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INTRODUCAO

A Agave Sisalana Perr. (Sisal) pertence a familia Agavaceae, e tem como principal
produto de interesse comercial suas fibras resistentes extraidas das folhas. O Brasil se destaca
na agaveicultura como o maior produtor e exportador mundial da fibra. Segundo a Conab, no
ano de 2015, a producéo brasileira correspondeu a cerca de 91,1 mil toneladas, 80% dessa
producéo foi destinada ao mercado externo (Conab, 2015).

Apesar da importancia econdémica das fibras de sisal, poucas pesquisas relacionadas a
planta foram desenvolvidas, principalmente no que concerne ao melhoramento genético da
espécie de modo que quase todo o sisal cultivado mundialmente possui, provavelmente, a
mesma constituicdo genética (Gondin et al., 2009). O melhoramento da espécie via hibridacéo
buscou ampliar a base genética, entretanto, a técnica ndo produziu resultados satisfatorios.
Ademais, progressos em programas de melhoramento de qualquer espécie, no que diz respeito
a melhoria de qualquer atributo bioldgico, tem como base a presenca ou criacdo de
variabilidade. Desse modo, torna-se imprescindivel conhecer a diversidade genética existente
entre e dentre as populagdes (Stefenon, 2003).

A diversidade genética de uma espécie pode ser detectada utilizando descritores
morfologicos e/ou agrondmicos. Porém, uma identificacdo e quantificacdo mais eficiente e
fidedigna desta variabilidade pode ser executada com o auxilio de ferramentas
biotecnoldgicas, destacando os marcadores moleculares. Estes sdo ferramentas eficazes, pois
permitem identificar polimorfismo tendo como base a andlise do DNA do vegetal. Para
deteccdo destas informacdes, faz-se necessario, inicialmente, o estabelecimento de protocolos
de extracdo do DNA gendmico. Dentro desta perspectiva, nota-se que a extracdo de DNA ¢é
essencial para o estudo da diversidade genética, pois permite a obtencdo de DNA integro e em
quantidade satisfatoria para amplificacdes reproduziveis e confiaveis (Milach, 1998).

A extracdo de DNA é a primeira etapa para a utilizacdo de genomas em diferentes
técnicas da genética molecular, e a sua pureza e qualidade sdo sempre 0s pré-requisitos
principais (Arbi et al., 2010). O DNA isolado deve estar livre de contaminantes, como
polissacarideos, proteinas e substancias fendlicas. Nesse sentido, é fundamental seguir todos
os procedimentos do protocolo estabelecido (Mazza e Bittencourt, 2000). Portanto, o presente
trabalho teve por objetivo otimizar protocolos de extracdo de DNA de Agave sisalana Perrine
apresentando um DNA integro e com qualidade satisfatéria para estudos de divergéncia
genética da espécie.

METODOLOGIA
O experimento foi conduzido no Laboratério de Biologia Molecular (LAGEM) da
Unidade Experimental Horto Florestal, pertencente a Universidade Estadual de Feira de
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Santana (UEFS). Foram testados dois protocolos de extracdo de DNA, sendo utilizadas 17
amostras de plantas de sisal oriundas de municipios baianos.

Protocolo 1. Extracdo do DNA total do tecido foliar por meio da maceragdo com
nitrogénio liquido - Doyle e Doyle (1990)

Cerca de 300 mg de tecido foliar fresco foram pulverizados em cadinhos de porcelana com
nitrogénio liquido e transferidos para tubos de microcentrifuga de 2 mL. Foram adicionados
ao material 800 pL de tampdo de extracdo (2% CTAB; 1,3 M NaCl; 0,2% 2-B-
mercaptoetanol; 20 mM EDTA; 100 mM Tris-HCI pH 8; 1% PVP 40). Incubou-se a 70 °C
por 60 minutos, invertendo os tubos, suavemente, a cada 10 minutos. Apos deixar esfriar a
temperatura ambiente por 5 minutos, foi realizada a desproteinizacéo, adicionando-se 700 puL
de cloroférmio-alcool isoamilico. Em seguida, as amostras foram agitadas, por suaves
inversdes, por 10 minutos e centrifugadas a 4 °C, a 18,845 g, por 10 minutos. O sobrenadante
de cada amostra foi transferido para tubos de 2 mL, foram adicionados 55 uL de CTAB 2%, e
0 processo de desproteinizacdo foi repetido, acrescentando-se o mesmo volume de
cloroférmio-alcool isoamilico. Para a precipitacgdo do DNA, foram adicionados ao
sobrenadante 700 pL de isopropanol gelado. Os tubos foram mantidos a -20 °C por duas
horas e, a seguir, centrifugados como anteriormente. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi lavado duas vezes com etanol 70% e seco em temperatura ambiente, por
aproximadamente 60 minutos. Posteriormente, o0s acidos nucleicos totais foram
ressuspendidos em 150 pL de &gua contendo RNAse na concentragdo de 40 pg/mL e
colocados em banho-maria, a 37 °C por 60 minutos, para a completa ressuspensao do DNA e
digestdo do RNA. Apos esse periodo, o DNA foi novamente precipitado, centrifugado e
ressuspendido em 150 pL de agua como ja descrito. A conservacao do DNA extraido foi feita
a-20 °C.

Protocolo 2. Extracdo de DNA total por meio de maceracao do tecido foliar diretamente
em solucdo tampdao de extragdo

Foram macerados 0,3 gramas de tecido vegetal com 3 ml de tampéo de extracdo (CTAB 10%;
NaCl 5M; Tris-HCI 1M pH 8,0; EDTA 0,5M; Na Sulfite, PVP (Polivinilpirrolidona) e agua
mili-Q - mantido a 65 °C) em um saco plastico. Foram transferidos 2 ml do macerado para
tubos de 2 ml, sendo misturados por inversao e incubados por 30 minutos em banho-maria a
65°C, agitando a cada 10 minutos. Ao atingir o tempo, centrifugou-se os tubos a 10000 RPM
a temperatura ambiente por 5 minutos, o sobrenadante foi coletado para novos tubos de 2 ml.
Foram adicionados 800 pL de alcool Isoamilico e misturado por inversdo. Centrifugou-se por
10 minutos a 10000 RPM a temperatura ambiente. Apos coletado o sobrenadante, estes foram
transferidos para novos tubos de 1,5 ml. Foram adicionados 600 pL de alcool Isopropilico
(gelado), equivalente a aproximadamente a 2/3 do volume coletado, sendo homogeneizado
suavemente e incubado a -20 °C por 30 minutos. Foram centrifugados a 10000 RPM a 4 °C
por 10 minutos e o precipitado foi lavado com 500 uL de etanol 70%, posteriormente o pellet
formado foi deixado para secar. O DNA isolado foi ressuspendido em 30 pL de tampédo TE
(Tris-HCI 10 mM pH 8.0 e EDTA 1 mM), (RNAse — 1 uL amostra) e as amostras foram
colocadas na estufa a 37 °C para a completa solubilizacdo de DNA, por 30 minutos. O DNA
concentrado foi conservado a -20 °C.

Avaliacdo do DNA obtido:

Apos a extracdo do material genético, realizou-se a quantificacdo dos mesmos para
ambos os protocolos a fim de verificar a qualidade do DNA. A quantificacdo foi realizada
com uma aliquota total de 6 puL (2 uL de DNA, 2 pL de gel red e 2 uL de corante de



carregamento) para cada amostra. Estas amostras foram analisadas através de eletroforese em
gel de agarose a 1,0%. A corrida eletroforética foi realizada por 60 minutos a 100 V.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram detectadas diferencas nos dois protocolos utilizados. O protocolo 1 (Doyle e
Doyle, 1990) ndo foi tdo eficiente para a extracdo de DNA de sisal, pois a quantidade e a
qualidade do DNA extraido ndo foi satisfatério, uma vez que este apresentou-se totalmente
degradado em todas as amostras (Figura 1).

Figura 1: Analise Eletroforética do DNA gendmico de sisal utilizando o protocolo de Extragdo do DNA total do tecido foliar por meio da
maceragdo com nitrogénio liquido - Doyle e Doyle (1990). Amostras aplicadas com volume de 6uL. Amostra 1) A 10 ng, 2 a 16) amostras da
colecdo de sisal da Unidade Experimental Horto Florestal.

O protocolo 2 (Extracdo de DNA total por meio de maceracdo do tecido foliar
diretamente em solucdo tampdo de extracdo) possibilitou extrair uma quantidade satisfatoria
de DNA (Figura 2). Este protocolo decorreu de modificacfes nas etapas de maceracdo e na
maior porcentagem do CTAB (tampéo de extracdo), facilitando a obtencdo de materiais com
melhor qualidade e quantidade do que foi encontrado no protocolo anterior, com pequenas
parcelas de contaminantes.
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Figura 2: Analise Eletroforética do DNA gendmico de sisal utilizando o protocolo de extragdo de DNA total por meio de maceragdo do
tecido foliar diretamente em solugdo tampdo de extragdo. Amostras aplicadas com volume de 6pL. Amostra 1) A 10 ng, 2) X 10 ng, 3 a 17)
amostras da colecdo de sisal da Unidade Experimental Horto Florestal.

O tampdo de extracdo com o CTAB na concentracdo de 2% nao foi eficiente para a
extracdo de DNA no protocolo 1 quando comparado com o tampdo de extracdo de
concentracdo de 10% de CTAB do protocolo 2. Estudos realizados com diferentes
concentracdes de CTAB no tampdo de extracdo foram avaliados por diferentes autores
estudando diversas espécies. Ferreira et al. (2008), ao realizar testes de extragdo de DNA,
verificou que a concentragdo de CTAB 2% ndo foi eficiente para extracdo de DNA do buriti.
Resultados semelhantes foram encontrados por Varella et al. (2013), ao estudarem gendtipos
de Averrhoa carambola L, testando dois protocolos de extracdo com CTAB nas concentragdes
de 2% e 5%. No presente estudo, destaca-se que a concentracdo de CTAB de 10%
proporcionou uma maior eficiéncia no processo de extracdo de DNA.

CONSIDERAQC)ES FINAIS
O protocolo 2 obteve maior éxito na extragdo de DNA de qualidade e em quantidade
satisfatoria em detrimento dos resultados alcangados pelo protocolo 1. Portanto, o protocolo



de extragdo de DNA total por meio de maceracdo do tecido foliar diretamente em solucéo
tampdo de extracdo, se apresentou o mais eficiente e mais rapido de ser realizado quando
comparado ao outro protocolo testado. O uso deste protocolo torna o trabalho mais econdmico
pela ndo necessidade do uso do nitrogénio liquido. Sendo assim este protocolo € o mais
recomendado para trabalhos com extracdo de DNA de sisal.
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