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RESUMO - O melhoramento do maracujazeiro visa superar limitações a cultura como pragas, doenças e fatores 

climáticos. A adoção de abordagem biotecnológicas, tem proporcionado avanços significativos nos trabalhos de 

caracterização e desenvolvimento de novos genótipos, e pode ser aplicada em diversas etapas em programas de 

melhoramento. O isolamento do ácido nucleico a ser trabalhado, consiste em uma etapa importante em técnicas 

moleculares, visto que todas as etapas seguintes dependem da qualidade do material extraído. Este trabalho teve 

por objetivo avaliar a influência da idade do tecido foliar na concentração e qualidade do DNA extraído. Foram 

extraídos DNA de folhas jovens completamente expandidas, folhas adultas obtidas do ramo secundário e do ramo 

terciário e de folhas cotiledonares, usando o método CTAB. A concentração e a qualidade foram verificadas em 

espectrofotômetro. Todas os tipos de tecidos foliares apresentaram DNA em quantidade suficiente para realização 

de análises moleculares, sendo que as folhas completamente expandidas forneceram maiores concentrações que 

os demais. Além disso, amostras mais puras foi obtida com este tecido foliar. Amostras de DNA com menor 

relação de pureza foi obtida a partir do tecido foliar adulto. 
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INTRODUÇÃO 

O Passiflora edulis Sims, popularmente conhecido como maracujazeiro azedo, consiste em uma espécie 

frutífera, de maior importância do gênero Passiflora. O Brasil é maior produtor e consumidor mundial de 

maracujás, o que leva a cultura assumir importante papel socioeconômico no país, principalmente para pequenos 

e médios produtores, em especial os da agricultura familiar (MELETTI, 2011). 
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Nas últimas décadas houve um considerável incremento nas áreas de cultivo e na produção de frutos de 

maracujás no Brasil. O rápido retorno econômico, e o alto valor agregado dos frutos, faz com que o maracujazeiro 

se destaque entre as diversas frutíferas e muitos produtores invistam em novos cultivos. Apesar da expansão dos 

cultivos no Brasil, a produtividade média da cultura é em torno de 13 toneladas por hectare, considerada baixa 

frente ao potencial da cultura, superior a 30 toneladas por hectare (SILVA, 2009; HAFLE et al., 2010; FREITAS 

et al., 2011). O melhoramento genético é tido como o maior responsável pelo crescimento e expansão da cultura 

no Brasil, a partir do lançamento de cultivares superiores no mercado (MELETTI, 2011). Apesar disso, há uma 

carência de cultivares com resistência as principais pragas e doenças que acometem a cultura, e se tornam 

limitantes para continuos avanços na cultura. O melhoramento do maracujazeiro ainda carece de caracterização de 

genótipos domesticados e silvestres, que poderiam proporcionar incrementos nos ganhos dos programas 

(CERQUEIRA-SILVA et al., 2018). 

A adoção de abordagem biotecnológicas, tem proporcionado avanços significativos nos trabalhos de 

caracterização e desenvolvimento de novos genótipos em programas de melhoramento. Essas abordagens podem 

ser aplicadas em diversas etapas no melhoramento de plantas, auxiliando na caracterização da diversidade genética, 

seleção assistida por marcadores, direcionamento de cruzamentos, assegurar pureza de materiais dentre outras 

aplicações (PEREIRA et al., 2005). 

Assim, o emprego dessas técnicas e o sucesso das mesmas está intrinsicamente ligado a qualidade do material 

genético obtido para realização dos trabalhos. A aplicação das técnicas moleculares exige DNA em quantidade 

suficientes e de alta pureza (ROCHA et al., 2017). A extração de DNA consiste em uma etapa importante em 

técnicas moleculares, visto que todas as etapas seguintes dependem da qualidade do material extraído. O 

isolamento de ácidos nucleicos pode ser feito a partir de diferentes tecidos da planta estudada, e até mesmo em 

diferentes idades (NOVAES et al., 2009).  

Dentre outros fatores, o tipo de tecido utilizado para extração e a metodologia, podem influenciar 

significativamente na qualidade e quantidade de DNA extraído (ROCHA et al., 2017). Assim são necessários 

estudos que visam identificar e ajustar metodologias para obtenção de material genético de melhor qualidade e 

quantidade para o emprego eficiente destas técnicas. Este trabalho teve por objetivo avaliar a influência da idade 

fisiológica do tecido foliar de maracujazeiro na qualidade do DNA extraído. 

 

METODOLOGIA 

O trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Biotecnologia e Melhoramento Vegetal do setor de Fruticultura 

da Universidade Federal de Viçosa. Foram coletadas folhas de maracujazeiro azedo em quatros estágios de 

crescimento para a extração do DNA: 1º) Folhas jovens completamente expandidas; 2º) Folhas completamente 

expandidas da região mediana do ramo terciário; 3º) Folhas coriáceas do ramo secundário; 4º) Folhas 

cotiledonares. Duas amostras de cada tipo de tecido foram extraídas. 

A extração do DNA foi realizada com o protocolo CTAB (DOYLE e DOYLE, 1990), com modificações. 

Inicialmente, 200 mg de cada tipo de tecido foliar foi macerado em 700 μl tampão constituído de CTAB 2%, NaCl 

1,4 M, EDTA 20 mM, Tris pH 8,0 100 nM e PVPP 1%, mais 4 μl de 2-mercaptoethanol, em macerador TissueLyser 

II (QIAGEN®). Em seguida, o macerado foi incubado por 20 min a 65 ºC em banho Maria. Para a purificação, foi 

adicionado 700 μl da mistura clorofórmio: Alcool Isoamílico: Fenol (24:1:25) e centrifugado a 5000 rpm, por 10 

min. Esse procedimento foi repetido por três vezes, onde ao final de cada centrifugação o sobredante era transferido 

para um novo microtubo de 1,5 ml, e sobre este era adicionado a mistura clorofórmio: Álcool Isoamílico: Fenol. 

A precipitação do DNA foi realizada com 700 μl de álcol isopropílico PA gelado, mais 70 μl de acetato de 

sódio 3 M, e então deixado em overnight a -20 ºC. Após o overnight, as amostras foram centrifugadas a 13.000 

rpm por 15 min, para formação do pellet de DNA. Em seguida, 700 μl de álcool 70% foi adicionado sobre o pellet 

para lavagem, e então centrifugadas novamente a 13.000 rpm por 15 min. Esse procedimento foi realizado por três 

vezes, sendo que para a ultima centrifugação foi adicionado álcool 95% gelado. Após a secagem o pellet foi eluído 
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em 100 μl de água deionizada autoclavada, acrescentado de 1 μl de RNAse 10 mg.μl, e incubado por 20 minutos 

em banho Maria a 37 ºC. 

A quantidade de DNA obtida em cada tipo de tecido foliar foi verificada em espectrofotômetro Thermo 

ScientificTM Multiskan GOTM, e a qualidadade verificada através da relação da absorbância nos comprimentos de 

onda 260/280 nm e 260/230. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÕES 

A idade do tecido foliar interferiu na qualidade e quantidade do DNA extraído. A concentração média de DNA 

extraída nos tecidos foliares de maracujazeiro variou de 78,92 a 152,77 ng. μl-1, e a relação de absorbância nos 

comprimentos de onda 260/280 variou de 1,70 a 1,84 (Tabela 1). 

Tabela 1. Concentração de DNA e relação de absorbância nos comprimentos de onda 260/280 e 260/230, para o 

DNA extraído de tecido foliar de maracujazeiro azedo em diferentes idades. 

Tecido foliar 

Concentração de DNA (ng. μl-

1) 

Relação 

260/280 

Relação 

260/230 

Jovem completamente expandido 152.78 1.84 1.43 

Adulto da região mediana do ramo 

terciário 93.78 1.78 1.15 

Adulto coriáceo do ramo secundário 136.78 1.70 1.21 

Jovem cotiledonar 78.93 1.84 1.22 

  

A maior concentração de DNA foi obtida nas folhas novas completamente expandidas, e a menor concentração 

foi obtida na extração em folhas cotiledonares. Apesar da variação na concentração de DNA obtida, todos os 

tecidos foliares utilizados fornecem quantidades de DNA suficientes para a realização de análises moleculares, 

com o protocolo adotado, indicando que é possível extrair DNA de maracujazeiro em qualquer idade foliar. A 

menor concentração de DNA em folhas cotiledonares pode estar relacionado a idade destas folhas.  

A maior relação 260/280 foi encontrada no DNA extraído de folhas jovens completamente expandidas e de 

folhas cotiledonares, com média de 1,84, enquanto que a menor razão foi obtida de tecido foliar adulto 

completamente expandido do ramo secundário. Relações 260/280 entre 1,8 e 2, considera-se que as amostras são 

de elevado grau de pureza, em relação a contaminação com proteína, que absorvem no comprimento de onda de 

280 nm (PASAKINSKIENĖ; PASAKINSKIENĖ, 1999; CARVALHO et al., 2019). A menor relação 260/280 em 

folhas mais adultas de maracujá, indica que estas amostras tendem a fornecer DNA de menor pureza, que tecidos 

mais jovens. 

Na relação 230/260 todas as amostras apresentaram valores inferiores a 1,8, o que evidencia um grau de 

contaminação em todas as amostras. Relações 260/230 inferiores a 1,8 é um indicador de presença de sais, 

polissacarídeos e fenóis. Folhas mais maduras tendem a ter uma maior concentração de metabólitos secundários, 

como polifenóis. Estas substâncias tendem a se acumular em folhas ao longo do desenvolvimento fisiológico das 

plantas (MOREIRA; OLIVEIRA, 2011), o que justifica as amostras de DNA extraídas de tecido foliar adulto terem 

apresentado as menores razões de absorbancia 260/260. Além disso, o maracujazeiro é tido como uma espécie rica 

em polifenóis, o que confere a planta características de interesse na área medicinal. 

Por outro lado, maior concentração de polissacarídeos é encontrado em folhas cotiledonares, visto que as 

mesmas são as primeiras folhas emitidas pelas plântulas, e aloca as reservas para desenvolvimento inicial das 
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plântulas (WEIDLICH et al., 2010), o que pode influenciado na razão de absorbância na amostra extraída de folhas 

cotiledonares. A melhor relação 260/230 é encontrada nas amostras de DNA extraídas do tecido foliar jovem 

completamente expandidos, o que evidencia que este se configura no tecido mais adequado para extração de DNA 

de maracujazeiro azedo. 

 

CONCLUSÃO 

A idade do tecido foliar interfere na concentração de DNA obtido, entretanto todos fornecem DNA em 

quantidade suficiente para realização de análises moleculares. Melhores relações de pureza são obtidas ao extrair 

DNA de tecido foliar jovem completamente expandido. 
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