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Introdução

O  alho  (Allium  sativum L.)  é  uma  das  mais  antigas  hortaliças  cultivadas  no  mundo  e 

apresenta  uma  ampla  variação  morfológica.  A  atividade  humana,  o  crescente  desenvolvimento 

tecnológico  ou  a  agropecuária  irracional,  são  apontados  como  a  causa  da  gradual  perda  da 

variabilidade  genética  desta  hortaliça.  O  presente  trabalho  tem  como  objetivo  avaliar  diferentes 

protocolos de extração de DNA genômico total em Allium sativum L, para oferecer subsídios para a 

caracterização molecular da amostra e para a quantificação da diversidade genética existente no 

germoplasma do gênero Allium..

Metodologia

Foram coletados subamostras de alho, junto aos agricultores, em área de cultivo, feiras e 

mercados populares da Microrregião de Picos. Em seguida o material foi armazenado separadamente 

em freezer a –20ºC. A extração do DNA foi realizada no Laboratório de Micologia do Departamento 

de  Biologia  no  Centro  de  Ciências  da  Natureza  (CCN)  da  Universidade  Federal  do  Piauí,  e  a 

quantificação das amostras obtidas foi realizada no Laboratório de Biologia Molecular da Empresa 

Brasileira de Pesquisa Agropecuária (Embrapa- Meio Norte), em Teresina-Piauí.

Foram avaliados cinco protocolos descritos por Romano & Brasileiro (1998), Doyle & Doyle 

(1987), Grattapaglia et al. (1995), Clarke et al. (1989) e Dellaporta et al. (1983), de forma que os 

quatro  primeiros  protocolos  citados  acima  foram baseados  no  método  CTAB,  com modificações 

relativas  à  quantidade  de  tecido  do  bulbo  que  foi  submetido  à  extração,  seguida  das  devidas 

alterações proporcionais na quantidade de reagentes de acordo com a quantidade de tecido do bulbo 

previamente estabelecida.

A quantificação foi realizada no Laboratório de Biologia Molecular da EMBRAPA Meio Norte, 

na cidade de Teresina-Piauí, por meio de eletroforese em gel de agarose a 0,8%, submetida a 80V 

durante 1hora, utilizando o agente intercalante GelRED® e o Azul de Bromofenol. Os padrões de 

bandas foram visualizados por luz ultravioleta (UV), utilizando o marcador de DNA de fago λ com 

concentração  conhecida  de  100  ng/μL.  Esses  padrões  foram  fotografados  com  equipamento 

MiniBISPro®.

Resultados e Discussão

Foram detectadas diferenças nos cinco protocolos utilizados (Figura 1).  Os protocolos de 

Romano & Brasileiro (1998) e Doyle & Doyle (1987) resultaram em boa quantidade de DNA, mas com 

altos índices de contaminação por polissacarídeos. Os métodos propostos por Grattapaglia e Sederoff 

(1995) e Dellaporta et al. (1983), obtiveram baixas concentrações de DNA. Por meio do protocolo 

deClarke  et  al.  (1989)  obteve-se  amostras  com  as  melhores  relações  de  pureza  e  com  boa 
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quantidade de DNA em comparação aos demais, uma vez que o método descrito por Clarke et al. 

(1989) utiliza a maior concentração de detergente CTAB na solução tampão e maior quantidade de 

solução salina de NaCl que os outros protocolos analisados.

Figura 1- Análise eletroforética do DNA genômico total de Allium sativum L, em gel de agarose a

0,8%, com a presença do marcador de DNA de fago λ. Ultilizando os protocolos de extração 1-

Romano & Brasileiro (1998); 2- Doyle & Doyle (1987); 3- Grattapaglia et al. (1995); 4- Clarke et al.

(1989) e 5- Dellaporta et al. (1983). Fonte: COSTA, M.F, 2012.

Conclusão

Com base nos resultados obtidos e nas condições em que se realizou o presente estudo, 

conclui-se  que  os  métodos  descritos  por  Romano  &  Brasileiro  (1998)  e  Doyle  &  Doyle  (1987), 

apresentaram  DNA  de  quantidade  adequada  para  experimentação.  No  entanto,  sugere-se 

preferencialmente o uso da técnica de Clarke et al. (1989) para a extração de DNA de bulbos do alho

(Allium sativum L.), já que foi o protocolo que apresentou a melhor resolução no perfil eletroforético na

quantificação em gel  de agarose.  Indicando quantidade e grau de pureza adequada para futuros 

estudos moleculares.

Apoio: Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico – CNPq.
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