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INTRODUÇÃO

A perda de grandes áreas de cerrado no Brasil (estima
- se que 55% das áreas de cerrado no páıs já sofreram
ação antrópica segundo Machado et al., 2004) tem gerado
conseqüências ecológicas importantes, dentre elas a frag-
mentação de habitats, que é responsável pela diminuição
da biodiversidade e extinção de espécies, de forma que esta
questão tem recebido especial atenção por parte da comu-
nidade cient́ıfica.
Surgem então novas perspectivas para a pesquisa em ecolo-
gia e conservação de espécies, permitindo que atualmente
estes estudos sejam realizados com ferramentas genéticas,
fornecendo resultados que contribuem para a redução dos
impactos da fragmentação. A genômica tem sido de grande
importância nos programas de conservação da biota. Per-
mite que a biodiversidade seja estudada por meio da di-
versidade molecular existente nas populações naturais de
diversas espécies sob impacto antropogênico direto ou indi-
reto, fornecendo subśıdios para programas de preservação
(Torres, 2003). As iniciativas relativas à genômica da con-
servação, tão criticadas pelos conservacionistas no fim da
década de 80 por restringirem - se à estimativas de het-
erozigoziadade em populações, evolúıram de maneira a con-
templar potencialmente a condução de programas interna-
cionais de conservação.

No entanto, quando se realizam trabalhos desta natureza,
alguns procedimentos precisam ser considerados com bas-
tante atenção, pois são imprescind́ıveis para se obter resul-
tados de qualidade.

Uma das considerações mais importantes em qualquer pro-
cedimento que se utilize da extração de DNA de plantas é a
maneira utilizada para coletar e preservar o tecido vegetal.
A qualidade do DNA em geral é afetada significativamente
peça condição do tecido antes da extração. Isso é partic-
ularmente importante para espécies que produzem grandes
quantidades de metabólitos secundários que em geral inter-
ferem com uma extração bem sucedida de DNA (Ferreira e
Gratapaglia, 1996).
Sabe - se que algumas espécies do cerrado possuem ele-
vada quantidade de polifenóis e mucilagens foliares (Couch

e Fritz, 1990) que tornam o processo de extração e ampli-
ficação mais complexo necessitando de otimizações (Faleiro
et al., 2003).

OBJETIVOS

Este trabalho teve por objetivo testar 3 diferentes tipos de
protocolo de extração de DNA, a fim de estabelecer qual
o melhor método a ser empregado para Qualea grandi-
flora (Vochysiaceae) a fim de conduzir estudos de diversi-
dade genética para esta espécie.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram analisadas folhas de Qualea grandiflora em 3
estágios diferentes: jovem, intermediário e adulto. Ime-
diatamente após a coleta, armazenou - se as folhas em
sacos plásticos vedados, preservados em gelo e posterior-
mente conservados em geladeira à temperatura de aproxi-
madamente 5 graus.
A extração foi realizada em até 24 horas após a coleta, pois
as folhas oxidam facilmente e diversas tentativas de extração
demonstraram que após este tempo não se obtêm resultados
satisfatórios. Também foi testada a conservação de folhas
desidratadas em śılica gel (Chase e Hills, 1991) para poste-
rior extração.
Testou - se três diferentes métodos de extração de DNA:
Faleiro et al., 2003; Tai e Tanksley 1991, modificado por
Molinari e Crochemore 2001, além do método CTAB con-
forme Ferreira e Gratapaglia (1996).
A diferença básica dos 3 métodos está no tipo de detergente
utilizado: Faleiro et al., (2003) e Ferreira e Gratapaglia
(1996), utilizam CTAB (brometo de cetiltrimetilamônio),
enquanto Tay e Tanksley (1991) usam o SDS (dodecil sulfato
de sódio). Os detergentes tem por função romper as mem-
branas celulares para que ocorra a liberação do DNA, além
de inativar algumas enzimas (Bered, 1998).
Além disso, existe algumas diferenças na composição do
tampão de extração dos métodos, que basicamente integra:

Anais do III Congresso Latino Americano de Ecologia, 10 a 13 de Setembro de 2009, São Lourenço - MG 1



um agente tamponante estabilizador do pH em torno de 8,0;
um sal para dissociar as protéınas do DNA e um inibidor
de DNAses para proteger o DNA. (Bered, 1998).

RESULTADOS

Os resultados foram insatisfatórios para o método de Faleiro
et al., (2003), e Tai e Tanksley 1991 (modificado), pois
obteve - se o DNA apenas quando utilizadas as amostras
de folhas jovens e intermediárias. Importante ressaltar que
o primeiro método havia sido testado anteriormente com
sucesso por Faleiro et al., (2003) para dez espécies nativas
do cerrado com alto ńıvel de polifenóis e mucilagens foliares
(o que torna a extração mais complexa).

Para o método CTAB, obtiveram - se amostras de qualidade
em todos os estágios de maturação das folhas (jovem, inter-
mediário e adulto). No entanto, este mesmo método não
se mostrou eficiente para as amostras conservadas em śılica
gel. Feres et al., (2005) encontrou as mesmas dificuldades
ao usar a conservação em śılica gel para extração de DNA
de espécies do cerrado.

Como os estudos de diversidade genética serão conduzidos
com amostragem em diversos locais, em diferentes épocas
do ano, não se pode garantir a coleta de folhas apenas no
estágio jovem, sendo preciso considerar o uso de um método
que responda bem às diversas situações encontradas em
campo.

CONCLUSÃO

Sugere - se que os trabalhos de diversidade genética de
Qualea grandiflora sejam conduzidos utilizando - se ex-
tração de DNA genômico com base no protocolo CTAB
(Ferreira e Gratapaglia, 1996), utilizando - se de amostras

frescas, visto que foi o único método que ofereceu resultados
satisfatórios para as folhas em 3 estágios de maturação.
Estes resultados são importantes para que se obtenham
amostras de qualidade otimizando o tempo e os gastos de
reagentes, bem como o uso de equipamentos.
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