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Resumo

O presente estudo teve como objetivo avaliar dois métodos de armazenamento de tecidos foliares de
Eucalyptus cloeziana para a extragdo de DNA de boa qualidade para analises moleculares. Foi seguido
o protocolo descrito por Doyle e Doyle (1990) modificado para a extragdo de DNA. Dois métodos de
armazenamento de tecidos foliares foram testados, sendo o armazenamento em silica gel (TFS) e
armazenamento no freezer a -20°C (TFC). A quantificagao, avaliagdo da pureza e integridade do DNA
foram realizadas pelo NanoDrop® e pela electroforese em gel a 0,8%. O TFS permitiu a obtengéo de
um DNA gendmico integro, puro, e com melhor concentracdo para a espécie. Os valores médios
obtidos para a concentragdo de DNA para TFS situaram-se entre 427,68 ng. uL-' e 562,20 ng. uL™,
enquanto que para o TFC variaram entre 24,60 ng. yL' e 53,30 ng. uL'. A qualidade do DNA do TFS,
na razao Azeo/Azs0 esteve entre 2,06 nm e 2,01 nm e para TFC entre 1,61 e 1,41. O TFS apresentou
um DNA integro em relagao ao TFC. Assim conclui-se que 0 armazenamento dos tecidos foliares de
Eucalyptus cloeziana em silica gel permite a obtengcdo de DNA com melhor qualidade, quantidade e
integridade.

Palavras-chave: preservagdo de amostras. PCR. electroforese. quantificacdo de DNA.
Area do Conhecimento: Ciéncias agrarias-Engenharia florestal.
Introdugéao

O Eucalyptus cloeziana F. Muell (Gympie mesmate, Myrtaceae) € uma espécie de multiplos usos,
com excelentes caracteristicas tecnoldgicas da madeira, com destaque para a industria de méveis,
construcéo civil, moirbes de cerca, postes de eletricidade e de 6leo essencial a partir das folhas (Huang
et al., 2025, Lv et al., 2020).E uma espécie arbérea endémica de Queensland-Australia, que ocorre na
faixa de latitude entre 15°45" e 26°41°S e longitude entre 144°44" e 152°52" E. Essa espécie € adaptada
a regides tropicais e subtropicais, incluindo varias regides do territrio brasileiro, devido a sua
rusticidade e rapido crescimento (Lin et al., 2024; Reis et al., 2017).

Em decorréncia da importancia econémica do Eucalyptus cloeziana, faz-se necessaria a aplicagao

de estudos moleculares que permitam compreender melhor as caracteristicas genéticas da espécie.
Pesquisas em diversidade genética sédo valiosas para se compreender a distribuicdo das variagdes
genéticas e elucidar a evolugdo das espécies e estratégias mais adequadas de conservagao e
melhoramento (Lu et al., 2025).
Dessa forma, a extragdo de acido desoxirribonucleico (DNA) puro € um pré-requisito para qualquer
analise molecular, existindo metodologias disponiveis para o seu isolamento (Martins; Barbosa, 2020),
as quais irdo interferir na eficiéncia das demais analises subsequentes como a reacéo de polimerase
em cadeia (PCR), a selecao de iniciadores (primers) e amplificagdo de DNA (Bomfim et al., 2020;Rocha
et al., 2017).
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Entretanto, pode ocorrer a degradagcao do DNA mesmo antes da sua extragéo, se as amostras nao
forem corretamente manuseadas ou preservadas, o que justifica o armazenamento adequado dos
tecidos foliares (Mark et al., 2024). A rapida desidratacao de folhas em silica gel para posterior extragdo
de DNA oferece inimeras vantagens devido a sua simplicidade, facilidade de transporte e
armazenamento para o laboratério, facilidade no rompimento da parede celular dos tecidos foliares,
possibilidade de obtengdo de um DNA de qualidade satisfatéria e a sua preservagédo a longo prazo
(Feres et al., 2005). Deste modo, o objetivo deste estudo foi avaliar dois métodos de armazenamento
de tecidos foliares de Eucalyptus cloeziana para a extragdo de DNA de boa qualidade para analises
moleculares.

Metodologia

Em uma fazenda particular do Municipio de Lumindrias-Minas Gerais, situada nas coordenadas
geograficas 21°27°7286” S 44°58'7801” W, foram coletadas folhas jovens de brotagdes de cepas de
duas matrizes (M4 e M8) de um plantio de origem seminal de Eucalyptus cloeziana, estabelecido em
2007, conforme se ilustra na figura 1.

Apos a coleta das folhas, estas foram conservadas em papel aluminio, devidamente identificadas
(M4 e M8), acondicionadas em caixa de isopor, e posteriormente transportadas para o Laboratério de
Conservagao Genética de Espécies Florestais da Universidade Federal de Lavras. No laboratério, dois
tratamentos de armazenamento foram testados: (1) tecidos foliares armazenados em silica gel (TFS);
e (2) tecidos foliares congelados em freezer a -20°C (TFC). Aos dez dias apdés o armazenamento,
procedeu-se a extracdo do DNA gendémico utilizando o método CTAB (brometo de cetiltrimetilaménio)
proposto por Doyle e Doyle (1990) com algumas adaptacdes. Utilizou-se tampao de extracao Tris
hidrocloreto (Tris-HCL, pH 8,0) com 100 mM.L-*, 1,4 mol. L-! de cloreto de sddio, 2% de CTAB, 1% de
polivinilpirrolidona (PVP), 0,2% (v/v) de R-mercaptoetanol e 20 mM.L-' de &acido etilenodiaminote-
tracetico (EDTA). Em ftriplicatas, as amostras de tecidos foliares por tratamento foram maceradas
utilizando macerador automatico TissueLyser LT®, para o tratamento TFC e maceragdo manual
utilizando areia autoclavada para o tratamento TFS, até a obtencdo de um pé fino. Transferiu-se
aproximadamente 300 mg do pé do tecido vegetal macerado para os tubos eppendorf de 2,0 mL
devidamente identificados. Em cada tubo foi adicionado 700 pL de tamp&o de extragéo (2%, v/v), onde
seguidamente foi feita a homogeneizagao das amostras com auxilio do agitador do tipo vortex. As
amostras foram posteriormente incubadas em banho seco por 30 minutos a uma temperatura de 65°C,
homogeneizadas manualmente a cada dez minutos. Em seguida, foram realizadas duas lavagens,
pelos seguintes procedimentos: foi adicionado em cada tubo eppendorf 650 pL de cloroférmio: alcool
isoamilico (CIA, 24:1) e homogeneizadas manualmente até formar uma emuls&o, seguida de uma
centrifugacao a 10.000 rpm por 12 minutos. Transferiu-se a fase aquosa (sobrenadante) para um novo
tubo eppendorf de 2 mL. Ainda na capela adicionou-se 200 pL de tampao de extracéo e 650 yL de CIA
em cada tubo e suavemente agitados manualmente. Apds a finalizagdo da segunda lavagem,
transferiu-se a fase aquosa (sobrenadante) para um novo tubo eppendorf de 1.5 mL. Precipitou-se o
DNA adicionando 230 pL de Acetato de Amobnio e um volume aproximado de ~600uL de isopropanol
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gelado e, em seguida, homogeneizado manualmente. Centrifugou-se a 10.000 rpm por 12 minutos e
depois descartou-se o sobrenadante, lavou-se a superficie do precipitado usando 250 uL de etanol, em
trés etapas, tendo sido utilizado etanol 70% nas duas primeiras etapas e etanol 100% na ultima etapa.
Foi retirado o etanol e as amostras permaneceram na desidratagdo a temperatura ambiente, com facil
visualizagao do pellet. Ressuspendeu-se as amostras adicionando 40 uL de agua ultrapura com 40 ug.
mL-' de RNAse em cada tubo e deixou-se em banho seco a 37°C por 30 minutos, homogeneizando
manualmente a cada dez minutos. Apds a finalizagdo da extragdo do DNA, e para analises
comparativas dos dois tratamentos, foi avaliada a sua integridade pela técnica de electroforese em gel
de agarose a 0.8% corado com GelRed. A quantificacdo e qualidade do DNA foram avaliadas no
espectrofotdmetro NanoDrop® U.V.-vis 2000 (Thermo Scientific Wilmington, DE, USA) utilizando 1 pL
de cada amostra, cujos parametros para a pureza foram a absorbancia na razdo Azso/Azs0 =1,8-2,0 e
A260/A23022,0, respetivamente.

Resultados

Observou-se que os métodos de armazenamento das folhas interferiram na integridade, na
qualidade e na concentragao do DNA gendmico extraido nas duas matrizes de Eucalyptus cloeziana.
Na Figura 2 pode-se observar a diferenga na coloragdo das amostras provenientes de tecidos foliares
armazenados em silica gel (TFS) e no freezer a -20°C (TFC), ap6s a primeira centrifugagao (A) e ultima
centrifugacao (B) com a finalidade de obtencao de DNA. As amostras 4.1 e 8.1 proveem de amostras
TFS enquanto que as 4.2 e 8.2 proveem de amostras TFC. As amostras TFS apresentaram inicialmente
uma coloragao verde mais escura e no final, um sobrenadante mais claro, quase incolor. Por outro lado,
as amostras TFC apresentaram uma coloragao verde mais clara apds a primeira centrifugagéo e no
final, o sobrenadante apresentou-se com uma tonalidade mais amarelada quando comparadas com as
amostras TFS.

Figura 2. Coloragédo dos tecidos vegetais macerados de duas matrizes de Eucalyptus cloeziana (M4 e M8)
apos a primeira centrifugagéo (A) e sobrenadante apds 22 centrifugagéo (B), onde as amostras 4.1 e 8.1 foram
armazenadas em silica gel e as amostras 4.2 e 8.2 foram armazenadas em freezer a -20°C
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Fonte: Autores (2025).

Na Tabela 1 s&o apresentados os resultados das avaliagdes realizadas no espectrofotobmetro
NanoDrop®, referentes a quantidade e qualidade do DNA. As amostras TFS apresentaram
concentragdes de DNA com valores situados entre 427,68 e 562,20 ng. uL-!, enquanto que as amostras
TFC, obtiveram concentragdes que variaram entre 24,60 ng. uL-' e 53,50 ng. pL-', para as M4 e M8,
respetivamente.

Tabela 1. Quantificacdo e analise de pureza de amostras de acido desoxirribonucleico (DNA) a partir de 300
mg de tecidos foliares de duas matrizes de Eucalyptus cloeziana armazenadas em silica gel e no freezer a -20°C

Concentragao Qualidade média de DNA (nm)
Matriz Armazenamento média de F)NA Relagdo Relagdo
(ng. pL) A260/A280 A260/A230
M4 Silica gel 427,68 2,06 2,19
M8 Silica gel 562,20 2,01 2,09
M4 Freezer a -20°C 24,60 1,61 0,52
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M8 Freezer a -20°C 53,30 1,41 0,42
Fonte: elaborado pelos proprios autores.

A média da absorbancia Azs0/A2s0 das amostras TFS para as M4 e M8 foi de 2,06 nm e 2,01 nm,
respectivamente, enquanto que para as TFC situou-se entre 1,61 nm e 1,41 nm. Em relagcdo a
absorbancia Azeo/A230 0s valores situaram-se entre 2,09 nm e 2,19 nm para TFS e 0,42 nm e 0,52nm
para TFC, respetivamente (Tabela 1).

Os resultados da analise eletroforética visualizadas em gel de agarose a 0,8%, (Figura 3), revelam
uma integridade de DNA para as amostras de tecidos foliares de E cloeziana armazenadas em TFS
com uma visualizagdo nitida (amostras 4.1 e 8.1), enquanto que as amostras TFC apresentaram-se
com sinais de degradacao, pois séo menos nitidas e com algumas falhas (amostras 4.2 e 8.2).

Figura 3. Resultado da avaliagdo da integridade do DNA em electroforese em gel de agarose 0.8%, para
amostras provenientes de tecidos foliares de Eucalyptus cloeziana armazenados em silica gel (4.1 e 8.1) e em
freezer a -20°C (4.2 e 8.2

Fonte: elaborado pelos proprios autores

Discussao

Os resultados apresentados na Tabela 1, obtidos de 300 mg de tecidos foliares de E. cloeziana
demonstram que o armazenamento TFS apresentou maiores concentragdes de DNA quando
comparadas com as amostras do armazenamento TFC, com os maiores valores de 562,20 ng. uL' e
de 53,30 ng. uL',para TFS e TFC, respetivamente. Portanto o TFS apresentou-se com DNA suficiente
para analises moleculares subsequentes.

Estes resultados contrastam com os obtidos por Martins e Barbosa (2020), onde amostras de
Geissospermum urceolatum, apesar de terem apresentado rapida desidratagdo apds exposicao em
silica gel por 24 horas, tiveram sinais de oxidacao e degradacédo de DNA, com concentra¢des variando
entre 50, 100 e 200 ng. yL-'. Entretanto, Vega-Vela, Sanchez (2011) observaram uma concentragao
média de DNA de 21,73 ng. yL-' em 16 espécies de plantas medicinais e aromaticas usando 150 mg
de tecidos foliares frescos, significando que os obtidos no presente estudo se encontram dentro dos
padrdes aceitaveis.

Hepp et al. (2020) ao extrairem DNA genémico usando CTAB adaptado de Doyle e Doyle (1990)
em Eugenia uniflora L., reportaram uma concentragdo média de DNA de 315,94 ng. uL-' e um indice
de pureza das amostras de 1,90. Portanto, os valores de concentragao de DNA podem ser influenciados
pelas caracteristicas inerentes a espécie e pelo método de armazenamento das amostras. Esse fato é
corroborado por Costa e Moura (2001), onde foi constatada que a quantificacdo de DNA apds a
extracdo € uma etapa fundamental para a eficiéncia da reag¢édo de polimerase em cadeia (PCR) pois,
concentragoes de DNA inadequadas implicarao falhas nas etapas subsequentes, podendo estas variar
em funcdo do genoma e protocolo de extragao utilizado. De acordo com Barbosa (1998), a pureza do
DNA refere-se a auséncia de contaminantes que possam interferir em analises moleculares, sendo
avaliada pela razdo Azeo/A2s0 € razao Azeo/A2s0. A faixa ideal para o DNA puro varia entre 1,8 e 2,0
(A2e0/A280) que indicam auséncia de proteinas ou fendis e entre 2,0 e 2,2 para auséncia de
contaminantes organicos, sais, detergentes, entre outros contaminantes. Os mesmos autores
afirmaram que quando os valores da absorbancia Azeo/Az30 forem inferiores ao esperado (1.8-2.2), estas
sinalizam a presencga de possivel contaminagao por carboidratos, fendis, guanidina ou glicogénio. No
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presente estudo foi avaliada a pureza das amostras pelo método de leitura das absorbancias (Azeo/Azso
e Aze0/A230) no espectrofotdbmetro NanoDrop®. A absorbancia Azeo/A230 para as amostras TFS, tanto
para a M4 quanto para a M8, apresentaram valores dentro de padrdes aceitaveis, situando-se entre
2,19 nm e 2,09 nm para M4 e M8, respetivamente. Resultados semelhantes aos encontrados neste
estudo foram relatados por Bomfim et al. (2020) em folhas de plantas adultas de Elaeis guineensis com
absorbancia A2s0/Azs0 variando de 1,22 e 2,07, com ligeira contaminagéo atribuida ao acondicionamento
inapropriado durante a coleta e transporte. Do mesmo modo, Vieira et al., (2015) ao trabalharem com
Neoraputia alba utilizando o protocolo de extragdo de Doyle e Doyle (1990) encontraram valores de
absorbancia (A2e0/A2s0) variando entre .1,76 e 1,88, também considerados aceitaveis, apds testes de
diferentes métodos de armazenamento de tecidos foliares. As amostras TFC apresentaram valores fora
dos padrdes ideais da absorbancia Azs0/A230, denotando alguma contaminagao, cujos valores oscilaram
entre 0,52 nm e 0,42 nm para M4 e M8, respetivamente. Bomfim et al. (2020) obtiveram valores da
absorbancia Azs0/A230 na faixa entre 0,88 e 2,09 com a maioria em torno de 1,7, indicando auséncia de
contaminagdo por polissacarideo e fenol. Outrossim, Furtado-Filho et al. (2021) ao compararem
métodos de isolamento de DNA em ipé-amarelo (Handroanthus serratifolius) usando o protocolo de
extracdo desenvolvido por Doyle e Doyle (1990), obtiveram uma concentragdo de DNA de 740,7 ng.
ML enquanto que para a estimativa de pureza, se obteve valores da razdo Azeo/A2so A260/A230 de 1,85
e1,55, respetivamente, sendo consideradas puras. Zanetti et al. (2019), ao testarem diferentes
protocolos para extragdo de DNA gendmico em pau-de-balsa (Ochroma pyramidale) a partir de 150 mg
de tecidos foliares armazenados em sacos plasticos contendo silica em freezer a -20°C, observaram
uma média da razdo Azeo/Azs0, acima de 1,9, revelando auséncia de contaminagéo por proteinas.
Krishnan et al. (2024) ao utilizarem o protocolo CTAB em trés espécies arbéreas (Prosopis cineraria,
Conocarpus erectus e Phoenix dactylifera) obtiveram um DNA de alta qualidade (1,75-1,85) e uma
concentragao acima de 2. Ainda no mesmo estudo foi de 291+ 21,2 e 279+29,7, respetivamente. A
razdo Azeo/A2s0 do DNA das amostras secas oscilou entre 1,69 a 1,75, enquanto que a razdo Azeo/A230
situou-se entre 1,70 e 1,79. A Figura 3 apresenta a analise eletroforética do DNA, evidenciando
resultados satisfatorios da integridade do DNA para as amostras TFS (4.1 e 8.1) por serem nitidas e
nao apresentarem nenhum arraste, enquanto que as demais que correspondem a TFC ndo sdo nitidas
(4.2 e 8.2) indicando degradacao do DNA da espécie.

Os resultados alcancados no presente estudo sdo uUteis para um planejamento adequado do
armazenamento dos tecidos foliares de Eucalyptus cloeziana com a finalidade de extragdo de DNA em
quantidade e qualidade desejaveis.

Conclusao

Com base nos resultados encontrados no presente trabalho conclui-se que as amostras de tecidos
foliares de Eucalyptus cloeziana armazenadas em silica gel apresentaram DNA gendmico com melhor
concentragdo (427,68 ng. uL' e 562,20 ng. pL-"), melhor integridade e melhor pureza com a razao
Aze0/Azs0 entre 2,01 e 2,06 razdes Azs0/A230 com valores entre 2,09 e 2,19, respetivamente.
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