998), 1,
2 e 3 embrides de Erythrina crista-galli e 4 e 5 embrides de
Schizolobium parahyba (Vell.) Blake.

Sementes (epicotilo e radicula)
A260/A280 A260/A230
Proteinas Polissacarideos
Amostras ng/ul A260 A280 (valor (valor
esperado: en- esperado: entre
tre 1,8 € 2,0) 1,6 €1,9)
A - - 8.415 - -
B 1189.00 23.980 12.649 1.9 1.3
C 1076.76  21.835 10.419 2.1 1.8
MEDIA | 1132,88 22,91 10,49 2,0 1,5
1 289,57 5.791  2.765 2.09 -
2 128,11 2.562 1.173 2.18 -
3 136,84 2.737  1.298 2.11 -
MEDIA | 184,84 3,606 1,745 2,1 -
4 723,64 14.473 7.003 2.04 2.26
5 646,35 12.927 6.386 2.02 1.94
MEDIA | 685,0 13,700 6,740 2,0 2,01

Os valores ignorados apresentaram leitura com valor negativo dada pelo equipamento.

O protocolo mostrou-se mais eficiente também no aspecto do tempo de
realizacdo. A variacao do tempo ainda depende da organizacdo e habilidade do
operador, entretanto, contabilizando-se a etapa de pesagem e maceracao, estabe-
leceu-se um tempo médio de dez minutos somando-se aos demais procedimentos
que exigem, em média, duas horas e quarenta minutos.

As curvas de absorvancia das solu¢oes de DNA isoladas a partir de sementes
(Figura 4) permitem uma visualizacdo comparativa entre as diferentes amostras.
O comprimento de onda referente a 230nm corresponde a faixa de absorvancia
de polissacarideos e polifenois, mostrando a amostra A e B grande contaminacao,
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por exemplo. O comprimento de onda 260nm refere-se a faixa de absorvancia de
acidos nucléicos, sendo neste caso identificado o DNA gendmico.

Figura 4. Curvas de absorvancia das solugcdes de DNA isoladas das
amostras de sementes (epicotilo e radicula) de Erythrina crista-galli (1, 2
e 3) e de Schizolobium parahyba (1 e 2). Imagem do software Nanodrop®.
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As amostras C e as numeradas (sem cotilédones e utilizando o protocolo de
isolamento proposto) apresentam estes valores acima dos valores em 260nm, o
que é um bom indicativo de quantidade e qualidade do isolado. A faixa correspon-
dente a 280onm, que identifica proteinas apresentara-se aproximadamente den-
tro dos valores esperados para os materiais testados, exceto na amostra A cuja
avaliacdo das razoes correspondentes mostra relevante contaminac¢iao também por
proteinas.

Por fim, a avaliacao em gel de agarose da corrida eletroforética das amostras
de sementes sem cotilédones e tegumento e utilizando o protocolo proposto (Fig-
ura 5), mostra que os isolados apresentam valores entre 5.000 e 6.000 pares de
bases. Para a eletroforese foi utilizado gel de agarose a 1,5% corado com 4uL de
Brometo de Etidio. A corrida eletroforética foi realizada durante 45 minutos e com
voltagem de 100v. O gel foi visualizado e fotografado em transluminador.
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Erythrina crista-galli Schizolobium parahyba

Figura 5. Aspecto das bandas de solucoes de DNA gendmico isoladas
de embrides: radicula e epicotilo de Erythrina crista-gal-
li (1, 2 e 3) e de Schizolobium parahyba (4 e 5), obtidas
mediante o emprego do protocolos de isolamento de DNA
propostos neste trabalho. As bandas foram obtidas a partir
de eletroforese em gel de agarose a 1,5% e coradas com Bro-
meto de Etidio. Santa Maria, RS, UFSM, 2014.

4. Conclusoes

Embrides (radicula e epicoétilo), sem cotilédones, constituem uma fonte sat-
isfatoria de DNA genomico livre de contaminacao por polifenois/polissacarideos
com o uso do protocolo proposto neste trabalho.

As repeticoes mostraram-se suficientes, apresentando pequena variacao en-
tre si nos resultados dos testes de isolamento.

O protocolo proposto neste trabalho pode ser realizado em menor tempo
do que os protocolos testados para outros tipos de fontes (folhas secas a temper-
atura ambiente, folhas frescas e cambio vascular congelado) e com procedimentos
mais simplificados, reduzindo as fontes de erro e contaminacoes, podendo ser ex-
ecutado, em média, em 02:40h, acrescendo-se aproximadamente 10 minutos por
amostra.
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