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Resumo:

Realizou-se extracoes de DNA em Cymbopogon winterianus, onde avaliou-se os protocolos descritos por Doyle
e Doyle (1987), Clark et al. (1989), Ferreira e Grattapaglia (1995) e Romano e Brasileiro (1998), todos
baseados no detergente Brometo de Cetiltrimetilaménio (CTAB), com modificagoes relativas a quantidade de
tecido foliar, onde padronizou-se para a quantidade de 40 mg por amostra. O objetivo do presente trabalho foi
estabelecer um protocolo de extragdo de DNA para C. winterianus, possibilitando a obtengdo de um DNA de
alta qualidade, em boa quantidade, de forma rapida, eficiente e menos onerosa. Os resultados mais eficientes
foram obtidos por meio do protocolo descrito por Doyle e Doyle (1987); porém, o método de Clark et al.
(1989) pode ser uma boa alternativa em substituicdo ao protocolo de Doyle e Doyle (1987).
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(1995) e Romano e Brasileiro (1998), todos baseados no detergente Brometo de
Cetiltrimetilaménio (CTAB), com modificaces relativas a quantidade de tecido foliar, onde
padronizou-se para a quantidade de 40 mg por amostra. O objetivo do presente trabalho foi
estabelecer um protocolo de extracdo de DNA para C. winterianus, possibilitando a obtencao
de um DNA de alta qualidade, em boa quantidade, de forma rapida, eficiente e menos
onerosa. Os resultados mais eficientes foram obtidos por meio do protocolo descrito por
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Introducéo

A extracdo de DNA de boa qualidade de qualquer amostra de tecido vegetal é o
primeiro passo para que se possam fazer estudos moleculares com a espécie, além de ser uma
ferramenta crucial para o desenvolvimento de técnicas para anélise do material genético da
planta. Cymbopogon winterianus, conhecida popularmente como citronela, pertence a familia
Poaceae e € utilizada tanto em hortas caseiras quanto para fins industriais, as folhas sdo
usadas na fabricacdo de chas, enquanto o Gleo essencial extraido é aproveitado na industria
alimenticia, cosmética e farmacéutica (FIGUEIRA et al., 2002).

A citronela contém aproximadamente 0,5% de 6leo essencial, tendo como compostos
majoritarios o citral e mirceno; que sdo utilizados pela inddstria para sintese de ianonas, as
quais possuem acdo calmante e espasmolitica. O Oleo também é comercializado como
aromatizante de ambientes e na forma de substrato para a sintese de vitamina A (LERIN et al.,
2007).

O presente trabalho objetivou estabelecer um protocolo de extracdo de DNA em C.
winterianus, que permita a obtencdo de um DNA de alta qualidade, em boa quantidade, de
forma répida, eficiente e menos onerosa para ser utilizado em experimentos futuros na Area

da Biologia Molecular.

Material e Métodos



A coleta do tecido foliar da citronela ocorreu no Departamento de Fitotecnia no Centro
de Ciéncias Agrarias (CCA), da Universidade Federal do Piaui (UFPI).

A extracdo de DNA foi feita no Laboratério de Micologia, localizado no Departamento
de Biologia no Centro de Ciéncias da Natureza (CCN) da UFPI. A quantificacdo das amostras
foi conduzida no Laboratério de Biologia Molecular da Embrapa Meio-Norte.

Os protocolos testados foram os descritos por Doyle e Doyle (1987), Clark et al. (1989),
Ferreira e Grattapaglia (1995) e Romano e Brasileiro (1998), todos baseados no método
fundamentado na utilizagdo do detergente Brometo de Cetiltrimetilamonio (CTAB), com
modificaces relativas a quantidade de tecido foliar, onde padronizou-se para a quantidade de
40 mg por amostra. Em seguida, realizou-se as devidas alteracbes proporcionais dos
reagentes, de acordo com a quantidade de tecido foliar previamente estabelecida. Para cada
protocolo foram realizadas cinco repeticdes, totalizando vinte amostras de DNA.

Seguindo as especificidades de cada um dos protocolos testados, ao final de cada
extracdo, obtiveram-se amostras de DNA, as quais foram analisadas por meio de

quantificacdo em gel de agarose.

Resultados e Discusséo

Observou-se uma variacdo consideravel entre as metodologias em relacdo a quantidade
e a qualidade do DNA obtida. A menor quantidade de DNA foi observada com a utilizacdo do
método de Romano e Brasileiro (1998), enquanto a extracdo com o método de Doyle e Doyle
(1987) forneceu a maior quantidade de DNA com o melhor nivel de pureza. O método de
Clark et al. (1989) também apresentou resultados satisfatérios em relacdo a quantidade e a
qualidade do DNA obtida (Figura 1).

Esses resultados também indicam que a quantidade do DNA obtido a partir de 40 mg de
tecido foliar de Cymbopogon winterianus é suficiente para estudos envolvendo técnicas
moleculares, enquanto o valor médio para a pureza das amostras aponta que pode haver
presenca de proteinas e/ou outras substancias.

Verificou-se que atraves dos protocolos de Ferreira e Grattapaglia (1995) e de Romano

e Brasileiro (1998) nédo foi possivel encontrar um DNA de boa qualidade (Figura 1).
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Figura 1. Fragmentos amplificados de DNA de Cymbopogon winterianus, obtidos a partir de quatro protocolos
de extracdo de DNA. LAMB = Marcador conhecido de DNA; CR = extragdo do DNA em citronela utilizando o
protocolo de Romano e Brasileiro (1998); CC = extracdo com o protocolo de Clark et al. (1989); CG = protocolo
de Ferreira e Grattapaglia (1995) e CD = protocolo de Doyle e Doyle (1987).

Concluséo

O protocolo que forneceu maiores quantidades de um DNA puro em Cymbopogon
winterianus foi o descrito por Doyle e Doyle (1987), onde de forma rapida e pouco onerosa,
obteve-se nas cinco amostras, material genético em boas condi¢cdes para a realizacdo de
futuros estudos moleculares.

O metodo descrito por Clark et al. (1989) mostrou-se eficiente para praticamente todas
as cinco amostras testadas (amostras 1, 2, 4 e 5), gerando um DNA de boa qualidade e em
quantidade razoavel, mostrando-se uma boa alternativa em substitui¢do ao protocolo de Doyle
e Doyle (1987).
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