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Ciéncias Biologicas e da Salde

Prof. Dr. André Ribeiro da Silva - Universidade de Brasilia

Prof® Dr? Anelise Levay Murari - Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Daniela Reis Joaquim de Freitas - Universidade Federal do Piaui

Prof® Dr® Débora Luana Ribeiro Pessoa - Universidade Federal do Maranhao

Prof. Dr. Douglas Siqueira de Aimeida Chaves - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Edson da Silva - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri

Prof® Dr? Elizabeth Cordeiro Fernandes - Faculdade Integrada Medicina

Prof® Dr® Eleuza Rodrigues Machado - Faculdade Anhanguera de Brasilia

Prof? Dr® Elane Schwinden Prudéncio - Universidade Federal de Santa Catarina

Prof® Dr? Eysler Gongalves Maia Brasil - Universidade da Integragao Internacional da Lusofonia Afro-
Brasileira

Prof. Dr. Ferlando Lima Santos - Universidade Federal do Recéncavo da Bahia

Prof® Dr® Fernanda Miguel de Andrade - Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Fernando Mendes - Instituto Politécnico de Coimbra - Escola Superior de Salde de Coimbra
Prof? Dr® Gabriela Vieira do Amaral - Universidade de Vassouras

Prof. Dr. Gianfabio Pimentel Franco - Universidade Federal de Santa Maria

Prof. Dr. Helio Franklin Rodrigues de Almeida - Universidade Federal de Rondonia

Prof® Dr® lara Llcia Tescarollo - Universidade Sao Francisco

Prof. Dr. Igor Luiz Vieira de Lima Santos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Jefferson Thiago Souza - Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Jesus Rodrigues Lemos - Universidade Federal do Piaui

Prof. Dr. Jonatas de Franga Barros - Universidade Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. José Max Barbosa de Oliveira Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof. Dr. Luis Paulo Souza e Souza - Universidade Federal do Amazonas

Prof® Dr® Magnélia de AraGjo Campos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Marcus Fernando da Silva Praxedes - Universidade Federal do Reconcavo da Bahia
Prof® Dr® Maria Tatiane Gongalves Sa - Universidade do Estado do Para

Prof® Dr® Mylena Andréa Oliveira Torres - Universidade Ceuma

Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federacl do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Paulo Inada - Universidade Estadual de Maringa

Prof. Dr. Rafael Henrique Silva - Hospital Universitario da Universidade Federal da Grande Dourados
Prof® Dr® Regiane Luz Carvalho - Centro Universitario das Faculdades Associadas de Ensino
Prof? Dr® Renata Mendes de Freitas - Universidade Federal de Juiz de Fora

Prof? Dr? Vanessa Lima Gongalves - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof® Dr® Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Prof? Dr® Welma Emidio da Silva - Universidade Federal Rural de Pernambuco

Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias

Prof. Dr. Adélio Alcino Sampaio Castro Machado - Universidade do Porto

Prof® Dr® Ana Grasielle Dionisio Corréa - Universidade Presbiteriana Mackenzie

Prof. Dr. Carlos Eduardo Sanches de Andrade - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Carmen Ldcia Voigt - Universidade Norte do Parana

Prof. Dr. Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologja de
Goias

Prof. Dr. Douglas Gongalves da Silva - Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia

Prof. Dr. Eloi Rufato Junior - Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Prof® Dr® Erica de Melo Azevedo - Instituto Federal do Rio de Janeiro

Prof. Dr. Fabricio Menezes Ramos - Instituto Federal do Para

Prof® Dra. Jéssica Verger Nardeli - Universidade Estadual Paulista Jilio de Mesquita Filho
Prof. Dr. Juliano Carlo Rufino de Freitas - Universidade Federal de Campina Grande
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APRESENTACAO

O livro “O Fortalecimento Intensivo das Ciéncias Biolégicas e suas Interfaces 2” € uma
obra cujo foco principal est4 na interrelacao das diferentes areas das Ciéncias Biologicas
e em suas interfaces com outras areas na produgéo de conhecimento. O presente volume
abordara em seus vinte capitulos o conhecimento interdisciplinar que compde a grande
area de Ciéncias Biologicas através de artigos cientificos originais, pesquisas, relatos de
casos e/ou revisoes.

Cada um dos estudos selecionados foi desenvolvido em reconhecidas instituicdes
de ensino e pesquisa do pais, e aborda as diferentes areas da Biologia e areas correlatas,
que possuem interface com ela - Parasitologia, Microbiologia, Farmacologia, Zoologia,
Boténica, Medicina, Educacdo em Saude, Biologia Celular e Molecular, Genética entre
outras. E necessario destacar que mais que nunca, bidlogos tém estado presentes cada
vez mais em areas de pesquisa antes consideradas especificas de outras profissbes. Esta
interdisciplinaridade é extremamente importante, pois pesquisas com olhares de diferentes
profissionais tendem a ter mais éxito e gerar melhores frutos. Por isto, trabalhos diversos
sdo aqui discutidos com a proposta de ampliar o conhecimento cientifico e académico,
assim como abordar temas atuais e de interesse direto também da comunidade em geral.

Acreditamos que esta obra sera importante para a difusdo do conhecimento e da
ciéncia e, assim como todas as demais obras da Atena Editora, esta também passara por
julgamento de um corpo editorial formado por mestres e doutores. Esperemos que que
vocé faca bom proveito!

Daniela Reis Joaquim de Freitas
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RESUMO: As espécies, pertencentes ao
género Physalis L., sdo importantes porque
fornecem frutos comestiveis e uma grande
diversidade de bio-produtos, que tém um amplo
espectro de atividades biologicas. Diante da
importancia da cultura tornam-se necessarios
estudos moleculares para analisar a diversidade
genética. A obtencdo de DNA de boa qualidade
€ pré-requisito fundamental para o sucesso em
analises moleculares. Nesse contexto, o trabalho
proposto tem por objetivo testar protocolos
de extracdo de DNA e estabelecer o que
apresente uma maior quantidade e qualidade
de DNA genbmico de Physalis, para fins de
analise de divergéncia genética via marcadores
moleculares. Foram testados dois protocolos
para extracdo de DNA, o proposto por Doyle e
Doyle (1990) e Santos et al. (2014). A verificagéo
da qualidade e quantidade do DNA foi realizada
através de eletroforese em gel de agarose a
0,8%, as amostras foram coradas com GelRed, e
a eletroforeses a uma voltagem igual a 60W por
1hora. As amostras foram visualizadas através
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do sistema de fotodocumentacao e a quantificagcdo do DNA foi realizada por comparagéo com
o DNA Fago lambda de concentragédo conhecida. Ao analisar a integridade do DNA extraido
com o protocolo proposto por Doyle e Doyle (1990) se mostrou insatisfatorio para a extragao
de DNA de Physalis L. O protocolo 2 , Santos et al. (2014), produziu DNA de boa qualidade
para todas as formas de armazenamento do material vegetal testadas para Physalis L., nédo
havendo contaminacdo e degradacdo. O tampao com o CTAB na concentracdo de 10%
foi eficiente para a extragdo de DNA no protocolo 2 quando comparado com o tampéao de
extracéo de concentracdo de 5% de CTAB do protocolo 1. Entre os dois protocolos testados
neste trabalho tendo como base o método CTAB o que apresentou melhor resultado foi o
de Santos et al (2014). A aplicagédo de CTAB na concentracdo de 10% foi mais efetivo no
isolamento de DNA para physalis L. Sendo assim, o Protocolo 2 ( Santos et al.,2014) é o mais
indicado para trabalhos com extracdo de DNA de Physalis L.

PALAVRAS-CHAVE: Quantificacao de DNA, Variabilidade genética, Biotecnologia.

OPTIMIZATION OF PROTOCOLS FOR THE EXTRACTION OF GENOMIC DNA
IN Physalis L.

ABSTRACT: The species, belonging to the genus Physalis L., are important because they
provide edible fruits and a great diversity of bio-products, which have a wide spectrum of
biological activities. Given the importance of culture, molecular studies are needed to analyze
genetic diversity. Obtaining good quality DNA is a fundamental prerequisite for successful
molecular analysis. In this context, the proposed work aims to test protocols for DNA
extraction and to establish what presents a greater quantity and quality of Physalis genomic
DNA, for the purpose of analyzing genetic divergence via molecular markers. Two protocols
for DNA extraction were tested, the one proposed by Doyle and Doyle (1990) and Santos et
al. (2014). DNA quality and quantity verification was performed using electrophoresis on 0.8%
agarose gel, as they were stained with GelRed, and electrophoresis at a voltage equal to 60W
for 1 hour. The samples were visualized through the photo-documentation system and the
quantification of the DNA was performed by comparison with the DNA Phage lambda of known
concentration. When analyzing the integrity of the extracted DNA with the protocol proposed
by Doyle and Doyle (1990), it was unsatisfactory for the DNA extraction of Physalis L. Protocol
2, Santos et al. (2014), produced good quality DNA for all forms of storage of plant material
tested for Physalis L., with no contamination and degradation. The buffer with the CTAB at
a concentration of 10% was efficient for the extraction of DNA in protocol 2 when compared
with the buffer of concentration of 5% of CTAB of protocol 1. Among the two protocols tested
in this work based on the method CTAB that presented the best result was that of Santos et
al (2014). The application of CTAB at a concentration of 10% was more effective in isolating
DNA for physalis L. Therefore, Protocol 2 (Santos et al., 2014) is the most suitable for works
with DNA extraction from Physalis L.

KEYWORDS: DNA quantification, Genetic variability, Biotechnology.

INTRODUCAO

O género Physalis L., pertence a familia das solanaceas, e corresponde a um grupo
com espécies economicamente importantes como o tomate (Lycopersicon esculentum
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Mill.) e a batata (Solanum tuberosum L.). O género apresenta uma morfologia caracteristica
durante o estadio de frutificacdo, em que o fruto se desenvolve dentro de um célice
acrescente e inflado (RUFATO et al., 2012).

As espécies, pertencentes ao género, sdo importantes porque fornecem frutos
comestiveis e uma grande diversidade de bio-produtos, que tém um amplo espectro de
atividades bioldgicas. Além disso, varios estudos tém evidenciado o potencial antibactericida
e antitumoral de compostos secundarios de diferentes espécies do género (KENNELLY et
al.,, 1997; HSIEH et al., 2006), sendo que as espécies tem um grande valor nutricional e
econdmico.

Diante da importéncia da cultura tornam-se necessarios estudos moleculares para
analisar a diversidade genética, pois a quantificacdo da variabilidade genética auxilia
no planejamento de estratégias mais eficazes que venham a maximizar a utilizacdo dos
recursos genéticos com vista a sua conservagao (SILVA, 2014).

Os estudos através de marcadores moleculares de DNA podem ser divididos
em trés grupos: os baseados em hibridizagbes, os baseados na Reacdo em Cadeia de
Polimerase (PCR) e por Ultimo, os baseados em sequenciamento (ZOLET, 2017). As
técnicas que utilizam PCR dependem diretamente da qualidade e quantidade adequada
do DNA extraido (BUENO, 2004). Dessa forma, a obtengdo de DNA de boa qualidade &
pré-requisito fundamental para o sucesso em analises moleculares (ARBI et al., 2010).

A presenga de agentes contaminantes como polissacarideos, fenois e compostos
secundarios correspondem ao principal problema na obtencdo de DNA vegetal puro,
porque estes afetam a acdo da enzima Tag DNA polimerase (OLIVEIRA et al., 2010).
Assim, é necessario que diversos protocolos de extracao de DNA devam ser testados para
cada espécie vegetal, a fim de obter DNA de alta qualidade e em quantidade adequada
(OLIVEIRA et al., 2007).

Nesse contexto, o trabalho proposto tem por objetivo testar protocolos de extracao
de DNA e estabelecer o que apresente uma maior quantidade e qualidade de DNA genémico
de Physalis, para fins de andlise de divergéncia genética via marcadores moleculares.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Genética Molecular (LAGEM) da
Unidade Experimental Horto Florestal, pertencente a Universidade Estadual de Feira
de Santana (UEFS). As sementes de fisalis foram semeadas em casa de vegetacdo e
transplantadas com aproximadamente 40 dias para campo com adubac¢do adequada.
Para a extragdo do DNA, folhas jovens foram coletadas, lavadas com agua destilada para
desinfeccéo e posteriormente secas. Foram testados dois protocolos de extragdo de DNA.

Teste de Protocolos e Métodos de Extracado - Foram testados dois protocolos
para extragdo de DNA, o proposto por Doyle e Doyle (1990) e Santos et al. (2014). Foram
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testados métodos de maceragdo com nitrogénio liquido, maceragao direta no tampéo de
extracdo e maceracao em areia na presenga do tampéo de extracdo. Ainda, serdo realizados
testes a fim de determinar a melhor forma de armazenamento do material vegetal, sendo
utilizadas amostras do material vegetal fresco, armazenado em freezer e em silica gel.

Protocolo 1. 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 tampéo de extracéo
(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. Apés deixar esfriar a temperatura ambiente por 5 minutos, foi realizada a
desproteinizagcéo, adicionando-se 700 pL 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 pyL de CTAB 2%, e o processo de desproteinizacao foi repetido,
acrescentando-se 0 mesmo volume de cloroférmio-alcool isoamilico. Para a precipitagéo
do DNA, foram adicionados ao sobrenadante 700 L 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, os
acidos nucleicos totais foram ressuspendidos em 150 pL de 4gua contendo RNAse na
concentracdo de 40 pyg/mL e colocados em banho-maria, a 37°C por 60 minutos, para
a completa ressuspensdo do DNA e digestdo do RNA. Ap6s esse periodo, o DNA foi
novamente precipitado, centrifugado e ressuspendido em 150 pL de 4gua como ja descrito.
A conservagado do DNA extraido foi feita a -20°C.

Protocolo 2. Santos et al. (2014) - Cerca de 0,3 gramas foram macerados de tecido
vegetal com 3 ml de tampéao de extragdo (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. Assim 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, os tubos foram centrifugados a 10000 RPM a temperatura ambiente
por 5 minutos, o sobrenadante foi transferido para novos tubos de 2 ml. Foram adicionados
800 pL de alcool Isoamilico e misturado por inversdo. As amostras foram centrifugadas por
10 minutos a 10000 RPM a temperatura ambiente. Apds coletado o sobrenadante ouve
a transferéncia para novos tubos de 1,5 ml. Adicionando 600 pL de é&lcool 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%, assim deixando secar
o pellet formado. O DNA isolado foi ressuspendido em 30 pL de tampéo TE (Tris-HCI 10
mM pH 8.0 e EDTA 1 mM), (RNAse — 1 pL amostra) e as amostras foram colocadas na
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estufa a 37°C para a completa solubilizacdo de DNA, por 30 minutos. O DNA concentrado
foi conservado a -20°C.

Avaliacao do DNA obtido - Ap6s a extragdo do material genético, foi realizada a
diluicdo do DNA com o uso de TE gelado. Em seguida, realizou a verificagdo da qualidade
e quantidade do DNA através de eletroforese em gel de agarose a 0,8%, as amostras
foram coradas com GelRed, e a eletroforeses a uma voltagem igual a 60W por 1hora. As
amostras foram visualizadas através do sistema de fotodocumentacéo. A quantificagcdo do
DNA foi realizada por comparagédo com o DNA Fago lambda de concentragcdo conhecida.
Apos quantificagdo, as amostras tiveram a sua concentracao ajustada para 5ng/uL por
diluicdo em tampéao TE e foram verificadas, novamente, por eletroforese em gel de agarose
a 1% sob as condi¢cbes especificadas acima.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao visualizar o perfil eletroforético das amostras foi possivel verificar que apenas um
dos protocolos testados foi eficiente para isolamento de DNA de Physalis L. em quantidade
adequada para estudos moleculares, tendo sido detectadas diferencas nos dois protocolos
utilizados. Ao analisar a integridade do DNA extraido com o protocolo proposto por Doyle e
Doyle (1990) se mostrou insatisfatério para a extracédo de DNA de Physalis L, apresentando
um material fraco e ndo uniforme, tanto em relagdo a quantidade quanto a qualidade do
DNA isolado, uma vez que este se apresentou totalmente danificado em todas as amostras
(Figura 1).

P. angulata e P. angulata P. Angulatae P.Angulata P.Angulata
peruviana e peruviana peruviana e peruviana e peruviana
Folha fresca Folhafresca Folhafrezzer Folhasilica Silica
Saquinho Areia Saquinho Saquinho Areia

Figura 1: Analise Eletroforética do DNA genémico de Physalis L. utilizando o protocolo de
Extracdo do DNA, Doyle e Doyle (1990). Amostras aplicadas com volume de 5uL. Amostras de
genotipos da Unidade Experimental Horto Florestal.

O protocolo 2 , Santos et al. (2014), produziu DNA de boa qualidade para todas
as formas de armazenamento do material vegetal testadas (material vegetal fresco,
armazenado em freezer e em silica gel ) para Physalis L., ndo havendo contaminagéo e
degradacéao (Figura 2).
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peruviana peruviana peruviana peruviana peruviana
Folha fresca Folha fresca Folha frezzer Folha silca Silica
Saquinho Areia Saguinho Saguinho Areia

Figura 2: Analise Eletroforética do DNA gendmico de Physalis L. utilizando o protocolo de
Extragdo do DNA, Santos et al (2014). Amostras aplicadas com volume de 5uL. Amostras de
genotipos da Unidade Experimental Horto Florestal.

Segundo Romano e Brasileiro (1999) essa boa qualidade é definida pela falta de
DNA confinado no poco e de arraste vertical no gel, na devida ordem. A liberacdo de DNA
também foi favorecida pela maceracgéo das folhas com o tamp&o onde foi acrescentada uma
maior quantidade em porcentagem de CTAB (tampéao de extracdo), este protocolo decorreu
de modificagdes nas etapas de maceragédo e na maior porcentagem do CTAB (tampéao de
extracdo), possibilitando a obtencdo de materiais com melhor qualidade e quantidade do
que foi encontrado no protocolo anterior.

O aumento da concentragdo de CTAB no tampé&o apresentou a quantidade e
qualidade do DNA extraido (Figura 2). O procedimento com CTAB tem sido muito empregado
para extracao de tecidos frescos e diversos protocolos tém sido apresentados para esse
proposito, (Machado, 1990). O tampao com o CTAB na concentragdo de 10% foi eficiente
para a extracdo de DNA no protocolo 2 quando comparado com o tamp&o de extracéo de
concentragédo de 5% de CTAB do protocolo 1. Protocolos que utilizam CTAB na extragdo
tem o efeito de proporcionar a degradagcéo dos acidos nucleicos dos polissacarideos, ja
que os polissacarideos possuem dissolugdo especifica na presenca desse detergente
(ROMANO & BRASILEIRO, 1999).

Autores como Schmitt et al. (2014) e Ferreira et al. (2008), testaram concentracoes
de CTAB (2% e 5%) e verificaram que apenas na concentracao de 5% houve isolamento
de DNA, sendo que Schmitt et al. fazendo extragdo de Curcuma longa (Zingeberaceae)
observaram que a concentragéo de 2% néo foi eficaz e resultado semelhante foi encontrado
por Ferreira et al. (2008), que afirmam que com a utilizacdo de CTAB a 2% n&o houve
isolamento de DNA de buriti na extracéo.

Segundo Silva et al. (2014) utilizando o CTAB a 5% a uma maior eficiéncia na extracdo
de DNA de Anacardium giganteum ultilizando folhas jovens. Neste trabalho destaca-se que
a concentracé@o de CTAB de 10% obteve uma melhor eficiéncia no processo de extragéo.

Analisando a totalidade e qualidade dos DNAs extraidos, verificada pela
eletroforese em gel de agarose, apresentada nas Figuras 1 e 2. Foram obtidas amostras
integras de DNA através do protocolo 2 para as amostras analisadas, pois ndo se
notou arraste vertical dos DNAs no gel, em grandes propor¢cdes que pudessem afetar a
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qualidade do material extraido.

CONCLUSOES

Entre os dois protocolos testados neste trabalho tendo como base o método CTAB
o que apresentou melhor resultado foi o de Santos et al (2014). A aplicacdo de CTAB na
concentracéo de 10% foi mais efetivo no isolamento de DNA para physalis L. Ao usar este
protocolo o trabalho se encontra mais econémico pelo fato da néo utilizagdo do nitrogénio
liquido. Sendo assim este protocolo é o mais apontado para trabalhos com extragcédo de DNA
de Physalis L. Foram obtidas amostras de DNA de qualidade e em quantidade satisfatoria
através do protocolo 2, assim, o método com CTAB 10% no tamp&o de extracédo pode ser
utilizado para isolamento de DNA tendo potencial para ser utilizado em posteriores analises
moleculares em espécies de Physalis L.
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