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“Science never solve a problem without creating ten more” 

 (George Bernard Shaw)



RESUMO 

 

É possível constatar que muitas espécies florestais se encontram em risco de extinção, como 

Araucaria angustifolia e Ocotea porosa, o que desencadeia problemáticas ambientais, sociais 

e econômicas. São imprescindíveis estudos que visam a conservação dessas espécies, os quais 

requerem que as populações remanescentes sejam monitoradas e delas obtidas amostras para a 

elaboração de estudos genéticos. Para isso é necessário que haja a disponibilidade de protocolos 

de extração de DNA específicos para cada espécie, com o objetivo de obter amostras com 

qualidade e quantidade requeridas para utilização em etapas mais avançadas como a PCR, 

visando o uso dos marcadores moleculares. Com essa finalidade, foi utilizado o protocolo 

CTAB padrão com adaptações cabíveis para cada espécie. Para Araucaria angustifolia foram 

avaliadas diferentes técnicas de maceração do material para extração de DNA (Tissuelyser em 

câmbio vascular seco, lima e lixa nos tecidos de alburno). Para Ocotea porosa foram avaliadas 

duas concentrações de CTAB (2 e 5%) e tempos de banho-maria (1 h e 1 h e 30 min). 

Posteriormente, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 0,8% com 

marcadores Lambda de peso conhecido (25, 50 e 100 ng/µL) e quantificadas através de 

espectrofotômetro NanoVue. Para Araucaria angustifolia a extração resultou em uma 

concentração média das amostras de 129 ng/µL para uso de câmbio em Tissuelyser, e para lima 

e lixa de 36,96 e 36,91 ng/µl, respectivamente. Além disso, a média para grau de pureza ficou 

acima de 1,8 para todos os testes. Para a espécie de O. porosa, as amostras extraídas em CTAB 

2% em banho-maria por 1 h e 30 min foram mais expressivas do que as demais, com média de 

116 ng/µl, porém para todos os testes as amostras obtiveram média de grau de pureza na faixa 

de 1,5 o que confere baixa qualidade das amostras. 

 

Palavras-chave: Câmbio. Alburno. Concentração. CTAB.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

It can be seen that many forest species are at risk of extinction, such as Araucaria angustifolia 

and Ocotea porosa, which is causing environmental, social and economic problems. Studies 

aimed at conserving these species are essential and require the remaining populations to be 

monitored and samples obtained from them for genetic studies. This requires the availability of 

specific DNA extraction protocols for each species, in order to obtain samples of the quality 

and quantity required for use in more advanced stages such as PCR, with a view to using 

molecular markers. To this end, the standard CTAB protocol was used, with appropriate 

adaptations for each species. For Araucaria angustifolia, different material maceration 

techniques were evaluated for DNA extraction (Tissuelyser on dry vascular cambium, sanding 

file and sandpaper on sapwood tissues). For Ocotea porosa, two concentrations of CTAB (2 

and 5%) and water bath times (1 h and 1 h and 30 min) were evaluated. The samples were then 

subjected to 0.8% agarose gel electrophoresis with Lambda markers of known weight (25, 50 

and 100 ng/µL) and quantified using a NanoVue spectrophotometer. For Araucaria 

angustifolia, different material maceration techniques were evaluated for DNA extraction 

(Tissuelyser on dry vascular cambium, Sandpaper on sapwood tissues. For Ocotea porosa, two 

concentrations of CTAB (2 and 5%) and water bath times (1 h and 1 h and 30 min) were 

evaluated. The samples were then subjected to 0.8% agarose gel electrophoresis with Lambda 

markers of known weight (25, 50 and 100 ng/µL) and quantified using a NanoVue 

spectrophotometer. For A. angustifolia, the extraction resulted in an average sample 

concentration of 129 ng/µL for use in Tissuelyser exchange, and for sanding file and sandpaper 

of 36.96 and 36.91 ng/µL, respectively. In addition, the average purity grade was above 1.8 for 

all tests. For the O. porosa species, the samples extracted in 2% CTAB in a water bath for 1 h 

and 30 min were more expressive than the others, with an average of 116 ng/µl, but for all the 

tests the samples obtained an average purity level in the 1.5 range, which confers low quality 

on the samples. 

 

Keywords: Cambium. Sapwood. Concentration. CTAB.  
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1 INTRODUÇÃO 

  

  De acordo com o Instituto Brasileiro de Florestas (IBF), a Mata Atlântica é considerada 

um dos biomas mais ricos do mundo, em virtude de sua alta biodiversidade de espécies animais 

e vegetais. Entretanto, atualmente, devido às altas taxas de exploração, tem-se apenas 12% das 

florestas originais, resultando em extinção e ameaça de muitas espécies. 

 Dentro desse bioma existem formações vegetais que se destacam, como a Floresta 

Ombrófila Mista (FOM), a qual é caracterizada pela dependência de um sistema de chuvas 

regulares no Sul do Brasil. Para Vibrans (2013), esta é a formação vegetal que apresenta a maior 

pressão antrópica da região, considerando que possui a maior extensão no Estado de Santa 

Catarina, embora permeie menos de 25% da extensão original.  

 Dentre as espécies que fazem parte desse tipo de formação vegetal, é possível citar a 

Araucaria angustifolia e Ocotea porosa, ambas espécies florestais representativas e que 

desempenham um papel fundamental no desenvolvimento econômico e cultural nas regiões de 

abrangência da Floresta Ombrófila Mista. 

  Araucaria angustifolia, conhecida popularmente como araucária, é considerada a única 

espécie conífera de ênfase econômica do Brasil (Wendling, 2019), da qual é possível se obter 

diferentes produtos e subprodutos, principalmente a comercialização de pinhão e madeira 

(Soares & Mota, 2004). Já Ocotea porosa (imbuia), possui madeira de boa qualidade sendo 

responsável pelo desenvolvimento econômico e cultural da região (Marchesan, 2006). 

 Nesse sentido, ao se considerar especialmente as espécies em ameaça de extinção, os 

estudos que visam avaliar, resgatar e conservar a diversidade genética das populações 

remanescentes são essenciais. Segundo Silva et al. (2014), os estudos moleculares são 

importantes contribuintes para delinear estratégias de conservação de espécies e estabilidade 

dos recursos genéticos (Silva et al., 2014). Na área da biotecnologia é possível acompanhar o 

desenvolvimento de diferentes produtos por meio de técnicas bioquímicas e moleculares 

(Fagundes et al. 2012).  

 Os principais estudos moleculares utilizados com esses objetivos são com marcadores 

moleculares de DNA, que correspondem às informações presentes no genoma das espécies, 

trazendo maior confiabilidade nas considerações. Para esses estudos a obtenção de amostras de 

DNA com qualidade e em quantidade suficiente são essenciais para o sucesso das análises 

moleculares por meio de marcadores moleculares. Portanto, são necessários cuidados desde a 

coleta e armazenamento das amostras, até o uso de protocolos eficientes de extração para 

determinadas espécies.  
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 Atualmente os estudos ligados a extração de DNA das espécies em estudo são escassos 

principalmente ao que se refere a extração de DNA de material lenhoso em Araucaria 

angustifolia, para a qual os protocolos se restringem à utilização de tecido foliar e sementes. Já 

para Ocotea porosa é possível observar uma lacuna ainda maior no que se refere à extração de 

DNA, não sendo encontradas referências sobre o tema. 

 

1.1 OBJETIVOS 

 

1.1.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar possíveis maneiras de otimização em protocolos de extração de DNA nas espécies 

florestais, Araucaria angustifólia e Ocotea porosa, para uso em estudos moleculares. 

 

1.1.2 Objetivos Específicos 

 

- Analisar diferentes protocolos de extração de DNA para espécies florestais Araucaria 

angustifólia e Ocotea porosa em literatura, com inferência de possíveis otimizações. 

- Avaliar a eficiência de adaptações de métodos para otimização de protocolos de extração de 

DNA para as espécies de interesse. 

- Sugerir novas possibilidades de estudos para a melhoria de protocolos de extração de material 

genético. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 DESCRIÇÃO DA ESPÉCIE Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze 

 

 Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze é pertencente ao gênero Araucaria, ordem 

Pinales, de classe Pinopsida e família das Araucariaceaes, a qual se encaixa no grupo das 

gimnospermas, abrangendo por volta de 20 espécies (Mill et al. 2017). Segundo Koch e Corrêa 

(2002), consiste na espécie de maior relevância do grupo das gimnospermas, sendo encontrada 

principalmente na região Norte da Argentina e Sul do Brasil (Figura 1). 

 Araucaria angustifolia é popularmente denominada como araucária, pinheiro Paraná ou 

ainda como pinheiro-brasileiro, inicialmente era encontrada em grandes áreas contínuas da 

região Sul do país, em que se estendiam para outras localidades, principalmente para regiões 

frias de Estados de São Paulo, Rio de Janeiro, Espírito Santo e Minas Gerais (Wendling, 2017). 

Até o início do século XX dados revelavam que as Matas de Araucária cobriam por volta de 

182.000,00 km² em planaltos brasileiros (Hueck, 1972). 

  A madeira de araucária é destinada para diferentes finalidades como indústria 

moveleira, setor de construção civil, e confecções de ferrovias, pois sua madeira é considerada 

resistente e maleável (Zanette et al, 2017). Além disso, a madeira também pode ser utilizada 

como madeira serrada e roliça, na indústria de papel e celulose ou ainda para fins energéticos, 

outro uso econômico relevante é para o aproveitamento não madeireiro, através da 

comercialização de pinhão (Zanoni et al., 2021). 

 Entre os séculos XVIII e XIX a espécie exerceu papel fundamental no que se refere ao 

desenvolvimento econômico (Auer et al., 2021). Entretanto, devido ao uso excessivo e a 

exploração massiva da madeira durante o século XX, a cultura entrou para a Lista Nacional 

Oficial de Espécies da Flora Ameaçadas de Extinção, sendo condicionada como espécie ‘‘Em 

perigo’’ através da Portaria MMA nº 443, de 17 de dezembro de 2014 (Silva et al., 2021). 

Consequentemente, as restrições de corte resultaram em um declínio da sua produção e 

utilização, por consequência promoveram atrasos significativos principalmente em setores de 

silvicultura, manejo e melhoramento florestal genético (Silva et al. 2021). 

 Devido às restrições de uso madeireiro, o enfoque principal se tornou a produção de 

pinhão, produto não madeireiro (Beninca et al., 2019). O pinhão consiste na semente 

comestível, sendo muito utilizada na gastronomia da região, além de atuar efetivamente no 

desenvolvimento de comunidades, viabilizando a geração de renda e contribuindo com a 
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conservação dos remanescentes (Stelmach et al., 2023). Segundo dados do IBGE (2022), a 

produção econômica de produtos florestais não madeireiros registrou um acréscimo de 1,9 % 

em relação a anos anteriores, o que resultou em R$2,3 bilhões, em que a cultura do pinhão foi 

responsável por 2,7 % desse total. 

 Atualmente, muitos trabalhos foram desenvolvidos visando a conservação da espécie. 

Montagna (2012), descreve a importância das unidades de conservação na manutenção da 

diversidade genética de araucária no Estado de Santa Catarina. Wrege et al. (2021) estudaram 

metodologias para a caracterização ambiental e genética de populações de araucária, com 

aplicação para sua conservação e uso sustentável, com a perspectiva de incentivar a criação de 

normas e leis que visem e garantam isso. 

 

Figura 1 - Indivíduo em remanescente florestal (A), sementes (B) e madeira de Araucaria 

angustifolia (C). 

 

Fonte: A autora, 2024. 

 

2.2 DESCRIÇÃO DA ESPÉCIE Ocotea porosa Nees & Mart. Barroso 

 

 A espécie Ocotea porosa Nees & Mart. Barroso, pertence à classe Magnoliopsida, 

ordem Magnoliales e à família das Lauraceaes. Popularmente conhecida como imbuia, canela-

preta, ou ainda canela-imbuia (Figura 2) a espécie pode ser encontrada em muitos Estados 

brasileiros como Goiás, Minas Gerais, Paraná, Rio de Janeiro, São Paulo e Santa Catarina, para 
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este último Estado considerada como árvore símbolo (Scipioni, 2019).   

 Trata-se de uma das espécies mais longevas dentre as espécies encontradas em Matas de 

Araucária, além de ser característica da Floresta Ombrófila Mista (Carvalho, 2003). Segundo 

Lorenzi (1992), a madeira de imbuia é designada para usos nobres, podendo ser empregada para 

a fabricação de móveis de luxo, ou ainda em construção civil como acabamentos, pisos, 

revestimentos, forros, esquadrias, laminados, ou estruturas de peso como pontes e moirões, 

além disso, é importante para a avifauna, sendo utilizada em reflorestamentos. 

 Devido à alta qualidade e exuberância da madeira, a espécie sofreu e ainda sofre a 

exploração indiscriminada, razão esta que também a colocou na Lista Nacional Oficial da Flora 

Brasileira como espécie ameaçada de extinção, com a denominação “Em perigo’’ de extinção 

manifestada pela portaria n° 443, de 2014, por meio do Ministério do Meio Ambiente (BRASIL, 

2014).  

 Contudo, mesmo havendo proibições para sua exploração, essa espécie desperta 

interesse, sendo considerada uma das espécies mais valiosas para a indústria moveleira e 

construção civil da região, principalmente pelas características da madeira como resistência 

contra degradação por xilófagos e lenho pesado (Vivian et al. 2021). A espécie Ocotea porosa 

apresenta importância para o desenvolvimento econômico e cultural da região Sul do Brasil 

(Santos et al. 2015). 

 Quanto ao seu comportamento silvicultural, observa-se que a espécie possui dificuldades 

na germinação de sementes, o que dificulta a conservação e a regeneração natural da espécie 

(Parisotto, et al., 2009). As sementes de imbuia apresentam um tegumento rígido que confere 

às sementes dormência tegumentar (Lorenzi, 1992). De acordo com Baskin & Baskin (2014), 

as sementes da espécie requerem tratamentos de superação de dormência para facilitar o 

processo de germinação. Entretanto, pouco se conhece quanto ao crescimento e produção 

(Weber, 2018).  

  É importante salientar que Ocotea porosa é uma espécie nativa, representativa da FOM 

que se apresenta ameaçada de extinção, necessitando assim de estudos voltados à conservação 

genética e ao pré-melhoramento, os quais irão cooperar para futuros programas de 

melhoramento genético da espécie (Simeone et al., 2008). 

 Os estudos desenvolvidos por Bittencourt (2007), através da caracterização da estrutura 

genética interna e aspectos da autoecologia de uma população natural de imbuia, buscaram 

contribuir para a conservação genética da espécie. Os padrões genéticos populacionais são úteis 

na definição da variabilidade genética de diferentes magnitudes, portanto requerendo maneiras 

diferentes de atuar em relação à conservação (Newton et al., 1999). Ainda, Daros (2006) 



21 

desenvolveu estudos sobre o sistema reprodutivo e estrutura genética de uma população de 

Ocotea porosa, visando fortalecer estratégias de conservação para a espécie. 

 

Figura 2 - Indivíduo em remanescente florestal (A), sementes (B) e madeira (C) de Ocotea 

porosa. 

 

Fonte: MBF, 2024. 

 

2.3 IMPORTÂNCIA DE ESTUDOS MOLECULARES PARA ESPÉCIES EM EXTINÇÃO 

  

 Os marcadores moleculares consistem em sequências de DNA distribuídas 

aleatoriamente pelo genoma das espécies e que podem revelar diferenças entre indivíduos 

relacionados, bem como podem ser utilizados para o estudo de diversidade genética de 

populações, construção de mapas genéticos, determinação de características quantitativas 

multigênicas, na genotipagem e haplotipagem, entre outras aplicações (Rudd et al. 2005). Se 

observa o surgimento de novas metodologias de genética molecular, aumentando assim, a 

efetividade de programas conservacionistas e a utilização de recursos genéticos vegetais, 

contribuindo com informações complementares na manutenção de bancos de germoplasma e 

estratégias de conservação (Faleiro, 2007). 

 Pela capacidade de fazer inferências e de exploração do polimorfismo de DNA, os 

marcadores moleculares demonstram o avanço de maior relevância para a genética molecular, 

A partir dos anos 1980, a biologia molecular apresentou um crescimento notável, em que a 
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manipulação do DNA se tornou corriqueira e aplicável para diferentes espécies (Oliveira et al., 

2021). 

 As informações genéticas referentes a populações arbóreas naturais são incipientes na 

literatura, justamente por se tratar de populações com elevada complexidade e diversidade, 

evidenciando dificuldades nas amostragens e escolha das metodologias aplicadas. Entretanto, 

tais informações são fundamentais para a compreensão da genética estrutural das populações, 

as quais encontram-se, em sua grande maioria, em processo avançados fragmentação florestal, 

sendo, por sua vez, essenciais para delinear as estratégias de conservação, melhoramento 

genético, manejo das espécies, recuperação de áreas degradadas e gestão florestal (Kageyama 

et al. 2003; Tambarussi, 2013). 

  Na década de 90 deu-se início a publicações da caracterização de diversidade genética 

para Araucaria angustifolia com a utilização de marcadores moleculares de DNA do tipo AFLP 

e RAPD, chegando posteriormente ao desenvolvimento de primers microssatélites da espécie 

(Silva, 2020). Os estudos iniciais foram realizados por Mazza (1997), utilizando marcador 

molecular RAPD, o qual detectou a presença de similaridade genética entre populações de 

posições geográficas distantes, mas de baixa magnitude. Posteriormente, Schmidt et al. (2007) 

confeccionaram através de bibliotecas enriquecidas 29 primers para microssatélites em 

Araucaria angustifolia. 

  Já para as Lauraceas, mesmo compreendendo espécies de grande relevância florestal, 

ainda se tem uma lacuna expressiva pela falta de informações do ponto de vista genético. Uma 

das razões possíveis é a dificuldade de localização das plantas nos remanescentes florestais, 

tornando a coleta de amostras inviável (Hammel, 1986). Outro limitador é a dificuldade em 

identificar e classificar as espécies dessa família, devido aos poucos estudos referentes à 

genética de populações (Contim et al, 2018). Para a Ocotea porosa não foram encontradas 

informações sobre estudos moleculares na literatura.  

 

2.4 EXTRAÇÃO DE DNA 

 

 Uma das etapas primordiais para os estudos moleculares é a obtenção de amostras de 

DNA em quantidade e qualidade adequada, especialmente quando se tem por objetivo o uso 

das técnicas que envolvem Reação da Polimerase em Cadeia (PCR), por se tratar de uma técnica 

sensível e que requer DNA com bom padrão de qualidade a fim de garantir bons resultados 

(Miranda et al., 2019). Isso se deve ao fato da qualidade, quantidade e estabilidade das amostras 

de DNA dependerem de inúmeros fatores, como espécie e metodologia utilizada (Faleiro et al. 
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2003). 

 No que diz respeito aos protocolos de extração de DNA, deve-se atentar a sua capacidade 

de rompimento de membranas e paredes celulares, interrompimento da viabilidade das 

DNAses, capacidade de promover a separação de ácidos nucleicos, proteínas e de 

polissacarídeos, além de proteger o DNA contra compostos fenólicos pois estes provocam sua 

oxidação (Kestring et al., 2010). 

 Sabe-se da existência de diferentes tipos de protocolos de extração de DNA vegetal e 

suas adaptações, porém o mais utilizado para esse fim é proposto por Doyle & Doyle (1987) e 

adaptado por Romano & Brasileiro (1999). Esse protocolo é caracterizado pela utilização do 

detergente Brometo de Cetiltrimetilamônio (CTAB), que a depender da espécie, pode observar 

o cumprimento das exigências requeridas para uma boa extração de DNA, como: I - por meio 

da maceração e utilização de CTAB se obtém a quebra das membranas; II - através da utilização 

de clorofórmio juntamente a processos de centrifugação se promove a separação de 

polissacarídeos entre outras substâncias, e III - com a utilização das substâncias de isopropanol 

e do tampão Tris EDTA (TE)  proporciona a fase  de precipitação e ressuspensão. 

 O banho-maria, é o equipamento que permite aquecimento de água com regulagem de 

temperatura também tem um papel fundamental nos protocolos de extração de DNA, de acordo 

com o Instituto de Estudos Brasileiros (IEB), com a agitação molecular causada pelo aumento 

de temperatura, facilitando a ação do detergente (CTAB), promovendo o desarranjo de 

fosfolipídios presente nas membranas além de provocar a desnaturação das enzimas DNAses, 

as quais degradam o DNA, portanto dificultariam o processo de extração. 

 Porém, as metodologias podem sofrer modificações e adaptações para atender as 

necessidades da espécie de interesse. De acordo com Mazza et al. (2000), essas modificações 

podem ser sutis, estando atreladas em metodologias básicas, como por exemplo adição de uma 

substância antioxidante, ou ainda desproteinizantes, os quais podem otimizar a o processo de 

obtenção de amostras de DNA, especialmente em espécies que produzem, altas concentrações 

de metabólitos secundários.  

 Muitos protocolos podem ser utilizados para a extração de DNA, com diferentes 

metodologias, porém é muito comum que essas modificações ocorram nas concentrações de 

CTAB (Irfan et al., 2013). Alguns estudos também enfatizam a diferença entre concentrações 

de CTAB, como os promovidos por Zanetti et al., (2019) para a extração de DNA da espécie 

de Ochroma pyramidale, nas concentrações 3% e 4% no qual foi possível constatar diferença 

significativa para a concentração de 4% nas extrações realizadas.  

 Um dos fatores iniciais a serem considerados é a escolha do material vegetal para 
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extração do DNA. Sabe-se que a ação em tecidos verdes ou frescos, como folhas, sementes, 

raízes e outros tecidos considerados “vivos” é menos complexo e mais frequentemente utilizado 

em estudos moleculares. Entretanto, conforme Mazza (2000), muitas vezes a coleta de tecidos 

“vivos” é inviável, como ocorre em diversas espécies arbóreas, é possível enfrentar alguns 

contratempos quanto a isso, pois muitas vezes se trata de populações naturais, que se encontram 

em áreas de difícil acesso, indivíduos de grandes dimensões, e a coleta desses tecidos pode estar 

restrita a determinados estágios reprodutivos da planta, ou ainda senescência foliar. 

 Por outro lado, tecidos lenhosos, especialmente secos, apresentam maior complexidade 

e dificuldade para a extração do DNA (Abe et al. 2011; Rachmayanti, 2009). Para Finkeldey et 

al. (2010), o uso da madeira como fonte de DNA apresenta dificuldades relacionadas às 

seguintes características: 

❖ Física: ao utilizar materiais lenhosos, são necessários processos mecânicos para a 

fragmentação da madeira e obtenção de DNA, e isso pode ocasionar a desnaturação 

devido ao aquecimento do material por meio do atrito; 

❖ Química: a madeira possui muitos componentes fenólicos e esses podem ser prejudiciais 

em técnicas de PCR; 

❖ Biológica: tecidos lenhosos sofrem, frequentemente, ataques de xílofogos que podem 

provocar a destruição do DNA, bem como, contaminar o DNA vegetal com DNA 

intruso; 

❖ Envelhecimento: com o tempo o DNA no interior das células passa a se degradar, 

permanecendo na faixa de madeira morta. 

 De acordo com Jiao et al. (2014), a madeira possui naturalmente compostos que são 

substâncias inibidoras da fase de amplificação da PCR, podendo resultar em falhas nesse 

procedimento, principalmente em madeiras armazenadas por longos períodos. Além disso, o 

autor ressalta a deficiência de protocolos capazes de promover o isolamento de DNA de boa 

qualidade com a remoção total desses componentes. Entretanto, esses compostos não estão 

apenas em tecidos lenhosos, sendo encontrados também em tecidos foliares. Como descrito por 

Couch & Fritz (1990), os compostos polifenólicos e terpenóides são liberados quando ocorre a 

lise celular, processo que se intensifica em folhas mais velhas. Esses compostos se ligam ao 

DNA de maneira irreversível, e posteriormente evitam a digestão por endonucleases de 

restrição ou ainda a amplificação por meio da PCR. 

  Salienta-se que a depender da faixa lenhosa conforme a figura 3, da qual se coleta as 

amostras, é possível verificar diferença na quantidade de DNA extraído. Alburno fresco possui 
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quantidades satisfatórias de DNA, podendo ser comparado com folhas, pois nele residem 

células parenquimáticas ativas. Por outro lado, o cerne recém coletado não apresenta quantidade 

significativa de DNA por se tratar de uma região de tecido morto (Jiao et al., 2014).  Ademais, 

como descrito por Colpaert et al. (2005), a região de câmbio também pode apresentar DNA de 

alta qualidade, principalmente se for fresco em comparativo com material de folhas. 

 

Figura 3 - Tecidos presentes na madeira: casca, câmbio, alburno e cerne. 

 

Fonte: A autora, 2024. 

  

 Outros cuidados devem ser tomados para obtenção de bons resultados em protocolos de 

extração de DNA, de acordo com Oliveira et al., (2007), é de fundamental importância o uso 

de luvas, com o objetivo de evitar a degradação dos ácidos nucleicos pelo contato com enzimas 

nucleases produzidas pelo corpo humano e liberadas especialmente pelas mãos as quais podem 

degradar as amostras.  

 A qualidade das amostras é avaliada em géis de agarose, seguida de sua quantificação e 

confecção de soluções de trabalho de acordo com as concentrações exigidas pelo protocolo 

empregado (Costa, 2001). A priori, as amostras de trabalho consistem em alíquotas pequenas 

para evitar que o material sofra repetidos ciclos de descongelamento e a degradação de DNA, 

além disso, é fundamental a utilização de amostras de DNA de qualidade, em que o 

armazenamento em temperaturas entre -20 a -80°C pode determinar a manutenção da qualidade 

das mesmas em mais frágeis ou perecíveis até o momento de seu uso em estudos moleculares. 

(Oliveira et al. 2007). 



26 

 É imprescindível a disposição de soluções de estoque previamente preparadas e 

armazenadas em frascos bem vedados e identificados com nome e data, as quais são utilizadas 

em um prazo máximo de até 6 meses para manter a viabilidade (Costa, 2001). O descarte de 

todo e qualquer material utilizado em laboratório deve ser realizado em recipientes adequados 

e identificados com seu conteúdo. A manipulação desses materiais deve ser feita de modo a 

evitar exposição excessiva, sendo recomendado o uso de capelas e ambientes bem arejados 

(Sperotto, 2014). 

 Ao trabalhar com amostras é interessante que se tenha um ambiente exclusivo para 

facilitar o processo, deve-se atentar ao fato que o DNA apresenta como característica  uma alta 

afinidade  por vidrarias, podendo ser adsorvido na companhia de alguns sais, sendo assim esse 

tipo de material deve ser evitado no percorrer da extração, além disso o material plástico 

utilizado deve ser novo, e previamente autoclavado, e nunca deverá ser reutilizado, a fim de 

evitar  riscos de contaminação, e promover  amostras de qualidade (Oliveira et al., 2007). 

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 COLETA DAS AMOSTRAS DE Araucaria angustifolia  

 

 As amostras de araucária são provenientes de dois fragmentos da Floresta Ombrófila 

Mista localizados em Campo Belo do Sul, pertencente à Empresa Florestal Gateados. Foram 

selecionados 15 indivíduos com distância de aproximadamente 100 m com o objetivo de 

diminuir o grau parental entre as amostras (Figura 4). 

  Matas de araucária, principalmente onde os indivíduos estão bem desenvolvidos as 

plantas atingem diâmetros maiores e alturas expressivas, dificultando a coleta de material foliar 

nas copas além disso, pode se tornar uma tarefa complexa e perigosa, considerando fatores 

como mata fechada, declividade do terreno, pedregosidade, instabilidade dos galhos da espécie, 

entre outros fatores, sendo necessário a extração de material genético por meio de outras fontes 

como baquetas de madeira. 

 Para cada planta de interesse, foi retirada a casca externa e coletada uma bagueta com 

auxílio de um vazador de metal e martelo na altura de 1,30 m do solo. Após a retirada do 

material, a perfuração foi lavada com hipoclorito de sódio comercial e preenchida com massa 

de vidraceiro para evitar possíveis contaminações.  
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Figura 4 - Indivíduo de Araucaria angustifolia selecionado (A) para coletas de baguetas à 

altura do peito (B). Perfuração preenchida com massa de vidraceiro (C).

 
Fonte: Lencina, 2023. 

 

 As amostras foram alocadas em tubos tipo Falcon contendo em seu interior 

aproximadamente 20 g de sílica em gel, com finalidade de promover a desidratação e a 

preservação do material, devendo ser substituída sempre que necessário e na mudança de cor 

da sílica. O material amostral permaneceu condicionado em temperatura de 4°C até o 

processamento. A bagueta contém uma porção de alburno, localizada morfologicamente 

internamente ao câmbio vascular, sendo este segundo o material ideal para extração de DNA.  

 O câmbio vascular foi retirado com auxílio de um bisturi, sendo quebrado por meio de 

equipamento macerador de tecidos Tissuelyser. Essa etapa foi conduzida no laboratório 

EMBRAPA Florestas, localizado no município de Colombo (PR). Foram realizadas quatro 

repetições de cada amostra de câmbio armazenado em microtubos de 2,0 mL, em que uma delas 

foi mantida na EMBRAPA e três armazenadas na UFSC até a extração de DNA. O alburno foi 

então sujeito à moagem com uso de lima e lixa de grão 60, considerada grossa, também 

preparada uma repetição armazenada em microtubos de 2,0 mL. Os tratamentos para esta 

espécie foram então três formas de obtenção das amostras lenhosas (câmbio vascular em 

Tissuelyser, alburno em lima e alburno em lixa), as quais foram analisadas qualitativamente.  
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3.2 EXTRAÇÃO DE DNA Araucaria angustifolia 

 

 Para a extração de DNA (Figura 5) foram utilizadas aproximadamente 0,2 g de material 

vegetal seco nos microtubos. Em seguida foi adicionado 800 μL de tampão CTAB (2% CTAB; 

1,4 M NaCl; 20 mM EDTA; 100 mM TRIS-HCL PH 8), 13 μL de β-mercaptoetanol e mantido 

em banho-maria em temperatura de 65°C por um período de incubação de 1 hora com agitação 

das amostras a cada 10 minutos para melhor homogeneização das mesmas. 

 Após esse período no banho-maria, as amostras foram resfriadas em temperatura 

ambiente, e em cada eppendorf foi adicionado 800 μL de solução de clorofórmio e álcool de 

isoamil (24:1), em que as amostras agitadas em agitador de microtubos, para a formação de 

uma emulsão, na qual foi possível visualizar três camadas. A primeira aquosa, denominada de 

sobrenadante, é onde o DNA se encontra, sendo então a camada mais importante. 

 Os tubos seguiram para a centrífuga por 5 minutos a 14.000 rpm em temperatura 

ambiente. Após esse procedimento, aproximadamente 500 μL sobrenadante foi realocada em 

microtubos novos, foi adicionado 500 μL de isopropanol gelado, e agitado de maneira sutil 

apenas para que o DNA sofresse precipitação onde foi possível visualizar uma pequena camada 

esbranquiçada. Posteriormente, as amostras foram mantidas a -10°C por um período de 24 

horas. 

 Prontamente passada às 24 horas, deu-se início a uma nova centrifugação por mais 5 

minutos a 14.000 rpm para decantação do pellet de DNA, retirando-se o isopropanol dos 

microtubos com cuidado. Em seguida, acrescentou-se 500 μL de solução de lavagem gelada 

contendo álcool absoluto e acetato de amônio deixando repousar por 20 minutos para a remoção 

dos sais residuais, e novamente centrifugadas por mais 5 minutos a 14.000 rpm para retirar a 

solução de lavagem. As amostras foram secas e diluídas em 100 μL de solução TE, e as amostras 

seguiram para refrigeração à 4° C por 24 horas (Figura 5). Todas as manipulações envolvendo 

volumes em microlitros foram realizadas com auxílio de micropipetas.
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Figura 5 - Esquema representativo do protocolo de extração utilizado para Araucaria angustifolia. 

 

 
Fonte: A autora, 2024.



30 

3.3 COLETA DAS AMOSTRAS DE Ocotea porosa 

 

 A coleta de Ocotea porosa foi realizada no município de Frei Rogério, Santa Catarina, 

em fragmentos de Floresta Ombrófila Mista. As plantas selecionadas apresentavam no mínimo 

100 m de distância entre elas, sendo coletadas 12 amostras. Ao que se refere à região de coleta, 

os remanescentes apresentam plantas bem desenvolvidas, com alturas e diâmetros expressivos, 

o que torna os fragmentos e as populações raras, muitas vezes localizadas em áreas de difícil 

acesso. 

  De cada planta selecionada coletou-se as folhas da copa, as quais foram armazenadas 

em tubos tipo Falcon contendo em seu interior, aproximadamente, 20 g de sílica em gel, para 

manter a integridade amostral como aparente na figura 6. 

 

Figura 6 - Coleta das folhas de O. porosa com auxílio de podão (A); medição do diâmetro à 

altura do peito da espécie (B); folhas coletadas e colocadas em tubos tipo Falcon (C). 
 

 

   Fonte: Lencina, 2023. 

 

3.4 EXTRAÇÃO DE DNA Ocotea porosa 

 

 A extração de DNA desta espécie foi por meio de tecidos foliares, os quais foram 

maceradas em gral com pistilo após congelamento em nitrogênio líquido, o qual possibilitou 
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uma moagem uniforme, em que as folhas se tornaram pó. Essa etapa inicial seguiu de maneira 

rápida e ágil para evitar a oxidação das amostras, em um tempo máximo de até 3 minutos figura 

7. Após macerada, cada amostra foi transferida para quatro microtubos com capacidade de 2,0 

μL em uma quantidade de 0,2 g. Posteriormente, foi inserido 650 μL de tampão CTAB em duas 

concentrações (2% de CTAB ou 5% de CTAB) de demais componentes na mesma concentração 

(1,4 M NaCl; 20 mM EDTA; 100 mM TRIS-HCL PH 8), e levadas para banho-maria em 

temperatura de 65°C. Metade das amostras de cada concentração de CTAB foram mantidas em 

banho-maria por 1 h, enquanto a outra metade foi mantida por 1h e 30 minutos. Assim, foram 

avaliados quatro tratamentos (concentrações de CTAB e tempos de banho-maria). Durante o 

banho-maria, as amostras passaram por agitações a cada 10 minutos (Figura 7). 

 As demais etapas até a obtenção de amostras concentradas para quantificação seguiram 

os mesmos procedimentos anteriormente citados no tópico 3.2. 

 

3.5 QUANTIFICAÇÃO EM GEL DE AGAROSE E QUANTIFICAÇÃO EM NANOVUE 

 

  Para quantificação em gel de agarose foram utilizados 200 ml de TBE e 1,6 g de gel 

agarose, resultando na concentração de 0,8%. A mistura seguiu ao micro-ondas até ser 

homogeneizada e em seguida passou por resfriamento em temperatura ambiente. Assim que o 

gel atingiu temperatura de aproximadamente 40°C despejou-se na forma de acrílico com o pente 

de 52 poços lentamente para evitar a formação de bolhas no gel como apresentado na (Figura 

8) Após polimerização do gel, os pentes foram removidos e as amostras aplicadas em volume 

de 2 μL de DNA, adicionado 2 μde GelRed e 3 μL de azul de bromofenol. 

 Além disso, utilizou-se amostras de DNA Lambda como referência, nas concentrações 

de 25 ng/μL (λ25), 50 ng/μL (λ50) e 100 ng/μL (λ100). A cuba de eletroforese foi abastecida 

com 2 L de TBE (Tris- borato-EDTA), e a corrida eletroforética durou por volta de 40 minutos 

em voltagem de 90 volts. 
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Figura 7 - Esquema representativo do protocolo de extração utilizado para Ocotea porosa. 

 
Fonte: A autora, 2024
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Figura 8 - Aplicação das amostras em gel de agarose (A). Sistema de Fotodocumentação (B). Software 

de Fotodocumentação (C). 

 

 

                                                                Fonte: A autora, 2024. 

  

 A quantificação das amostras se deu com a utilização do equipamento de 

espectrofotometria NanoVue (Figura 9). Para essa avaliação utilizou-se 2 μL das amostras de 

trabalho, sendo obtido os valores da concentração em ng/μL, bem como a relação 260/280 que 

indica a qualidade da amostra. 

Figura 9 - Aparelho utilizado para quantificação das amostras (A). Procedimento para 

quantificação das amostras de DNA (B). 

 

Fonte: A autora, 2024. 
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4  RESULTADOS E DISCUSSÕES  

 

4.1 Araucaria angustifolia 

 

 Com base na figura 10, observa-se as amostras de DNA de Araucaria angustifolia extraída 

de câmbio e alburno (material seco). Aparentemente a utilização de câmbio vascular resulta em 

maior quantidade de DNA extraído, com 40%, podendo ser explicado pela região do tecido 

amostrado. Quando comparado ao DNA Lambda (25, 50 e 100 ng/μL), as amostras apresentam 

concentração de aproximadamente 25 ng/uL. Já quando utilizado o alburno, a maceração por 

lima (Figuras B) resultou na obtenção de duas amostras de DNA 13,33%, enquanto a maceração 

com lixa resultou na obtenção de quatro (26,66%). Quando comparado ao DNA Lambda (25, 

50 e 100 ng/uL) as amostras apresentam concentração de, aproximadamente, 25 ng/uL. 

 Por outro lado, estudos desenvolvidos por Jiao et al. (2012) utilizando lâminas de 

barbear para fragmentação de DNA, revela que amostras de madeira seca de tecido alburno, 

para a espécie Cunninghamia lanceolata não apresentaram DNA genômico em gel, pois a 

madeira sofreu degradação severa. Para o mesmo estudo foi possível observar que em tecido 

de alburno fresco o DNA genômico foi expressivo em gel com 40,9% das amostras, isso mostra 

uma capacidade maior das amostras de Araucaria angustifolia em manter DNA, mesmo que 

seca e estocada por determinado período, principalmente as amostras de câmbio.  

 Em consenso com o presente estudo, Macedo et al. (2016) revela que amostras 

Araucaria angustifolia, Cedrela fissilis e Eucalyptus sp. em tecido de câmbio vascular, 

analisados em gel de agarose com Lambda (20, 50 e 100 ng/ul) demonstram quantidade de 

DNA isolado maior em tecido fresco, e uma quantidade significativamente inferior em tecido 

seco, com Lambda entre 20 e 50 ng/ul para todas as espécies, e apresentaram maiores níveis de 

impureza comparados aos tecidos frescos. 

 É possível observar nas bandas da figura 10, para todas as amostras, o arraste vertical, 

segundo Costa et al. (2012) isso pode ser degradação do DNA, quanto maior for o arraste na 

banda maior é o nível de degradação, recomenda-se nesses casos, refazer os testes com máximo 

cuidado ao manusear as amostras, além da necessidade de optar se possível por material fresco 

e ou novas adaptações nos protocolos utilizados. Ou ainda pode ser alta presença de RNA nas 

amostras o que requer o uso de RNAses para diminuir esse efeito (Costa et al. 2012). 
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Figura 10 - Amostras de DNA extraídas de câmbio vascular (A), de alburno submetidos à 

lima (B) e alburno submetido à lixamento (C) em gel de agarose com padrões de três 

concentrações de DNA Lambda (25, 50 e 100 ng/ul). 

  

 

Fonte: A autora, 2024.
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 De acordo com o manual NanoDrop Technologies 2007, considera-se uma concentração 

de DNA acima de 100 ng/µL como um valor ótimo, e a relação de absorbância de DNA 260 

nm e para proteínas de 280 nm dentro desse índice acata-se valores acima de 1,8 como sendo 

de maior qualidade (pureza), e abaixo de 1,6 de menor qualidade. 

 Pela quantificação em NanoVue, todas as amostras apresentaram quantidades de DNA, 

mesmo que pequenas, em todos os tipos de tecidos vegetais (Tabela 1), demonstrando 

concentração média de 129 ng/µL para TissueLyser e concentração média similar entre lima e 

lixa (36,96 e 36,91 ng/µL) respectivamente. Portanto as amostras de câmbio (TissueLyser) 

foram as que melhor corresponderam em valor ótimo, acima de 100 ng/µL. A relação média 

acima de 1,8 foi obtida para todas as três macerações, aferindo maior qualidade das amostras. 

 É possível observar que as amostras de câmbio submetidas ao TissueLyser são melhores, 

diante da quantificação em NanoVue. Esse comportamento se repete para análise em gel de 

agarose a 0,8%. Entretanto as amostras de lima e lixa em gel apresentaram uma pequena 

diferença em que a lima foi menos expressiva que a lixa, esse comportamento não é visível na 

quantificação (Tabela 2), pois a média de concentração de ambas não se difere. O desvio padrão 

observado para as concentrações, evidencia que as amostras de lixa possuem os dados mais 

homogêneos dentre as demais. 

 De acordo com Moredjo (2015), a técnica de maceração através do uso de nitrogênio 

líquido para a madeira seca de Caryocar glabrum, na quantificação de DNA, demonstrou 

resultados expressivos, com concentração de 119 (ng/µL) e grau de pureza de 1,4. Já Schardosin 

(2015), fez uso de ralador curvo para obter amostras de madeira seca de diferentes espécies, e 

obteve concentração máxima de 108,3 (ng/µL) e com 1,72 de grau de pureza. Em que os valores 

de concentração e grau de pureza são menores que a média encontrada para câmbio vascular 

com uso de Tissuelyser para o presente estudo. 

 Fatima (2018), ao quantificar DNA genômico (NanoDrop) para amostras de madeira de 

tecido alburno obteve rendimento 0,26 - 0,244 µg/µL com grau de pureza de 1,7 - 1,8 o que 

também foi possível observar por meio de bandas em gel de agarose. Para Verbylaite et al, 

(2010) as análises desenvolvidas para comparação de dez protocolos de extração de DNA de 

madeira de Álamo Europeu (Populus tremula L.) identificaram em testes com uso protocolo 

CTAB, concentração entre 19 - 63 ng/µL e grau de pureza entre 1,24 - 1,48 demonstrando no 

estudo valores pouco expressivos na quantificação, o estudo não revela o tecido utilizado. Para 

ambos os estudos demonstraram que os níveis de concentração e pureza foram mais baixos que 

os encontrados para Araucaria angustifolia (Tabela 2). 
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 Jiao (2012) ressalta que as amostras que passam por tratamento de secagem, ou passam 

por períodos de estocagem podem sofrer degradação do material genômico. Como observado, 

ao testar diferentes adaptações de protocolos, em diferentes espécies, para amostras de madeira, 

seja câmbio vascular ou alburno, amostras secas, ou armazenadas por longos períodos, podem 

apresentar baixa concentração de DNA e alto grau de impureza ou baixa qualidade nas 

quantificações, evidenciando que em estudos com amostras de madeira fresca os resultados 

serão promissores.  

 

Tabela 1 - Quantificação de DNA para amostras de diferentes tecidos de madeira e 

submetidas a diferentes macerações e análise descritiva de dados. 

 

Amostra 
Câmbio-Tissuelyser Alburno – Lima Alburno - Lixa 

Conc.ng/µl Rel. (260/280) Conc. ng/µl Rel. (260/280) Conc.ng/µl Rel. (260/280) 

SJM1 30 1,92 18,5 1,92 62,5 1,76 

SJ3M3 68 1,7 21.0 1,95 7,6 2,4 

SJS 10 40 1,53 16.0 1,36 92,5 1,79 

SJS11 91,5 1,86 17,5 1,92 11,7 2 

SJ57 275,5 1,92 18,5 1,75 8,1 1,32 

SJ58 117,5 1,94 99.0 1,94 19,5 1,97 

SJ59 153 1,84 14 1,87 50 2,1 

J53 231,5 1,9 9,6 1,83 20 1,77 

J54 64,5 1,84 9,5 2 82 1,78 

J55 121,5 1,89 7,2 2 14 1,78 

J56 87,5 1,92 9,7 1,88 12,2 1,8 

JM1 114 1,91 43 1,75 9,5 1,48 

MJM2 49,5 1,86 12,9 1,77 58 1,78 

FM1 312 1,91 18,5 1,83 79,5 1,6 

FS1 179 1,9 239,5 1,83 26,5 1,71 

Média 129 1,86 36,96 1,84 36,91 1,8 

Erro padrão 22,25 0,03 15,62 0,04 7,9 0,07 

Desvio padrão 86,19 0,11 60,5 0,16 30,61 0,25 

Variância 7428,5 0,01 3660,03 0,02 936,93 0,06 

Mínimo 30 1,53 7,2 1,36 7,6 1,32 

Máximo 312 1,94 239,5 2 92,5 2,4 

Contagem 15 15 15 15 15 15 

N.C (95,0%) 47,73 0,06 33,5 0,09 16,95 0,14 

Conc = Concentração de DNA; Rel = Relação entre DNA e proteína (260/280); N.C= Nível de confiança a 95% 
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4.2   Ocotea porosa 

 

 Por meio da (Figura 11), é possível observar as amostras de O. porosa, em gel de agarose 

a 0,8% e comparação com DNA Lambda (25, 50 e 100 ng/μL), as quais obtiveram quantidade 

de DNA extraído, mesmo que de maneira sutil. As amostras foram submetidas a diferentes 

porcentagens de CTAB (2 e 5%) em tempos de banho maria (1h e 1h e 30 min). Na (Figura 11 

A), observa-se que 75% das amostras apresentam DNA isolado, com concentração de 

aproximadamente 25 ng/μL. Já as amostras contidas da (Figura 11 B), também demonstraram 

que 75% das amostras contêm DNA entre 25 e 50 ng/μL. Para as amostras presentes na (Figura 

11 C), percebe-se que a quantidade de amostras com DNA isolado diminuiu, com 58,33% das 

amostras contendo material genético, em concentração similar à 25 ng/μL. E para a (Figura 11 

D), é nítido o decréscimo na quantidade de amostras que tiveram o DNA isolado, sendo apenas 

de 41% com concentração próxima de 25 ng/μL. 

 De acordo com estudos de Chiari et al. (2009), que compararam três protocolos, dois 

deles com concentração CTAB diferentes 2 e 2,8% e terceiro com adição de acetato de amônia, 

para a espécie Stylosanthes guianensis, todos analisados em gel de agarose a 0,8% exibiram 

integridade do DNA sem arraste das bandas, todos os protocolos se mostraram promissores. Ao 

contrário do observado para imbuia que apresentou maior afinidade para o protocolo CTAB 2% 

em banho-maria de 1h e 30 min. 

 Schmitt, et al. (2014) observaram para espécie Curcuma longa. (L) que as concentrações 

de CTAB de 2 e 5% resultaram em uma concentração de DNA expressiva para 5%, e pouco 

expressivas para as concentrações de 2%. Já Danner et al. (2011), constataram em gel eficiência 

do uso de protocolo com a utilização de CTAB 2% para folhas de espécies de Plinia cauliflora, 

não aferindo degradação ou contaminação das amostras. O que se difere do presente estudo, 

pois mesmo ao obter melhores concentrações na utilização de CTAB 2% as amostras 

apresentaram altos níveis de degradação nas bandas em gel, o que pode ser provocado pelo 

tempo de armazenamento, DNAses, polissacarídeos ou compostos fenólicos. 

 Conforme estudos de Faleiro et al. (2003), ao analisarem dez espécies nativas do 

Cerrado brasileiro, observaram em gel de agarose a 0,8% utilizando protocolo CTAB 2,8% 

obtiveram concentração máxima para as espécies de macaúba, barbatimão e araticum. O estudo 

ainda demonstrou em análises de quantificação, que a máxima concentração foi obtida pela 

espécie macaúba com 590 ng/µL e grau de pureza 1,68. Assim, é possível perceber nesse estudo 

que algumas espécies demonstraram comportamento diferente entre análise realizadas em gel 

e análises quantitativas, como por exemplo da espécie de faveira. Esse mesmo comportamento 
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foi observado em presente estudo, no qual algumas amostras em gel se diferem da quantificação 

em NanoVue, a banda 12 (Figura 11 D), com a amostra 12 da Tabela 2. Uma possível 

explicação pode ser o manuseio indevido ou excessivo das amostras.   

Figura 11 - Amostras de DNA extraídas tecido foliar, CTAB 2% 1h (A), CTAB 2% 1h30 (B) 

CTAB 5% 1h (C) e CTAB 5% 1h 30 (D). 

 

 

Fonte: A autora, 2024. 
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 Podemos analisar com base na Tabela 2 as concentrações de DNA obtidas, por meio de 

protocolos de extração com diferentes concentrações CTAB (2 e 5%). Para uma análise 

estatística descritiva, é possível compreender que de modo geral as amostras se diferem, aquelas 

condicionadas em um tempo de cozimento em banho-maria de 1h em uma concentração CTAB 

2% foram melhores que as amostras em um mesmo tempo de cozimento, com concentração 

CTAB 5%. Já as amostras submetidas na concentração CTAB 2% em tempo de 1h e 30 minutos, 

foram melhores que as amostras CTAB 5% para o mesmo tempo, salienta-se a concentração 

CTAB 2% em 1h e 30 minutos demonstrou resultados mais expressivos dentre as demais, além 

disso é possível observar na Tabela 2 que a média da relação (260/280) ficou pouco acima de 

1,50 o que confere grau de pureza baixo. 

 Conforme estudos de Da Cas et al. (2016), ao submeterem a espécie de Ocotea odorifera 

a dois protocolos adaptados de extração de DNA genômico, ambos utilizando CTAB a 2%, com 

isso foi possível observar que o protocolo descrito por Mazza (2000), obteve concentração 

máxima de 42 ng/µl e uma média de 20 ng/µl e para a razão 260/280 de 1,70 em 83% das 

amostras. Por outro lado, o protocolo descrito por Mega (2011), apresenta uma concentração 

máxima de DNA de 865 ng/µl e uma média de 174 ng/µl, com grau de pureza (razão) de 1,86. 

O que ressalta que os resultados obtidos podem ser expressivos a depender das modificações 

impostas aos protocolos de extração, para a espécie de Ocotea odorifera, o protocolo que influi 

nos melhores resultados possui adição de PVPP. Corroborando com o presente estudo, pois 

sabe-se que a modificação da porcentagem de CTAB não causou eficiência na concentração ou 

pureza das amostras, demonstrando a necessidade de mitigar problemas com polifenóis, 

proteínas e polissacarídeos.  

  Benzaquem (2009), comprova por meio de estudos do gênero Aniba, que ao adaptar o 

protocolo CTAB  2% Doyle & Doyle (1987), com adição extra de PVP para o momento de 

maceração, e adição de 10 mg/ml de proteína (K), obteve-se resultados promissores, DNA de 

boa qualidade em boas quantidades, visualizados em gel de agarose e comprovados em 

quantificação por espectrofotometria Nanodrop. Para o mesmo autor essas modificações 

ajudam a evitar a oxidação fenólica das amostras, em que elas possuem elevadas concentrações 

de polissacarídeos, permitindo a purificação de Lauraceas, pois apresentarem essas 

características de modo geral.  
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Tabela 2 - Quantificação de DNA para amostras de imbuia em diferentes concentrações 

CTAB, para tempos diferentes de cozimento em banho-maria, e análise descritiva de dados. 

 

Amostras 

22% 1h % 1h30 5% 1h 5% 1h30 

Conc. 

ng/µl. 

Rel. 

(260/280) 

Conc. 

ng/µl 

Rel. 

(260/280) 

Conc. 

ng/µl. 

Rel. 

(260/280) 

Conc. 

ng/µl 

Rel. 

(260/280) 

FI 02 59 1,55 87 1,51 131,5 1,57 90 1,51 

FI 03 91 1,52 119 1,61 79,5 1,44 84,5 1,55 

FI 04 107 1,51 138 1,51 102,5 1,47 111,5 1,55 

FI 05 132 1,64 106 1,49 66,5 1,62 76,5 1,5 

FI 06 94 1,45 110,5 1,48 86 1,39 108,5 1,58 

FI 07 82 1,51 95,5 1,55 40 1,63 81,5 1,37 

FI 11 97,5 1,53 118 1,61 92,5 1,43 92 1,49 

FI 13 110 1,56 136 1,67 114,5 1,47 70,5 1,38 

FI 14 151 1,64 113,5 1,47 84 1,54 116,5 1,62 

FI 15 113 1,48 158 1,7 23,5 1,83 94 1,5 

FI 16 120,5 1,65 114,5 1,32 135 1,59 140 1,7 

FI 17 126,5 1,61 101 1,5 109,5 1,47 92 1,67 

Média 106,96 1,55 116,42 1,54 88,75 1,54 96,46 1,54 

Erro padrão 7,08 0,02 5,7 0,03 9,73 0,03 5,64 0,03 

Desvio padrão 24,52 0,07 19,73 0,1 33,72 0,12 19,53 0,1 

Variância 601,16 0 389,45 0,01 1137,11 0,01 381,38 0,01 

Mínimo 59 1,45 87 1,32 23,5 1,39 70,5 1,37 

Máximo 151 1,65 158 1,7 135 1,83 140 1,7 

Contagem 12 12 12 12 12 12 12 12 

N.C (95,0%) 15,58 0,04 12,54 0,06 21,43 0,08 12,41 0,06 

 
Conc = Concentração de DNA; Rel = Relação entre DNA e proteína (260/280); N.C= Nível de confiança a 95% 
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5  CONCLUSÃO 
 

 Para as amostras de Araucaria angustifolia conclui-se que é possível extrair DNA de 

amostras cambiais maceradas em TissueLyser, bem como por meio de alburno macerado com 

lima e lixa, embora com concentrações bastante variáveis. Ademais, é importante salientar que 

embora as médias do grau de pureza tenham ficado acima de 1,8 as amostras em gel 

demonstraram RNA expressivo no arraste, o qual requer a utilização de RNAses para mitigar 

esse efeito.  

 Para as amostras de Ocotea porosa, o CTAB 2% com o cozimento em banho-maria de 1 

h e 30 minutos resultam em concentrações mais expressivas. O grau de pureza das amostras 

obteve uma média pouco acima de 1,50 para todas as adaptações avaliadas, o que confere baixa 

pureza ou qualidade das amostras, havendo a necessidade de empregar novos estudos para 

suprir as necessidades da espécie.  
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6  CONSIDERAÇÕES FINAIS 

  

 Sabe-se que a maceração de madeira é difícil, pois a depender da escolha da técnica, pode 

acarretar problemas amostrais, tais como a degradação do DNA por exemplo, porém para 

presente estudo foi empregado o uso de lixa em caso de não haver aparatos apropriados como 

TissueLyser, pois a lixa cumpre bem seu papel de maceração, a média das concentrações para 

esse caso foi baixa, porém isso pode ter ocorrido pelo uso de tecido alburno seco, o que pode 

ter inferido em resultados subestimados. Recomenda-se novos testes com o uso dessa técnica, 

por outro lado não se recomenda o uso de lima para a maceração, mesmo que as médias de 

concentrações (lima e lixa) não tenham se diferido entre elas, pois essa técnica é mais onerosa, 

e apresenta amostras com aspecto escurecido devido ao seu material de composição. 

 Além disso, recomenda-se o uso de material de câmbio vascular e alburno fresco, na 

ausência da possibilidade de trabalhar com tecidos frescos, aconselha-se o uso apenas de 

câmbio vascular seco, pois em tecido de alburno seco a quantidade de DNA é pouco expressiva, 

com nível elevado de grau de impurezas, portanto requer adaptações nos protocolos para 

minimizar tais efeitos. 

 Já ao que se refere a adaptação de protocolo para Ocotea porosa salienta-se a necessidade 

de interferir em outras vias que não o CTAB 2% pois, as amostras não demonstraram eficiência 

ao utilizar CTAB 5%, portanto ao se tratar de uma espécie que produz naturalmente uma 

quantidade maior de polissacarídeos e polifenóis recomenda-se o uso de substâncias como 

(PVP) que evitem a manifestação dessa oxidação por polifenóis.  
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