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Avaliacdo demétodosde preservacdo deamostrasdeplantasde
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ABSTRACT — (Evaluation of methods of neotropical savanna plant samples preservationfor yielding high quality DNA for
molecular studies). Methodsfor the preservation of leaf sample from plants occurring in neotropical savannaswere compared,
with theaim to get high quality DNA for molecular studies. Different methodsfor DNA isolation of the same sampleswerealso
compared. The DNA quality was evaluated by two empirical methods: digestion of the DNA with threerestriction enzymesand
by amplification of the mitochondrial cox3 gene by PCR. The results show that, for the savanna plantsinvestigated, the most
commonly employed method for plant sample preservation (quick dehydratation using silicagel) is not the most efficient. Our
results demonstrate theimportance of testing different methods of plant tissue preservation for molecul ar studiesto guarantee
high quality DNA. For plantsfrom neotropical savannas, the silicagel method might be often less efficient than other equally
simple methods of sample preservation.
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RESUM O — (Avaliacdo de métodos de preservacdo de amostras de plantas de savanas neotropicais paraa obtencdo de DNA
de ata qualidade para estudos moleculares). Foram comparadas metodologias para preservacdo de amostras de folhas de
plantas de savanas neotropicais, visando a posterior obtencdo de DNA de alta qualidade para estudos moleculares. Foram
também testadas diferentes metodol ogias para extracdo de DNA das amostras investigadas. A qualidade do DNA extraido foi
avaliada através de dois métodos: por digestdo, utilizando-se trés enzimas de restricéo e através da amplificacdo do gene
mitocondrial cox3 (subunidade 111 da citocromo oxidase) por PCR. Os resultados revelaram que, para as plantas de savanas
investigadas, a metodologia de preservagéo de amostras mais comumente empregada pel os botanicos (desidratacdo répida
usando silica-gel) ndo é a mais eficiente. Os resultados obtidos demonstram a importancia de testar diferentes métodos de
preservacdo de amostras vegetais para estudos moleculares, para garantir a obtencdo de DNA de alta qualidade. Para as
plantas de savanas neotropicais, 0 método de preservacdo em silica gel pode ser menos eficiente do que outros métodos
igualmente simples de preservacéo de amostras.

Pdavras-chave- andlisesmoleculares, extracdo de DNA, plantasde savanastropicais, preservacdo de amostras, sistematicamolecular

Introducéo

Nos ultimos anos, estudos envolvendo marcadores
moleculares tém tido umaimportanciacadavez maior
na sistemética vegetal. Tal fato pode ser facilmente
comprovado pelo aumento exponencial de publicactes
de trabalhos que utilizam caracteres de DNA para a
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reconstrucdo da filogenia de um ou varios grupos de
plantas ou para estudos filogeograficos.
Concomitantemente aos estudos filogenéticos, a
metodologia de coleta, tratamento e conservacdo de
amostras de plantas para estudos moleculares tem sido
intensamente debatida (Doyle & Dickson 1987, Chase
& Hills1991, Sytsmaet al. 1993, Taylor & Swann 1994,
Dessauer et al. 1996). Naturalmente, a obtencéo de
DNA de boa qualidade € um passo fundamental parao
sucesso das andlises moleculares.

A experiéncia mostra que a utilizagdo de material
fresco éideal paraarealizagdo de estudos moleculares
(Sytsma et al. 1993). Entretanto, nos estudos com
plantas silvestres, isso nem sempre é possivel. Na
maioria dos casos, as plantas ocorrem em locais
distantes dos centros de pesqguisa e 0 seu cultivo pode
ser dificil, como ocorre com muitas plantas de cerrado
ede campo rupestre. Por esses motivos, 0 método mais
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comumente utilizado para preservar amostras para
posterior extracdo de DNA é a rpida desidratacao,
principalmente de folhas, em silicagel (Chase & Hills
1991). Tal método oferece inUmeras vantagens,
principa mente, devido a sua simplicidade, otimizagdo
de espago fisico tanto para o transporte quanto para
seu armazenamento no laboratério e também pela
preservacdo do DNA das amostras dessecadas por um
longo prazo. Outras vantagens de se usar tecido seco
em estudos moleculares é o fato dele poder ser rompido
com maior facilidade e a qualidade do DNA ser, em
geral, bastante satisfatoria. Além disso, no estado
desidratado, o DNA é menos suscetivel a degradacdo
guimicaou enzimética(Murray & Thopmson 1980).

Entretanto, nossa experiéncianaextracdo de DNA
de folhas de plantas col etadas em cerrados ou campos
rupestres e desidratadas em silica gel demonstrou que
estametodol ogia pode n&o ser adequada paraaobtencéo
de DNA de alta qualidade de tais espécies.

A partir desse fato, foram feitos testes utilizando
vérias metodologias de conservacdo de amostras de
plantas, simulando as condic¢des encontradas no campo
durante as expedicdes de coleta. Foram testados
diferentes tipos de processamento dessas amostras no
laboratério. Esses testes foram realizados levando-se
em consideracdo o tempo médio gasto entre acoletada
amostra e a extracdo de seu DNA no laboratério.

As savanas tropicais no Brasil, especiamente o
cerrado e 0s campos rupestres, sdo de grande
importancia, tanto pel o tamanho das areas que cobrem
guanto pelo alto endemismo de suas floras e,
infelizmente, pela ameaca da extingdo de muitas das
suas espécies. O cerrado € uma formacéo vegetal
caracteristicado Planalto Central do Brasil. As plantas
gueali ocorrem sdo adaptadas aumaforte estacao seca,
a solos &cidos e oligotréficos e a agdo do fogo (Joly
1970). Os campos rupestres ocorrem em serras,
geralmente em altitudes superiores a 1.000 m, em
formacgdes de afloramentos de quartzitos ou arenitos
com solo pouco profundo (Joly 1970). As plantas que
ocorrem em cerrados ou em campos rupestres
apresentam, frequentemente, folhas coridceas com
cuticul as espessas e outras caracteristicas xeromorfas.
As caracteristicas xeromorfas das plantas do cerrado
foram interpretadas inicialmente como uma adaptacéo
a seca (Warming & Ferri 1973). Outros autores
atribuiram a presenca desses caracteres a falta de
nutrientes disponiveis nos solos (escleromorfismo
oligotrofico, Arens 1958) ou aacidez dos solosaliadaa
toxicidade do aluminio (Goodland 1971). Estudos
classicos (Ferri 1944, Rawitscher 1948) constataram

que espécies arboreas de cerrado com folhas
escleromorfas transpiram normalmente durante a
estacdo das secas. Isso seria devido ao fato de
possuirem raizes profundas, o que possibilitaria um
suprimento hidrico adequado, mesmo na estacéo das
secas. Outros estudos, entretanto, revelaram que
espécies do cerrado podem exercer um controle
estomatico rigido nas taxas de transpiragdo, por nao
conseguir extrair aguado solo em quantidade suficiente
para fazer frente a alta demanda evaporativa da
atmosfera durante a época das secas (Naves-Barbiero
et al. 2000). Pouco se conhece sobre a ecofisiologia
das plantas que ocorrem em campos rupestres, mas
algumas espécies parecem ser extremamente adaptadas
ao estresse hidrico. Estudos revelaram que folhas
isoladas de Nanuza plicata (Mart.) L.B. Sm. & Ayensu,
desidratadas durante longo tempo, podem permanecer
em estado latente até receberem novamente agua,
gquando entdo reassumem a atividade de fotossintese
(Meguro et al. 1977).

O presente trabalho tem como principal objetivo
comparar a integridade do DNA extraido a partir de
amostras de folhas de espécies provenientes de cerrado
ou de campos rupestres coletadas, armazenadas e
processadas por meio de diferentes metodologias. A
eficaciadasdiferentesmetodol ogias de extracéo de DNA
e de conservacao das amostras foi avaliada através da
digestdo do DNA extraido por trés enzimas de restricéo
(EcoRlI, EcoRV e Hindlll) e também da amplificacéo
do DNA por PCR, empregando-seiniciadores (primers)
paraaamplificacdo do gene mitocondria que codificaa
subunidade 111 da citocromo oxidase (cox3).

Material e métodos

Para a avaliag&o das diferentes metodologias de coleta
e preservagdo de material vegetal foi utilizada a espécie
Kielmeyera lathrophyton Saddi, cultivada no Instituto de
Biologia da Unicamp. Essa espécie ocorre em matas
semideciduas, sendo também encontrada em cerrados nos
Estados de Minas Gerais, S80 Paulo, Goiés e no Distrito
Federal (Saddi 1987). Testes adicionaisforam realizados com
asespéciesKielmeyera petiolarisMart., Ditassa lenheirensis
Silveira, Lychnophora salicifolia Mart., Wunderlichia
mirabilis Riedel ex Baker, Banisteriopsis angustifolia
(A. Juss) B. Gates e Hypenia vitifolia (Pohl ex Benth.) Harley,
gue ocorrem em campos rupestres de Minas Gerais, Bahiae
Goiés.

Na primeiraetapadas avaliacdes, foram coletadas cinco
amostras de folhas de Kielmeyera lathrophyton. Cada
amostra foi submetida a diferentes tipos de tratamento,
visando asuaconservacdo (tabela 1), em condicdes de campo
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e/ou laboratdrio que poderiam ser encontradas durante o
desenvolvimento de um trabalho de coleta.

Passados sete dias dos respectivos tratamentos, as
amostras 01, 03 e 05 foram moidas em nitrogénio liquido,
enguanto aamostra 02 foi moida com um pouco dessilicagel
emum amofariz, com auxilio deum pistilo. A amostra04 foi
coletada e moida em nitrogénio liquido cerca de trés dias
antes de ser realizada a extragcdo de seu DNA. As amostras
dostratamentos 01, 03, 04 e 05 foram estocadas a-70 °C ap0Os
amoagem, para futura extragdo de DNA. A amostra 02 foi
estocada a-20 °C apds amoagem.

Na segunda etapa das avaliacbes, foram coletadas trés
amostras de folhas de Kielmeyera lathrophyton (06, 07 e 08,
tabelal), asquaisdiferiram dostratamentos 01, 03 e 05 pelo
fato de terem sido conservadas por 15 dias nas condi¢des
descritasnatabela 1l e pela amostra 08 ter sido congeladaa
-20 °C . Ap6s o periodo de 15 dias, as amostras 06, 07 e 08
foram moidas em nitrogénio liquido em um almofariz com
auxilio de um pistilo e em seguida estocadas a -70°C,
procedimento idéntico ao ef etuado para as amostras 01, 03,
04 e 05.

O DNA dasoito amostrasdeK. lathrophyton foi extraido
através dos métodos que empregam tampao de extragéo com
CTAB (brometo de cetil-trimetilamdni o), descritos por Doyle
& Doyle(1990) epor Romano & Brasileiro (1999). Tambémfoi
realizada a extracdo do DNA das amostras utilizando-se o
“kit” Nucleon Phytopure (Amersham/Life Science), o qual
emprega uma resina capaz de remover compostos
polissacarideos e/ou polifendis que possam estar presentes
nas amostras. Em todas as extracdes de DNA, foram
utilizados 100 mg de tecido de cada amostra.

ApoGsaextracdo, umaaliquotade 10 uL do DNA decada
uma das amostras foi quantificada em gel de agarose 0,8%,
em comparacdo com um padrdo de concentragdo previamente
estabelecido, o qual foi 0 DNA do fago I, variando-se sua
concentracdo de 25 a 150 ng.pL . Apds aeletroforese, o gel
foi corado com brometo de etideo e 0 DNA visualizado sob a
luz UV. Em seguida, o gel foi fotografado com cémerapolaroid.

O DNA das amostras de Kielmeyera lathrophyton,
obtido nos oito tratamentos, foi digerido utilizando-se trés
enzimasderestricdo: EcoRl, EcoRV eHindlll. Paraum volume
final de digestéo de 50 L foram utilizados: 30 UL do DNA de
cadaamostra (concentracéo aproximadade 500 ng), 2,5 mM
deespermidina, tamp&o daenzimal X, 2 U.uL ' deenzimae
agua ultrapura esterilizada em autoclave para completar o
volumefinal. AsreacBesforam incubadas em banho-mariaa
37 °C por duas horas. Ap6s a incubacdo, foram retiradas
aliquotas de 10 UL de cada reac&o de digestdo pararealizar
umaeletroforese em gel de agarose 0,8%, o gel foi corado e
fotografado como descrito anteriormente. O marcador de peso
molecular utilizado no gel da digestéo foi o DNA do fago
Jx174 digerido pelaenzimaHaelll, jJuntamente com 0o DNA
dofago I digerido pelaenzimaHindlll.

Asreagdesde amplificacdo por PCR utilizando-se primers
do gene mitoncodrial cox3 com o DNA das amostras de
Kielmeyera lathrophyton foram conduzidas em um
termociclador (PTC-100, MJ Research Inc.), cujo programa
constou de: desnaturacdo inicial a 94 °C por dois minutos e
trinta segundos, 30 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por um
minuto, anelamento a 60 °C por dois minutos, e extensdo a
72 °C por 3minutos. Apdsos 30 ciclos, aextensao final foi de
72 °C por seteminutos, eincubagdo (soak) a15 °C ao término

Tabela 1. Tratamentos realizados para a conservacdo das amostras de Kielmeyera lathrophyton Saddi antes da extracéo de

DNA.

Table 1. Performed storage treatments for preservation of Kielmeyera lathrophyton Saddi samples before DNA isolation.

Tratamento Descricéo do tratamento realizado Periodo

(018 Folha envolvidaem papel toal ha, acondicionadaem saco pléstico com fecho hermético, 7 dias
mantidaao abrigo daluz, atemperaturaambiente

® Folhadesidratada em silica gel, acondicionada em saco plastico com fecho hermético, 7dias
mantidaao abrigo daluz, atemperaturaambiente

(0¢] Folhaarmazenadaem saco plastico com fecho hermético e mantida resfriada em isopor 7dias
com gelo (trocas diérias do gelo)

07! Folhafrescamaceradaem nitrogénio liquido e armazenadaa -70 °C 3dias

® Folhaarmazenada em saco plastico com fecho hermético, embrulhadaem papel jornal e 7dias
mantidaresfriadaem isopor com gelo (trocas diarias do gelo)

(03] Folhaarmazenadaem saco plastico com fecho hermético, embrulhadaem papel jornal e 15dias
mantidaresfriadaem isopor com gelo (trocas diérias)

o7 Folhaenvolvidaem papel toalha, acondicionada em saco pléstico com fecho hermético, 15dias
mantidaao abrigo daluz, atemperaturaambiente

(0:] Folha acondicionada em saco plastico com fecho hermético e imediatamente congel ada 15dias

emfreezer (-20°C)
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do programa. O volume final dareag&o de amplificacéo do
DNA foi de 25 L, sendo: 1 pL de DNA (concentracdo
aproximada de 10 ng), 5 pmol de cada um dos dois primers
(primer 3: 5 ATGATT GAATCT CAGAGG CAT 3 eprimer 4:
5 AAGCCCGGTTCTCTTTGTCTT 3, Siqueiraetal. 2002),
0,2 Yl de Tag-polimerase (Gibco BR), 1X do tampéao paraPCR
fornecido pelo fabricantedaenzima, 2,5 mM de umasolucéo
resultante da mistura dos quatro dNTPs (concentragdo final
de 100 uM nareacdo de amplificagdo decadadNTP), 2,5mM
deMgCl,, 2,0 uL de PVP (polivinilpirrolidona) a 1%, e agua
ultrapuraesterilizadaem autoclave paracompletar o volume
final. Ap6s areacdo de amplificacdo, foramretiradas aliquotas
de 10 yL de cada reagdo, as quais foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose a 1%. Em seguida, o gel foi
corado e fotografado como descrito anteriormente. O
marcador de peso molecular utilizado foi 0 mesmo empregado
no gel efetuado para avisualizagéo da digestdo do DNA.

Resultados e Discussao

Considerando-se as amostras da primeira etapa do
teste, asquai s permaneceram armazenadas durante sete
dias antes damoagem, observou-se que as amostras 01
e05 (folhasenvolvidasem papel, mantidas atemperatura
ambiente ou resfriadas em isopor com gelo,
respectivamente) tiveram excelente conservacao nas
condic¢des descritas (figura 1A, 1C, respectivamente).
Entretanto, aamostra 03 (folhas em contato direto com
0 gelo) demonstrou ligeiradegradacao foliar (figura1B),
provavelmente ocasionada pela lise celular devido ao
contato dafolhacom o gelo. A amostra 02, desidratada
comsilicagel, secou em menosde 12 horas. Tal resultado
indicou que o processo de desidratacdo ocorreu
satisfatoriamente pois, segundo Sytsma et al. (1993),
caso a amostra leve mais do que 12 horas apds sua
coleta para secar, pode ocorrer a degradacdo do seu
DNA.

Analisando-se as amostras da segunda etapa do
teste (15 dias de armazenamento), observou-se gque a
amostra 06 (figura 1E) exibiu melhor conservacéo que
a amostra 07 (folhas envolvidas em papel, resfriadas
emisopor com gelo ou mantidas atemperaturaambiente,
respectivamente). A amostra 07 apresentou elevado
grau de degradacdo, evidenciado pela coloragdo
extremamente escura da folha (figura 1D). A amostra
08 (conservada a -20 °C) ndo apresentou degradacéo
foliar (resultado ndo mostrado).

Nossos resultados revelaram que os dois métodos
de extracdo de DNA que empregam CTAB testados
(Doyle & Doyle 1990, Romano & Brasileiro 1999) foram
ineficazes para obtencdo de DNA de Kielmeyra
lathrophyton (resultados ndo mostrados). Apesar de

inimeras repeticdes efetuadas, ndo foram observadas
bandas de DNA nos géis de agarose realizados ap0s as
extracoes. A extracdo de DNA somente foi bem
sucedida utilizando-se o “kit” de extragdo Nucleon
Phytopure (figura 2).

Sete das oito metodologias utilizadas para
armazenamento das amostras de K. lathrophyton
mostraram-se eficazes quanto a sua preservagao
visando a obtenc&o de DNA, o que pode ser constatado
pela presenca de bandas de DNA na figura 2. A Gnica
excegao observada foi a amostra desidratada em silica
gel, umavez que ndo foi visualizada bandade DNA no
gel (figura2, nimero 02). Mesmo paraas amostras que
mostraram um certo grau de degradacdo do tecido foliar,
como na amostra 07 (folha mantida durante 15 dias a
temperatura ambiente), a extracdo de DNA foi bem
sucedida. O DNA extraido apresentou uma boa
qualidade e quantidade suficiente (de 1 a 2 mg) para
sua utilizacdo em vérias das técnicas moleculares,
normal mente, empregadas em filogeniamolecul ar.

Figura 1. Amostras de folhas de Kielmeyera lathrophyton
Saddi submetidas a diferentes tipos de tratamento e de
armazenamento. A, D = folhas mantidas a temperatura
ambiente; B = folha mantida no gelo sem protecéo de papel
jornal; C, E = folhas mantidas no gelo, protegidas por papel
jornal. A-C = 7 dias de armazenamento; D, E = 15 dias de
armazenamento.

Figure 1. Leaf samples of Kielmeyera lathrophyton Saddi
submitted to different storage treatments. A, D = leaves
maintained at room temperature; B = leaf maintained onice
without the newspaper sheets protection; C, E = leaves
maintained on ice with the newspaper sheets protection.
A-C = 7 daysof treatment; D, E = 15 days of treatment.
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Figura2. Andise e etroforéticado DNA extraido dasamostras
de Kielmeyera lathrophyton Saddi em gel de agarose 0,8%.
As diferentes concentracfes do padrdo de peso molecular
(fago I) correspondem a 25, 50, 75, 100 e 150 ng aplicados no
gel. Os nameros 01 a 08 correspondem as amostras
submetidas aos diferentes tipos de tratamento e periodos de
armazenamento, conformeindicado natabela 1.

Figure2. Electrophoretical analysisof theisolated DNA from
Kielmeyera lathrophyton Saddi samples, in a 0.8% agarose
gel. Lanesindicated as25to 150 refersto different molecular
weight marker concentration (I, in ng). Lanesindicated as01
to 08 refers to the DNA isolated from samples of
K. lathrophyton Saddi that were submitted to different storage
treatments, as explained on table 1.

Os resultados, sobre a qualidade do DNA obtido
nas avaliaces dos diferentes tipos de procedimentos
de coleta, indicaram que o procedimento mais eficiente
emaisfacil em condi¢des de campo foi o tratamento 01
(folhas mantidas a temperatura ambiente durante uma
semana). Sendo assim, foram efetuadas coletas de
amostras de populagfes de espécies de campos
rupestres como Kielmeyera petiolaris, Ditassa
lenheirensis, Lychnophora salicifolia, Wunderlichia
mirabilis, Banisteriopsis angustifolia e Hypenia
vitifolia, utilizando-se 0 mesmo tratamento 01. O DNA
extraido dessas amostras apresentou excel ente qualidade
(resultados ndo mostrados), confirmando os resultados
inicialmente obtidos.

Com a finalidade de testar a qualidade do DNA
para ensaios de digestédo enzimatica, 0 DNA de sete
das oito amostras em estudo (excluindo-se a amostra
02, desidratada em silica gel, da qual ndo se obteve
DNA) de Kielmeyera lathrophyton foi digerido por
trés diferentes enzimas de restricdo. Como pode ser
visualizado na figura 3, as digestées foram bem
sucedidas para as amostras.

Na figura 4, podemos observar os resultados da
reacdo de amplificacdo do gene mitocondrial cox3. O
gene foi amplificado com sucesso nas amostras 01, 03,
04, 05 e 08, o0 que pode ser constatado pelaintensidade
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e presenca de uma Unica banda para cada amostra no
gel, aém da equivaléncia a banda correspondente ao
peso molecular, situadaentre0,6 a0,8 Kb (Siqueiraet al.
2002). Entretanto, mesmo apds repetidos testes, ndo foi
possivel amplificar esse gene nas amostras 06 e 07
(folhas mantidas no gelo ou em temperatura ambiente,
respectivamente, durante 15 dias). Em todos os
experimentos, os respectivos controles negativos
tampouco tiveram fragmentos amplificados. Uma
explicacdo para a ndo amplificagédo dessas duas
amostras pode residir no tempo relativamente longo de
armazenamento que pode ter causado degradacdo do
tecido foliar. Apesar de 0o DNA dessas amostraster sido
extraido com sucesso, é possivel que adegradacéo dos
tecidos tenha permitido a liberagcdo de compostos
secundérios. Compostos secundarios, particularmente os
fendlicos, sdo conhecidos por agir inibindo a agdo da
enzima Tag-polimerase, impedindo, portanto a
amplificagdo do DNA.

Foram realizadas também reagBes de amplificagdo
por PCR para as regides ITS | e Il (DNA nuclear

EcoRI Eco RV

Hind 1l

Figura 3. Gel de agarose 0,8% contendo o DNA das
amostras de Kielmeyera lathrophyton Saddi (01, 03,
04, 05, 06, 07 e 08) digeridas pelas enzimas EcoRl,
EcoRV e Hindlll. M = marcador de peso molecular
I/Hindlll jx174/ Haelll.

Figure 3. DNA digestion electrophoresis of Kielmeyera
lathrophyton Saddi samples (lanes 01, 03, 04, 05, 06,
07 and 08) in a0.8 % agarose gel . Digestion performed
by the enzymes EcoRIl, EcoRV and HindlIl.
M = molecular weight marker (1/HindllI
Jx174/Haelll).
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M 01 03 04 05 06
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Figura4. Eletroforese dos produtos de amplificacdo por PCR
do gene cox3 dasamostras de Kiel meyera lathr ophyton Saddi
em gel de agarose 1%. Os nimeros 01 a08 correspondem as
amostras submetidas aos diferentes tratamentos
mencionados natabela 1. M = marcador de peso molecular
I/Hindlll jx174/ Haelll. Kb = kilobases.

Figure4. Electrophoresis of PCR products obtained form the
amplification of cox3 gene from Kielmeyera lathrophyton
Saddi samples in a 1% agarose gel. The numbers 01 to 08
means the samples submitted to the different storage
treatments explained on table 1. M = molecular weight marker
I/Hindlll jx174/ Haelll. Kb =kilobases.

ribossomal) e trnL (DNA de cloroplasto). Para essas
regides, as amostras que amplificaram com maior
facilidadeforam 03, 04 e 08 (resultados ndo mostrados).

Apbs as reacles de digestéo de DNA por enzimas
de restricdo e de amplificagdo do DNA por PCR,
concluimos que o método mais eficientevisando acoleta
e preservagdo das amostras de plantas € o tratamento
gue mantém as folhas resfriadas em isopor com gelo,
protegidas por papel jornal (tratamento 05). Nesse
tratamento, a amostra permanece ao abrigo daluz, em
baixa temperatura e sem contato direto com o gelo, o
gue impede a degradacédo do tecido foliar. Esse
tratamento pode ser empregado por um periodo de sete
dias, sem ocorrerem perdas significativas na qualidade
e quantidade de DNA extraido e sem comprometer o
sucesso de técnicas moleculares que empregam a
digestdo do DNA eamplificacdo de genesou deregifes
do genoma.

Em relaco ao método de desidratacdo de folhas
emsilicagel, épossivel que asplantas aqui investigadas
produzam compostos secundarios que sdo extraidos
juntamente com o DNA. Aparentemente, é
extremamente dificil separar esses compostos durante
a extracdo de DNA.

O método de armazenamento empregado para a
amostra 08, onde as folhas frescas foram estocadas a

-20 °C, consiste namesmametodologiaquefoi utilizada
por Manubens et al. (1999), para amostras de folhas
de péssego e nectarina. O congelamento dafolhafresca
a-20 °C resultano extravasamento do contetido celular,
pois ocorre a quebra da parede celular devido a
cristalizag8o do liquido celular. Tal extravasamento do
liquido celular resultaem umareducdo significativada
quantidade de DNA obtido do material. Mesmo assim,
aamostra submetida a esse tratamento (08) parece néo
ter tido o seu DNA danificado ou significativamente
reduzido, de modo que n&o houve nenhum
comprometimento nas reagtes de digestdo do DNA com
enzimas de restri¢cdo e nem com asuaamplificacdo por
PCR.

Os métodos de extragdo do DNA que usam CTAB
ndo foram eficazes para Kielmeyera lathrophyton e
nem para K. petiolaris. O Unico método eficaz para
extrair o DNA de amostras dessas espécies foi o0 “kit”
Nucleon Phytopure (Amersham/Life Science). Apesar
de serem relativamente caros, os “kits’ de extragéo de
DNA possuem inUmeras vantagens, dentre elas esta a
padronizacéo das solucdes e de seu pH. Além disso, 0s
“kits’ utilizam, em geral, resinas, filtros ou solucdes que
removem compostos fendlicos e/ou polissacarideos
presentes na amostra com notavel eficécia, através do
principio de ligacéo i6nicaou de precipitacdo em sal.

Dos resultados das avaliacdes apresentadas no
presente trabalho, emerge uma questdo de extrema
importanciaparao sucesso de qual quer estudo molecular
envolvendo plantas neotropicais: a necessidade de, em
primeiro lugar, otimizar a metodologia de coleta e de
conservacao das amostras que devera ser empregada
durante aexecucdo do trabal ho. Esse procedimento deve
ser feito antesdoinicio efetivo das col etas das amostras
no campo. Afinal, da otimizacdo dessa etapa inicial de
coleta e armazenamento do material vegetal, dependera
0 sucesso das etapas subseqiientes de qualquer estudo
molecular, como aextracdo de DNA, aamplificacdo do
DNA por PCR ou suadigestéo por enzimas de restri¢ao.

Por outro lado, deve-se ficar atento ao fato de que
um método de preservacdo do material pode ser
eficiente para uma determinada espécie e ineficaz para
outra. Os resultados revelaram que para plantas de
cerrados e de campos rupestres, de um modo geral, a
desidratacdo de folhas em silica gel ndo parece ser um
método eficaz para posterior extracao de DNA.
Provavelmente, esse fato pode ser explicado pelo tipo
de ambiente que essas plantas vivem. Devido as
condicdes ambientai s extremas, como faltade nutrientes
do solo, estresse hidrico e alta irradiagéo solar,
caracteristicas desses ambientes, as folhas de muitas
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espécies que ocorrem em cerrados e campos rupestres
podem ser adaptadas aresistir a desidratacéo. Por isso,
a desidratacdo do material em silica gel pode ndo ser
suficientemente rdpida para permitir a preservacéo de
seu DNA. Além disso, também devido aumaadaptacéo
contra herbivoros, as plantas de campos rupestres e de
cerrados podem ter altos nivelsde compostos secundarios
como compostosfendlicos, quedificultam ouinviabilizam
asreagOesde PCR, por inibirem aenzimaTag-polimerase
(Hummel & Herrmann 1994), ou de polissacarideos.

As conclusdes aqui apresentadas ndo se aplicam,
necessariamente, a ambientes como matas pluviais
Umidas ou ambientes palustres. E aconselhével, no
entanto, testar metodologias diferentes no inicio de
gual quer estudo com caracteres molecul ares, incluindo
métodos de conservacdo de amostras e de extracdo de
DNA, paraevitar, posteriormente, umaeventual perda
de tempo e de recursos.

As diferentes metodologias apresentadas e
avaliadas no presente trabalho sdo extremamente
simples e de custo financeiro muito baixo, podendo ser
testadas e empregadas em qualquer instituicdo de

pesquisa.
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