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EXTRACAO DE DNA EM MANGABEIRA (Hancornia speciosa Gomes)
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RESUMO: A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes — Apocynaceae) é uma planta nativa do Brasil, com
crescente devastacdo nas areas de ocorréncia natural. Estudos de diversidade genética tem sido desenvolvidos para
elaboracdo de estratégias de conservacdo da espécie. Devido a demanda de pesquisadores interessados na busca de
um protocolo padronizado para extracdo de DNA de mangabeira, o presente trabalho foi desenvolvido para avaliar a
eficiéncia de protocolos de extracdo de DNA na aplicagdo de técnicas moleculares em amostras da espécie. Foram
utilizadas folhas jovens provenientes de acessos do Banco Ativo de Germoplasma de Mangaba da Embrapa
Tabuleiros Costeiros, localizado em Itaporanga d’Ajuda, Sergipe. Foram testadas quatro protocolos e os acidos
nucleicos obtidos foram quantificados em espectrofotdmetro. Trés amostras com as maiores concentragdes de DNA
foram utilizadas nos diferentes protocolos para a PCR-ISSR utilizando seis primers (UBC 864, UBC 848, UBC 835,
UBC 817, UBC 811 e UBC 80). A anélise conjunta da quantificacdo e amplificacdo da PCR sugere a recomendacao
do protocolo de extracdo 2 (PE2) para extracdo de DNA de mangabeira.

Palavras-chave: Frutas nativas. Recursos genéticos. Marcadores moleculares

DNA extraction in mangaba tree (Hancornia speciosa Gomes)

SUMMARY': Mangaba tree (Hancornia speciosa Gomes — Apocynaceae) is a native plant of Brazil, with
increasing devastation in areas of natural occurrence. Studies of genetic diversity have been developed for the
elaboration of strategies of conservation. Due to the demand of researchers interested in the search for a standardized
protocol for extraction of DNA, the present work was developed to evaluate the efficiency of DNA extraction
protocols in the application of molecular techniques in samples of the species. Young leaves were obtained from
accessions of the Germplasm Bank of Embrapa Tabuleiros Costeiros, located in Itaporanga d'Ajuda, Sergipe. Four
protocols were tested and the nucleic acids obtained were quantified in spectrophotometer. Three samples with the
highest concentrations of DNA were used in the different protocols for the PCR-ISSR using six primers (UBC 864,
UBC 848, UBC 835, UBC 817, UBC 811 and UBC 80). The joint analysis of PCR quantification and amplification
suggests the recommendation of extraction protocol 2 (PE2) for the DNA extraction in mangaba.

Keywords: Native fruits. Genetic resources. Molecular markers

INTRODUCAO

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes - Apocynaceae) ¢ uma planta nativa do Brasil, e esta
entre as primeiras espécies frutiferas cuja ocorréncia foi relatada pelos exploradores da costa do Brasil no
século XVI, pois apresenta ampla distribuicdo geogréafica (LIMA, 1957). E uma espécie tipica dos
Cerrados, tabuleiros costeiros e baixada litoranea do Nordeste (SILVA JUNIOR; LEDO, 2006). O
potencial para o aproveitamento do seu fruto, a mangaba, é bastante variado, sendo utilizada para o
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consumo in natura e industrializacéo de polpa, sucos, coquetéis, doces em calda, geleias, sorvetes, licores,
vinhos e xaropes, demonstrando potencial para a agroindustria. A mangaba apresenta alto valor nutritivo,
medicinal e econdmico (FERREIRA; MARINHO, 2007).

E a regido Nordeste que se destaca na producdo do fruto. Houve um declinio na produgdo no
triénio 2011-2013, entretanto, em 2014 a produgéo foi de 685 toneladas (CONAB, 2015). Entre os fatores
que contribuiram para a diminuicdo destas areas estd o desmatamento da vegetacdo nativa, motivo que
impulsionou a formagdo de bancos de germoplasma de mangabeira, uma tentativa de garantir a
conservacgdo da diversidade genética da espécie.

Algumas pesquisas ja foram realizadas com o intuito de descrever diversidade genética em
populagbes naturais de mangabeira e também em acessos de bancos de germoplasma. Mas por serem
recentes e limitados, esses estudos devem continuar sendo desenvolvidos para garantir a geracao de mais
informacBes sobre tais aspectos e assim subsidiar estratégias para programas de conservacao e
melhoramento genético da espécie.

No processo de caracterizacdo genética utilizando-se técnicas moleculares, uma das principais
etapas é a extracdo de DNA, pois qualquer problema no seu desenvolvimento compromete a sequéncia dos
futuros passos. O sucesso nesta etapa depende de varios fatores, inclusive a adequacdo do protocolo
(EMBRAPA, 2001).

Entre as diversas metodologias que podem ser utilizadas para extragdo de DNA de plantas, 0s
protocolos de Doyle; Doyle (1987;1990) sdo bastante citados na literatura, com e sem modificagdes.
Devido a demanda de pesquisadores interessados na busca de um protocolo padronizado para extragdo de
DNA de mangabeira, no presente trabalho foram descritos e avaliados quatro protocolos, com o objetivo
de padronizar e recomendar uma extracdo de DNA eficiente para a espécie Hancornia speciosa Gomes.

MATERIAL E METODO

O material vegetal para estudo foi obtido de acessos do Banco Ativo de Germoplasma de
mangabeira (Figura 1-A), localizado em Itaporanga D’ajuda - SE, pertencente & Embrapa Tabuleiros
Costeiros, fiel depositaria da espécie. Imediatamente ap6s a coleta de folhas jovens e sadias, as mesmas
foram acondicionadas em sacos plasticos, identificadas e depositadas em isopor com gelo, para evitar
oxidacdo (Figura 1-B). O material foi recebido no Laboratério de Biologia Molecular da Embrapa
Tabuleiros Costeiros, em Aracaju - SE, onde foram organizados e armazenados em ultra freezer a - 80°C
(Figuras1-C e D).
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Figura 1. (A) Procedimento de coleta das folhas jovens de mangabeira; (B) acondicionamento em sacos
plasticos e isopor com gelo; (C) recepgdo e organizagdo das amostras no laboratério e (D) armazenamento
de folhas de mangabeira em freezer a -80°C.

O éxito na etapa de extracdo depende de varios fatores, inclusive a adequacéo de protocolo. Para a
extragdo de DNA de mangabeira foram testados os seguintes protocolos:

a) Protocolo de extracdo 1 (PE1) — DOYLE; DOYLE (1987), adaptado por LOIOLA et al.
(2016): Usou-se duas folhas, previamente lavadas e cortadas, evitando-se as nervuras. O material vegetal
foi macerado em almofariz com auxilio de nitrogénio liquido, onde adicionou-se 1000 pL de tampédo (2%
de CTAB — brometo de cetiltrimetil aménio; EDTA — 0,5 M pH 8,0; Tris-Cl — 1 M pH 8,0; NaCl 5M; e
2% de PVP), sem P-mercaptoetanol. Posteriormente o material foi transferido para microtubos de
capacidade de 2 mL, identificados, e as amostras foram incubadas em banho-maria a 65°C no intervalo de
30 a 40 minutos, com inversdo dos microtubos a cada 10 minutos. Adicionou-se 800 uL de solugéo 24:1
de cloroférmio alcool isoamilico e as amostras foram homogeneizadas, com leves inversGes por 2
minutos. Houve centrifugagdo por 10 minutos a 13.500 rpm, seguida da transferéncia da fase superior para
um novo microtubo e adicionou-se 500 uL de isopropanol gelado (a -20°C). As amostras foram
homogeneizadas com leves inversfes até as fases se misturarem, e incubadas overnight a 20°C. Uma nova
centrifugacdo ocorreu por 5 minutos a 13.500 rpm, a qual foi adicionado o isopropanol, e o sobrenadante
de cada amostra foi descartado. Ao precipitado foi adicionado 450 pL de solucdo de etanol 70%, e
centrifugado por 5 minutos a 13.000 rpm. Descartou-se 0 sobrenadante e repetiu-se o procedimento
anterior. O precipitado foi seco a temperatura ambiente por 12 horas e posteriormente ressuspenso com 60
uL de solucéo de TE (tris-HCI/EDTA), seguido de leve agitacdo para dissolucdo do DNA. As amostras
foram mantidas em freezer a -20°C.

b) Protocolo de extracédo 2 (PE2) — DOYLE; DOYLE (1990), adaptado por ALZATE-MARIN
et al. (2005): Para extracdo do DNA gendmico, primeiramente foi pré-aquecido 750 uL de tampéo de
extracdo (CTAB 2%) a 65°C em banho-maria. Acrescentou-se na hora do uso 2 pL de P-mercaptoetanol e
3 uL de proteinase K (10 mg/mL) para cada 1 mL de tampdo de extragdo. Em microtubos de 2 mL, com
auxilio de nitrogénio liquido foram macerados 15 discos de aproximadamente 5 mm de folhas jovens e
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sem nervuras, adicionando o tampdo de extracdo pré-aquecido e mexendo delicadamente. As amostras
foram incubadas por 30 minutos a 50°C. Elevou-se a temperatura a 65°C por 45 minutos, onde foram
homogeneizadas a cada 10 minutos. Apds isso, as amostras permaneceram em descanso em temperatura
ambiente, e ap6s 30 minutos adicionou-se 500 pL de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1). Essa mistura
foi invertida gentilmente por 8 minutos e colocada em agitador de tubos 50x, seguida de centrifugacéo a
6.900 rpm a 20°C por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e colocado em um novo microtubo de 2
mL. Adicionou-se 400 pL de isopropanol gelado, misturado gentilmente para precipitagdo dos acidos
nucleicos. Apds intervalo de 12 horas, as amostras foram acondicionadas em freezer a -20°C.
Posteriormente, foram centrifugadas em alta velocidade, 10.000 g por 10 minutos, descartando o
sobrenadante. Adicionou-se 500 uL de etanol 70% para soltar o precipitado da parede do microtubo, e em
seguida as amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm por 5 minutos. Descartou-se o etanol 70% e foi
repetida a etapa anterior, eliminando novamente o etanol 70%, e adicionando 500 pL de etanol 100%. As
amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm por 5 minutos para eliminacéo total do etanol. As amostras
foram secas em temperatura ambiente por 12 horas, e o precipitado ressuspenso em 100 uL de TE.

c) Protocolo de extragdo 3 (PE3) —- DOYLE; DOYLE (1987), adaptado por ALZATE-MARIN
et al. (2005), com modificacGes: Inicialmente, para a extragdo do DNA genémico foi adicionado 1 mL de
tampéo de extracdo (CTAB 2%) em microtubos de 2 mL, e entdo colocados em banho-maria a 65°C. Com
auxilio de tesoura previamente esterilizada com &lcool 70%, a amostra vegetal foi cortada sem nervuras,
com massa de aproximadamente 3 g. O material vegetal foi colocado em almofariz, adicionado 100 mL de
nitrogénio liquido para maceracao até obtencdo de um po6 fino. Adicionou-se 20 pL de P-mercaptoetanol e
0 material foi homogeneizado e transferido para o microtubo que continha a solucdo de extracdo. Estes
foram depositados em uma caixa térmica com gelo até completar todas as extracfes das amostras.
Posteriormente as amostras foram transferidas ao mesmo tempo para o banho-maria entre 60 e 70°C por
30 minutos, e vertidas 5 vezes a cada 10 minutos. As amostras permaneceram por mais 30 minutos em
banho-maria entre 60 a 70°C. Adicionou-se 1 mL de cloroférmio: &lcool isoamilico e os microtubos foram
fechados e vertidos 50 vezes manualmente. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm
por 10 minutos. A fase aquosa (fase superior) foi removida para um novo microtubo, evitando qualquer
proteina desnaturada presente na interface. Adicionou-se cloroférmio: alcool isoamilico no mesmo volume
da fase removida e foram centrifugadas por mais 10 minutos, seguida de remocao da fase aquosa e adigdo
de 400 pL de isopropanol gelado. As amostras foram incubadas por 20 minutos a -20°C por 12 horas, e
centrifugadas a 12.000 rpm por 5 minutos. Os procedimentos anteriores foram repetidos mais uma vez,
descartando-se a fase liquida. As amostras secaram a temperatura ambiente em overnight. Apo6s a
secagem, adicionou-se 100 uL de TE, e entdo homogeneizadas com leves inversges.

d) Protocolo de extracdo 4 (PE 4) — DOYLE; DOYLE (1987), adaptado por COSTA et al.
(2011): No momento da extragdo do DNA gendmico, em tubos falcon de 15 mL foram adicionados10 mL
de tampé@o de extracdo de acordo com o método CTAB 2%. Os tubos foram colocados em banho-maria a
65°C. Trés folhas jovens foram selecionadas e maceradas em almofariz com 100 mL de nitrogénio
liquido. Depois de obtido um p6 fino do material, foi adicionada a solugdo tampdo CTAB 2% pré-
aquecida, e 20 pL de P-mercaptoetanol. A mistura foi homogeneizada ainda no almofariz com auxilio do
pistilo e transferida para o tubo que continha a solucdo de extragdo CTAB. Os tubos foram colocados em
caixa térmica com gelo até completar todas as extracdes das amostras, em seguida, foram transferidas ao
mesmo tempo para o banho-maria a 65°C, por 30 - 60 minutos. Foram retirados 1.000 pL de cada amostra
e transferidos para microtubos de 2 mL (3 repeticOes de cada amostra). Adicionou-se 1.000 pL de
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cloroférmio: alcool isoamilico (24:1), e os microtubos foram fechados e vertidos lentamente por 50 vezes.
As amostras foram centrifugadas a 7.000 rpm por 30 minutos a 4°C. A fase aquosa (fase superior) foi
coletada e depositada em um novo microtubo de 2 mL, ao qual foi adicionado acetato de sédio 3M diluido
em etanol 95% (1:6) no mesmo volume da fase aquosa coletada. Em freezer (-20°C), as amostras foram
armazenadas por 24 horas para precipitacdo do DNA. Posteriormente, houve nova centrifugacéo a 14.000
rpm por 10 minutos. O acetato de sédio 3M foi eliminado com cuidado para ndo perder o precipitado.
Adicionou-se 1.500 uL de etanol 70% ao precipitado. As amostras foram armazenadas por 10 minutos a
temperatura ambiente, e depois centrifugadas por 10 minutos a 4000 rpm. O etanol foi descartado com
cuidado para n&o perder os precipitados, deixando-os secar ao ar livre. Adicionou-se 100 uL de TE (Tris-
HCI 10 mM pH 8,0: EDTA 1mM). As repeticdes com DNA solubilizado em TE foram reunidas em um
Unico microtubo de 1,5 mL deixado em repouso na geladeira (4 a 10°C) por 4 horas.

Apbs o processo de extracdo, torna-se necessdrio proceder a quantificacdo para verificar a
quantidade de DNA obtida. Essa é uma etapa fundamental para a eficiéncia da reacdo de PCR (reagdo de
polimerase em cadeia), e é necessaria porque a concentracdo de DNA inadequada implicara em falhas nas
etapas subsequentes (EMBRAPA, 2001). Dentre as técnicas disponiveis para estimar a concentracdo de
DNA, as mais utilizadas sdo a leitura em espectrofotdmetro e a analise comparativa em gel de agarose
corado em brometo de etidio. Para a padronizacdo da quantidade de DNA por amostra foi utilizado 2 pL
no espectrofotdmetro digital (THERMO Scientific NANODROP 2000c) nas faixas de 260 a 280 nm, para
a quantificacdo do DNA. Apos a quantificacdo, as amostras foram diluidas em TE (Tris-HCL 10 Mm, Ph
8,0; EDTA) e armazenadas em freezer (-20°C) até a realizagdo das reacOes de ISSR.

Figura 2. (A) Amostra do DNA de mangabeira sendo colocada para quantificacdo; (B) quantificagdo em
espectrofotdmetro nanodrop e (C) visualizacdo dos resultados de quantificagéo.

O DNA extraido foi avaliado em gel de agarose a 0,8%, com TBE 1x, para confirmar a qualidade
e a presenca do material desejado. Foram utilizadas aliquotas de 6 pL de &gua ultrapura, 2 L de DNA de
cada amostra e 2 UL de solucdo de carregamento (Azul de bromofenol 0,001 % p/v; glicerol 40% v/v). Foi
realizada uma eletroforese horizontal durante 1 hora a 100 Volts. Em seguida, o gel resultante foi corado
com Brometo de Etidio, por cerca de 30 minutos, e fotodocumentado em equipamento Gel doc L-pix HE
(Loccus Biotecnologia, Brasil).

As reacdes de PCR foram realizadas em um volume total de 20 pL, seguindo o protocolo
comercial Invitrogen®, contendo: 1,0 uL de DNA de cada amostra, em um mix contendo: 0,2 pL dos
primers da University of British Columbia (UBC 864, UBC 848, UBC 835, UBC 817, UBC 811, UBC
807), que nortearam a regido do DNA a ser ampliada; 0,4 pL de DNTP que formaram as novas fitas de
DNA,; 15,6 pL de H20, 2,0 pL de tampéo, 0,6 pL de MgCl,. e 0,2 puL de Tag DNA Polimerase.
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Em termociclador, as amostras foram inicialmente submetidas a desnaturacdo a 95°C por cinco
minutos, seguidas por 45 ciclos de amplificagdo. A cada ciclo, as amostras sofreram em cadeia a
desnaturacdo a 94° C por um minuto, anelamento a diferentes temperaturas (tabela 1) por 45 segundos, e
finalmente extensdo a 72° C por dois minutos.

Tabela 1. Primers ISSR utilizados na amplificacdo do DNA de folhas jovens de mangabeira (Hancornia
spciosa Gomes).

Primers ISSR Sequéncias 5° 3’ Temperatura de anelamento (°C)
UBC 864 ATG ATG ATG ATG ATG ATG 43,6
UBC 848 CAC CAC CACCACCACCAC 53
UBC 835 AGA GAG AGA GAG AGA GYC 55
UBC 817 CAC ACA CAC ACACAC AA 50,4
UBC 811 GAG AGA GAG AGA GAG AT 53
UBC 807 AGA GAG AGA GAG AGA GT 50,4

O resultado da amplificagcdo foi submetido a eletroforese horizontal, em gel 1,5% de agarose,
durante 1 hora a 100 Volts. Foram utilizadas aliquotas de 18 uL de cada amostra e 2 pL de solugdo de
carregamento (Azul de bromofenol 0,001 % p/v; glicerol 40% v/v). Em seguida, o gel foi corado com
Brometo de Etidio, por cerca de 60 minutos. Para a mensuracdo do padrdo dos fragmentos foi utilizado o
marcador de peso molecular de 1KB,(Promega, Madison, South Dakota, EUA). A visualizacdo dos
resultados foi realizada em equipamento de fotodocumentacdo Loccus L-pix HE (Loccus Biotecnologia,
Brasil).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Tanto a quantificacdo de DNA em espectrofotdmetro, quanto a quantificacdo em gel mostraram
diferencas nos resultados em funcdo do tipo de protocolo de extracdo. A quantificacdo em
espectrofotdmetro revelou maiores concentragdes de DNA quando usou-se o protocolo DOYLE; DOYLE
(1987) adaptado por LOIOLA et al. (2016) — PE1(Tabela 2).

Tabela 2. Quantificacdo de DNA de mangabeira (ng/pL) oriundo de trés protocolos de extragdo: PEL -
LOIOLA et al. (2016); PE2 - ALZATE-MARIN et al. (2005) e PE3 - ALZATE-MARIN et al. (2005) com
modificagoes.

Amostras PE1 PE2 PE3
DNA 260/280 DNA 260/280 DNA  260/280
(ng/pL) (ng/uL) (ng/pL)
1 264,85 1,53 88,22 1,61 81,9 8,53
2 438,90 1,61 68,60 1,45 31,45 2,12
3 805,85 1,47 84,85 1,69 115,7 2,32
4 759,30 1,23 182,20 1,83 38,05 2,16
5 1214,15 1,67 295,0 1,70 25,65 3,32
6 49,70 0,25 174,0 1,89 99,65 2,31
7 250,30 0,78 110,05 1,71 38,75 2,30
8 53,55 1,08 200,70 1,86 296,6 1,89
9 292,80 0,55 62,55 1,65 78,5 3,96
10 53,00 0,89 134,70 1,74 92,15 2,09
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Os protocolos avaliados diferem entre si principalmente em relagdo a forma de maceracéo (em
microtubo ou almofariz), tipos e quantidades de reagentes utilizados para extracdo de DNA (CTAB, #-
mercaptoetanol e proteinase K). Foi observado que a presencga e quantidade destes ou outros reagentes
podem interferir nos resultados de quantificagéo.

A visualizacdo do DNA em gel permitiu observar que utilizando o protocolo DOYLE; Doyle
(1987), adaptado por COSTA et al. (2011) — PE4 - ndo foi possivel visualizar fragmentos do DNA
amplificados (Figura 3). Dessa forma, as amostras extraidas por esse protocolo foram eliminadas dos
testes de PCR. Este protocolo difere dos demais testados principalmente em relagcdo & quantidade de
solucdo tampéo (CTAB) utilizada para extracdo que é consideravelmente maior, o que pode ter interferido
nos resultados de quantificagédo de DNA.

O PEL1, adaptado por LOIOLA et al. (2016) proporcionou a obtenc¢do de concentragcdes maiores de
DNA, mesmo sendo o Unico entre os testados a ndo utilizar f-mercaptoetanol com o tampdo de extracéo.
Isso indica que este reagente ndo interfere na quantidade de DNA extraido, o que também foi comprovado
por SILVA et al. (2014) ao testar diferentes concentragdes de P-mercaptoetanol em protocolos de extragéo
de DNA de Anacardium giganteum.

Figura 3. Fotodocumentacédo de gel de quantificacdo de DNA de mangabeira. Canaletas de 1 a 10: PE1 —
LOIOLA et al. (2016); de 11 a 20: PE2 - DOYLE; DOYLE (1990) modificado por ALZATE-MARIN et
al. (2005); de 25 a 34: PE3 - DOYLE; DOYLE (1987) adaptado ALZATE-MARIN et al. (2005), com
modificagdes; de 35 a 44: PE4 — COSTA et al. (2011). As canaletas de 21 a 24 e as de 45 a 48 néo
continham amostra.

12 3 45 67 8 910111213141516 1718 1920212223 24

‘n-\'bﬁ.',‘.‘.qnygn» £

25262728 29303132 33343536 373839 404142 43444546 47 48

Um dos aspectos importantes na extracdo é que a quantidade de DNA necessaria varia em funcao
da técnica molecular a ser utilizada (COSTA; MOURA, 2001). Apesar de ter proporcionado a obtencédo de
concentracdes maiores de DNA, o PE1 ndo proporcionou bons resultados para amplificacdo através de
PCR-ISSR. Foi o protocolo adaptado por ALZATE-MARIN et al. (2005) — PE2 - que mostrou o0s
melhores resultados de amplificacdo, visto que dos seis primers testados, quatro (UBC 807, UBC 811,
UBC 835 e UBC 848) foram eficientes (Figura 4).

Este protocolo foi 0 Unico entre os testados a utilizar proteinase K, o que pode ter proporcionado a
obtencdo de amostras de DNA de melhor qualidade, j& que este reagente € responsavel pela
desproteinacdo do extrato celular. Avaliando métodos de extracdo de DNA de Araucaria angustifélia,
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MAZZA; BITENCOURT (2000) obtiveram material génico de qualidade através da adi¢do da proteinase
K durante a execugdo de protocolo. Resultados semelhantes foram obtidos por PAIVA et al. (2014), no
estudo de modificagdes na metodologia de extracdo para obtencdo do material genético de macrofitas
aquaticas.

Figura 4. Fragmentos de DNA de mangabeira utilizando seis primers ISSR (UBC807, UBC 811, UBC
817, UBC 835, UBC 848 e UBC 864) em trés protocolos de extracdo (1 — LOIOLA et al. (2016); 2 —
DOYLE; DOYLE (1990) modificado por ALZATE-MARIN et al., (2005); 3 - DOYLE; DOYLE (1987)
adaptado ALZATE-MARIN et al. (2005), com modificagdes. P: padrdo 1Kb; CN: controle negativo.

UBC 807 UBC 811 UBC 817
P CN

Tanto os resultados da quantificagdo quanto da PCR sugerem que o melhor protocolo para
extracdo de DNA de mangabeira seja 0 de ALZATE-MARIN et al. (2005), que encontra-se ilustrado
detalhadamente a seguir (Figuras 5, 6 e 7).

Figura 5. (A) Maceragdo das folhas de mangabeira em microtubos contendo nitrogénio liquido; (B)
Adicdo do tampao de extracdo; (C) Banho-maria por 1 hora; (D) Adicdo de cloroférmio.
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Figura 6. (E) Centrifugacdo por 10 minutos; (F) Coleta da fase aquosa; (G) Transferéncia para novo tubo
e adi¢do do isopropanol; (H) Centrifugacao por 10 minutos.

'
/-{ :

Figura 7. () Descarte do sobrenadante e lavagem do precipitado; (J) Centrifugacdo por 5 minutos; (K)
Secagem das amostras e (L) adigdo de TE.

CONCLUSAO

Sugere-se a preferéncia pelo protocolo de DOYLE; DOYLE (1990) adaptado por ALZATE-
MARIN et al. (2005) para a extracdo de DNA de folhas de mangabeira, devido & qualidade e amplificagdo
do DNA com os primers ISSR testados e a otimizacao do tempo.
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