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APRESENTAÇÃO
Apresentamos o livro “A Genética e a construção de novos paradigmas nas Ciências 

da Vida”, um material rico e direcionado à todos acadêmicos e docentes com interesse pela 
genética.

A genética e suas aplicações tem influenciado diversas pesquisas promissoras 
em todo o mundo, contribuindo de forma significativa na saúde, agricultura, economia e 
biotecnologia. Aliada à revolução tecnológica essa subárea tem contribuído muito nos 
últimos anos com o avanço no campo da pesquisa. Como sabemos a genética possui 
um campo vasto de aplicabilidades que podem colaborar e cooperar grandemente com 
os avanços científicos e entender um pouco mais da pesquisa e recursos genéticos é o 
enfoque desta obra. 

Deste modo, abordamos nesta obra assuntos relativos aos avanços e dados científicos 
aplicados aos recursos genéticos, o leitor poderá se aprofundar em temas direcionados à 
mitose, saúde e ambiente, célula e saúde, Cromossomo Philadelphia, biometria, DRESS, 
reações a drogas, exantema, ensino, laboratórios, extração DNA, tecidos vegetais, pureza 
e integridade, Stylosanthes sp., Hylocereus, conservação, variabilidade, RNA, método de 
extração, Stylosanthes, telômeros, telomerase, micropropagação, TCL, Crambe abyssinica 
Hochst, germinação, produção, herdabilidade, divergência genética, câncer, Danio Rerio, 
Eye Disorders, Kidney Disease, Neurological Disorders, In Vivo Animal model, dentre 
outros.

Esperamos que mais uma vez o conteúdo deste material possa somar de maneira 
significativa aos novos conceitos aplicados à genética, influenciando e estimulando cada 
vez mais a pesquisa nesta área em nosso país. Parabenizamos cada autor pela teoria 
bem fundamentada aliada à resultados promissores, e principalmente à Atena Editora por 
permitir que o conhecimento seja difundido e disponibilizado para que as novas gerações 
se interessem cada vez mais pelo ensino e pesquisa em genética.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMO: O uso de marcadores moleculares 
em plantas requer DNA de boa qualidade 

e integridade, porém raramente se obtém 
o melhor material para sua extração. Neste 
estudo foi avaliada a eficiência da extração de 
DNA de quatro diferentes tecidos da espécie 
Stylosanthes capitata Vogel. O material utilizado 
foi: folhas cotiledonares frescas (FCtF); folhas 
frescas de plantas adultas congeladas (-20 
ºC) (FFC); folhas secas de plantas adultas 
armazenadas a temperatura ambiente (11 meses) 
(FS) e inflorescências secas armazenadas a 
temperatura ambiente (7 meses) (IS). Para 
a extração do DNA foi utilizado um protocolo 
rápido de CTAB. Os DNAs das amostras foram 
quantificados seguindo as razões 260/280nm 
(~1,8) e 260/230nm (2,0-2,2) para verificar 
contaminação por proteínas e carboidratos, 
respectivamente. As amostras também foram 
submetidas a eletroforese em gel de agarose 
para verificar sua integridade e  amplificadas 
com o marcador microssatélite SC 18-01 A2A, 
desenvolvido para a espécie. Como resultado 
observou-se que a concentração de DNA de FS 
e FCtF foram semelhantes (FS=288,39±27,11; 
FCtF=261,2±29,18) e maiores em comparação 
com as outras amostras (p<0,01). Os materiais 
de maior pureza foram observados em FCtF 
(260/280=1,90; 260/230=1,73 p<0,01), seguido 
por FS e FFC com resultados semelhantes 
para 260/280 (FS=1,78; FFC=1,89 p<0,05) e 
para 260/230 (FS=1,22; FFC=1,27). O DNA 
concentrado dos tecidos FCtF e FFC mostraram 
maior integridade seguido por FS, enquanto o IS 
não foi visualizado. Todas as amostras de FCtF, 
FFC e 44% de FS amplificaram com o marcador 
SSR, enquanto que para IS não foi observado 
produto de amplificação. Em todos os parâmetros, 
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o DNA de IS obteve os menores valores (p<0,01) mostrando contaminação por carboidratos 
(260/230=0,28±0,06), possível consequência da alta concentração desses fotoassimilados 
nas inflorescências da planta no momento da coleta. Em resumo, excetuando IS, os DNAs 
de diferentes fontes de tecidos vegetais foram adequados para amplificação e análise de 
marcadores moleculares da espécie.
PALAVRAS - CHAVE: Extração DNA; Tecidos vegetais; Pureza e integridade; Stylosanthes 
sp.

DNA EXTRACTION IN DIFFERENT PLANT TISSUES OF THE LEGUMINOUS 
FORAGE SPECIES Stylosanthes capitata VOGEL

ABSTRACT: The use of molecular markers in plants requires DNA of good quality and integrity; 
however the best material for their extraction is rarely obtained. In this study the efficiency of 
the DNA extraction of four different tissues of the species Stylosanthes capitata Vogel was 
evaluated. The material used was: fresh cotiledonous leaves (FCtF); fresh leaves of frozen 
adult plants (-20ºC) (FFC); dry leaves of adult plants stored at room temperature (11 months) 
(FS) and dry inflorescences stored at room temperature (7 months) (IS). For the extraction of 
DNA a fast protocol of CTAB was used. The DNAs of the samples were quantified following 
the ratios 260/280nm(~1.8) and 260/230nm(2.0-2.2) to verify contamination by proteins and 
carbohydrates, respectively. The samples were also submitted to agarose gel electrophoresis 
to verify their integrity and amplified with the microsatellite marker SC18-01A2A, developed for 
the species. As a result it was observed that the DNA concentration of FS and FCtF were similar 
(FS=288.39±27.11; FCtF=261.2±29.18) and higher in comparison with the other samples 
(p<0.01). The highest purity materials were observed in FCtF (260/280=1.90; 260/230=1.73 
p<0.01), followed by FS and FFC with similar results for 260/280 (FS=1.78; FFC=1.89 p<0.05) 
and for 260/230 (FS=1.22; FFC=1.27). The concentrated DNA from the FCtF and FFC tissues 
showed greater integrity followed by FS, while the IS was not visualized. All samples of FCtF, 
FFC and 44% of FS amplified with the SSR marker, whereas for IS, no amplification product 
was observed. In all parameters. In all parameters, the IS DNA obtained the lowest values 
(p<0.01) showing carbohydrate contamination (260/230=0.28±0.06), possible consequence 
of the high concentration of these photoassimilates in the inflorescences of the plant at the 
time of collection. In summary, except for IS, the DNAs of different plant tissue were suitable 
for amplification and analysis of molecular markers of the species.
KEYWORDS: DNA extraction; Plant tissues; Purity and integrity; Stylosanthes.

1 | INTRODUÇÃO
O DNA genômico encontra-se associado a diversas proteínas e enzimas, que agem na 

arquitetura da molécula, no seu processo de replicação, na manutenção da sua integridade 
e em outros processos afins (Lewin, 2009).  Quando se tem o propósito de utilizar este 
DNA em estudos que fazem o uso de marcadores moleculares, há a necessidade de que 
o material tenha uma boa qualidade, quantidade e integridade (Romano et al., 1998). No 
entanto raramente é possível obter o melhor material para a utilização destas estratégias, 
pelas próprias características do material e porque a sua obtenção pode estar restrita a 
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determinado estágio de maturação do indivíduo. 
Nas células vegetais os polissacarídeos e fenóis são compostos secundários que 

se apresentam com maior abundancia (Lien et al., 1999; Wang et al., 2020). No processo 
de extração de ácidos nucleicos com alta pureza e qualidade, tais compostos se tornam 
um obstáculo (Romano et al., 1998). A pureza e qualidade do DNA extraído podem ser 
verificadas com os métodos de absorbância (densidade óptica) e análise de eletroforese 
em gel de agarose. 

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiência da extração de DNA de quatro 
tecidos diferentes da espécie leguminosa forrageira Stylosanthes capitata Vogel: Folhas 
cotiledonares frescas, folhas frescas de plantas adultas congeladas, folhas e inflorescências 
dessecadas de plantas adultas armazenadas em temperatura ambiente. 

2 | METODOLOGIA

2.1 A espécie em estudo
Stylosanthes capitata Vogel é um subarbusto perene de 50-120 cm de altura com 

estrutura foliar composta por três folíolos (Figura 1A), com inflorescências formadas por 
brácteas modificadas em espigas terminais e flores pediceladas de corola amarela (Figura 
1B). Esta espécie, nativa do Brasil (regiões norte, nordeste, centro-oeste e sudeste) com 
domínios fitogeográficos da Amazônia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlântica, apresenta 
melhor adaptação em solos areno-argilosos ou argilo-pedregosos em ambientes úmidos 
(Costa et al., 2008; Fortuna-Perez et al., 2011; Costa et al., 2014). 

Figura 1. Estruturas foliares elípticas trifolioladas, inflorescências e flores de corola amarela, 
dispostas em brácteas da espécie S. capitata. (Fotos: Laboratório Genética Vegetal, USP/RP)
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2.2 Origem do material vegetal
Os tecidos de S. capitata utilizados neste trabalho foram provenientes de coletas 

da variedade “Estilosantes Campo Grande” no experimento Trop-T-Face (Temperature 
Free Air Controlled Enhancement and Free Air Carbon Dioxide Enrichment) instalado na 
Universidade de São Paulo campus de Ribeirão Preto, SP (Figura 2A-D). As sementes da 
espécie, cultivadas no campo experimental, foram gentilmente cedidas pela Embrapa Gado 
de Corte. 

Figura 2. Tecidos vegetais da espécie S. capitata. A: folhas cotiledonares frescas (FCtF); B: 
folhas frescas congeladas (FFC); C: folhas secas (FS) e D: inflorescências secas (IS).

Uma descrição mais detalhada do sistema Trop-T-Face encontra-se disponível em 
Martinez et al. (2014) e Habermann et al. (2019).  

2.3 Tipos de tecidos
Amostras de folhas adultas foram coletadas e congeladas a -20 °C, sendo 

denominadas como FFC (folhas frescas congeladas – Figura 2B). Plantas adultas com 
folhas e inflorescências foram dessecadas em estufa e conservadas em sacos de papel 
a temperatura ambiente por um período de 11 meses. No sétimo mês foram coletadas as 
brácteas das plantas secas, denominadas como IS (inflorescências secas – Figura 2D), e 
no mês 11 foram coletadas as folhas secas, denominadas como FS (folhas secas – Figura 
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2C). No laboratório, sementes da espécie foram germinadas in vitro (sob fotoperíodo de 12 
horas, com temperatura média de 25,2±1,1 ºC e umidade relativa de 47,3±5,0%) e após 
cinco dias, os tecidos das plântulas foram coletados e denominados como FCtF (folhas 
cotiledonares frescas – Figura 2A). 

2.4 Extração e quantificação de DNA
O DNA genômico total foi extraído de aproximadamente 150mg dos quatro diferentes 

tecidos vegetais, por meio do método descrito por Alzate-Marin et al. (2009). A quantificação 
foi realizada em espectrofotômetro (Nanodrop 2000c) medindo-se a absorbância, nos 
comprimentos de onda 260/280 e 260/230 nm.

2.5 Validação por amplificação com marcador molecular
Para validar as extrações de DNA nos diferentes tecidos vegetais, foi utilizado o 

marcador microssatélite (SSR), desenvolvido para a espécie em estudo, SC 18-01 A2A 
(forward: 5’AGCAGCATAGGGAATAAAAT3’ e reverse: 5’CAAAGGCCTAATCAACTGTG 3’) 
(Santos-Garcia et al., 2011; Alzate-Marin et al., 2020).

As reações em cadeia de polimerase (PCR), foram realizadas em termociclador 
Mastercycler® (Eppendorf), nas seguintes condições: 2µl de DNA genômico, em um volume 
total de 5µl de GoTaq Colorless Master Mix, 5 µl de Nuclease-Free Water (Promega) (Taq 
DNA polymerase fornecida em tampão de reação [pH 8.5] 2x incolor, 400µl, dATP, 400µl 
dGTP, 400µl dCTP, 400µl dTTP e 3mM MgCl2) e 1 µl do marcador SSR. As amplificações 
foram conduzidas de acordo com a programação de 1 ciclo a 94 °C por 5 minutos, 30 
ciclos a 94 °C por 1 minuto, 60 °C por 1 minuto, 72 °C por 1 minuto e 1 ciclo a 72 °C por 7 
minutos. Os produtos das amplificações foram separados por eletroforese horizontal em gel 
de agarose 1% e marcados com SYBERTM Green (Thermo Fisher Scientific) e visualizados 
em fotodocumentador (ImageQuant LAS500 – GE).
2.6 Analises estatísticas

Os efeitos da influência da origem da amostra foram analisados utilizando ANOVA 
one-way, e a diferença entre os tratamentos foi analisada utilizando o teste de Tukey 5%, 
com o auxílio de ferramentas de análise do Excel e do software estatístico PAST 4.03 
(Hammer et al., 2001).

3 | RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 Quantificação de DNA e relações de pureza
O material genômico extraído dos quatro diferentes tipos de tecidos foi quantificado, 

verificando-se a pureza de acordo com as medidas de absorbância 260/280 e 260/230 
nm, sendo esperados resultados de aproximadamente 1,8 e 2,0-2,2 respectivamente para 
cada razão. Estas razões estão vinculadas às verificações de contaminação por proteínas 
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e carboidratos, respectivamente, quando menores que os valores de referência (NanoDrop 
Spectrophotometers).

3.2 Concentração de DNA
Houve um efeito significativo da origem das amostras na concentração de DNA 

obtido na extração ao nível de 5% [F(3;40)=29,95; p=2,551E-10]. Comparações posteriores 
usando o teste de Tukey HSD indicaram que as concentrações médias em ng/uL dos DNAs 
extraídos das FS e das FCtF foram similares (FS=288,39±27,11; FCtF=261,2±29,18) e 
mais alto que os obtidos em outros tecidos (p<0,01) (Tabela 1). A concentração média 
de DNA foi mais alta em folhas frescas congeladas a -20 ºC (FFC=117,9±16,11) que nas 
brácteas das inflorescências dessecadas (IS=39,9±3,55), no entanto não se observaram 
diferenças significativas entre as médias, de acordo com Tukey (p<0,05). 

FFC1 FCtF2 IS3 FS4

Média 117,90 261,21 39,99 288,39
EP5 16,11 29,18 3,55 27,11

1Folhas adultas frescas congeladas em -20 °C; 2Folhas cotiledonares frescas; 3inflorescências secas; 
4folhas adultas dessecadas em temperatura ambiente; 5Erro padrão da média.

Tabela 1. Concentrações médias de DNA em ng/µL de quatro tipos de tecidos vegetais de onze 
plantas da espécie S. capitata

3.3 Relações de pureza de DNA
Foi observado um efeito significante ao nível de p<0,05 da origem das amostras 

com relação à pureza do DNA extraído, medido nas razões de absorbância 260/280 
[F(3;40)=34,85; p=3,0377E-11]. Comparações posteriores usando o teste de Tukey HSD 
indicaram que as relações médias de 260/280 dos DNAs extraídos das FFC, FCtF e FS 
foram similares (FFC=1,89±0,02; FCtF=1,90±0,01; FS=1,78±0,05) e mais altas (p<0,01) 
que as obtidas de IS (IS= 1,44±0,07) (Tabela 2, Figura 3). Em geral os valores observados 
para FFC, FCtF e FS estão próximos a 1,8, valor este usado como referência de pureza 
da razão 260/280. O valor de 1,44 indica contaminação por proteínas nas amostras de IS 
analisadas (Figura 3).
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Tabela 2. Relações médias de 260/280 e 260/230 nm obtidas em Nanodrop de quatro tipos de 
tecidos vegetais de onze plantas da espécie S. capitata

Também foi observado um efeito signifi cativo ao nível de p<0,05 da origem das 
amostras com relação à pureza do DNA extraído, medido nas razões 260/230 [F(3;40)=81,22; 
p=4,62E-17]. Comparações posteriores usando o teste de Tukey indicaram que as médias 
da razão 260/230 de FCtF foram mais altas (FCtF=1,73±0,07; p<0,01) que as obtidas das 
outras amostras (Tabela 2; Figura 3). As médias da razão 260/230 de FFC e FS foram similares 
(FFC=1,27±0,10; FS=1,22±0,06) e mais altas que as observadas nas infl orescências secas 
(IS= 0,28±0,06), que por sua vez foram signifi cativamente mais baixos (p<0,01) que nos 
outros dois tecidos analisados. Em geral, todas as amostras apresentaram valores abaixo 
do esperado para serem consideradas livres de contaminantes, como carboidratos, mais 
especialmente os tecidos IS são os que apresentam maior grau de impurezas (Figura 3). 
Os DNAs dos tecidos que estão mais próximas da razão de referência (260/230=2,0) são 
originários de folhas cotiledonares frescas (FCtF). 

Figura 3. Relações de pureza de acordo com as absorbâncias 260/280 (barras azuis) e 
260/230 (barras verdes) do conjunto de quatro tipos de tecidos vegetais da espécie S. 

capitata, sendo FFC – folhas frescas congeladas; FCtF – folhas cotiledonares frescas; IS – 
infl orescências secas; FS – folhas secas. Letras diferentes indicam diferenças estatisticamente 

signifi cativas (p<0,05).
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Em todos os parâmetros de pureza avaliados, os DNAs extraídos das inflorescências 
secas (IS) obtiveram as menores médias (260/280=1,44; 260/230=0,28) (Figura 3), 
mostrando contaminação com proteínas e elevado grau de contaminação por carboidratos, 
o que pode ser consequência da alta concentração de fotoassimiliados neste órgão 
específico da planta, considerados como drenos, e também em função do horário em que 
a coleta deste material foi realizada. Os materiais de maior pureza, visando ambos os 
parâmetros analisados, foram os oriundos dos tecidos FCtF (260/280=1,90; 260/230=1,73), 
seguidos de FS e FFC, que foram similares nos parâmetros avaliados.

3.4 Integridade do DNA e validação por amplificação 
Os tecidos de FFC e FCtF apresentaram ótima qualidade nas análises eletroforéticas, 

apresentando bandas compactas sem arrastre (Figuras 4A e 4B). 

Figura 5. Gel agarose 1% para validação da qualidade e integridade do DNA de tecidos 
vegetais de S. capitata. Sendo: A) canaletas superiores 1-11: DNA de folhas frescas 

congeladas (FFC) e conservadas em -20 ºC; B) canaletas superiores 12-22: DNA das folhas 
cotiledonares frescas (FCtF); C) canaletas inferiores 1-11: DNA de inflorescências secas (IS) e 

D) Canaletas 12-22: DNA das folhas secas (FS).

O DNA das inflorescências secas (Figura 4C) não apresentou um padrão eletroforético 
visível, o que mostra uma baixa concentração de DNA, como já observado na quantificação 
(Tabela 1), além das contaminações detectadas nas análises de pureza (Figura 3). O DNA 
das amostras das folhas secas mostrou uma integridade menor (Figura 4D), observando-
se degradação do material extraído, embora com qualidade suficiente para amplificação.  

Na amplificação via PCR (SSR SC 18-01 A2A), todas as amostras dos tecidos 
cotiledonares frescos (FCtF) e folhas adultas frescas conservadas a -20 ºC (FFC) 
apresentaram produtos de amplificação (Figuras 5a,b), porém os DNAs das amostras de 
FS só apresentaram produtos de amplificação ótimo para 4 (45,45%) das onze amostras 
analisadas (Figura 5c). Inicialmente não foi observado produto de amplificação no DNA 
extraído de inflorescências dessecadas.
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Figura 6. Produtos de amplificação com o marcador SSR SC 18-01 A2A dos tecidos vegetais 
de folhas cotiledonares (FCtF – a), folhas frescas congeladas (FFC – b) e folhas secas (FS – c) 

da espécie S. capitata, em gel de agarose 1%.

4 | CONSIDERAÇÕES FINAIS
Em resumo, nossos resultados sugerem que a origem das amostras tem um 

real efeito sobre a concentração, pureza e qualidade do DNA extraído da espécie S. 
capitata. Os melhores tecidos para extração de DNA desta espécie foram os obtidos 
das folhas cotiledonares frescas e das folhas adultas frescas congeladas à -20 ºC, as 
quais apresentaram altas concentrações, boas relações de pureza além da integridade e 
consequente amplificação via PCR, visualizados em gel de agarose. Também foi observado 
o sucesso de extração de DNA das folhas secas conservadas em temperatura ambiente 
abrindo a possibilidade de análises genéticas com este tipo de tecido. Embora fosse 
observada menor qualidade e graus de contaminação com carboidratos, as FS também 
apresentaram altas concentrações e boas razões para 260/280, além dos produtos de 
amplificação visualizados em 44% das amostras analisadas. Já as inflorescências secas 
se mostram como possíveis tecidos para extração de DNA, quando não há disponibilidade 
de outros, para uso molecular, no entanto serão necessários maiores ajustes na coleta, 
armazenamento e extração deste material.
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