
1Comparação Entre Protocolos de Extração de DNA para Algodão

Comunicado
Técnico

187
ISSN 0102-0099
Dezembro/2003
Campina Grande, PB

Comparação Entre Protocolos de Extração
de DNA para Algodão

Márcia Soares Vidal1

Taciana de Carvalho Coutinho2

Lúcia Vieira Hoffman3

Em plantas, o isolamento de DNA requer
mecanismos que possam eliminar os problemas
gerados durante a extração. Segundo Romano e
Brasileiro (1999), o DNA vegetal deve ser puro
suficiente para não interferir nos tratamentos
enzimáticos ou causar problemas durante a
eletroforese. O algodoeiro (Gossypium hirsutum L.),
uma das principais culturas produtora de fibras do
mundo, vem sendo bastante estudada ao nível de
DNA com marcadores moleculares. Atualmente,
vários são os métodos de extração utilizados na
obtenção de DNA de algodão de alta qualidade, mas
problemas com contaminação por compostos
fenólicos como citado por Saha et al. (1997) ainda
são fatores que geram oxidação das amostras e
conseqüentemente degradação das mesmas. Desta
forma, o presente trabalho teve como finalidade
testar protocolos para a extração de DNA total de
algodão, a fim de selecionar aquele que melhor
resultado gerar para ser então empregado nos
projetos da equipe de Biotecnologia com marcadores
moleculares.

Para o desenvolvimento deste trabalho os genótipos:
BRS IPÊ, CNPA ITA 90 II, CNPA GO 2000 1207 e

CNPA GO 2001 3072 foram cultivados em casa de
vegetação da Embrapa Algodão, localizada em
Campina Grande, PB no período de Janeiro a Junho.
Para a extração do DNA total, folhas jovens foram
coletadas e colocadas imediatamente na presença
de nitrogênio líquido. As amostras foram submetidas
a 6 tipos de extrações, descritas nos esquemas a
seguir:

A avaliação da qualidade dos DNAs extraídos foi
realizada através de migração de uma alíquota de 1
mL das amostras em gel de agarose 0,7% (P/V) em
tampão TBE 0,5X (Tris-Borato 0,045 mM, EDTA
0,001 M pH 8,0) corados com brometo de etídio
(1,2 mL/100 mL de uma solução 10 mg/mL) (Figura
1). Após a avaliação da qualidade das amostras
extraídas, as mesmas foram tratadas com RNase e
então quantificadas em espectrofotômetro (Tabela
1).

De acordo com os dados obtidos foi verificado que
os protocolos de 1, 2 e 3 mostraram-se eficientes
para extração do DNA do algodão. Enquanto que os
protocolos de 4, 5 e 6 não mostraram bandas
características de DNA íntegro, e sim, rastros de
degradações e fragmentos de RNA.
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2 Comparação Entre Protocolos de Extração de DNA para Algodão

Esquema do protocolo 1 de extração de DNA de algodão (Zhang e Stewart, 2000):

Adicionar 600 µL de tampão de extração preaquecido a 65°C (CTAB 2%; NaCl 1M; EDTA
0,02 M; Tris-HCl 0,1 M pH 8,0; PVP-40 2%; �-mercapoetanol 10%)

Coletar cerca de 300 mg de tecido foliar em tubos de microcentrífuga de 1,5 mL e,
congelar imediatamente em N2 líquido

Agitar os tubos por 30 seg.

Incubar os tubos a 65°C por 30 min., agitando-os a cada 5 min.

Adicionar 600 µL de clorofórmio:álcool isoamílico (24:1) e,
misturar gentilmente por 5 min.

Centrifugar as amostras a 7.000g, 4°C por 5 min.

Transferir a fase aquosa para novo tubo

Adicionar 600 µL de isopropanol gelado e,
misturar lentamente por inversão dos tubos

Centrifugar as amostras a 7.000g, 4°C por 15 min. e,
descartar o sobrenadante

Adicionar 300 µL de etanol 70%

Adicionar 300 µL de etanol 95% gelado

Centrifugar as amostras a 7.000g, 4°C por 5 min. e,
descartar o sobrenadante

Centrifugar as amostras a 7.000g, 4°C por 15 min. e,
descartar o sobrenadante

Secar o precipitado a temperatura ambiente e,
ressuspender em 100 µL de H2O Milli-Q®
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Esquema do protocolo 2 de extração de DNA de algodão (Ferreira e Grattapaglia, 2001):

Adicionar 600 µL de tampão de extração preaquecido a 65°C (CTAB 2%; NaCl 1,4 M; EDTA
0,02 M; Tris-HCl 0,1 M pH 8,0; PVP-40 2%; �-mercapoetanol 10%)

Coletar cerca de 300 mg de tecido foliar em tubos de microcentrífuga de 1,5 mL e,
congelar imediatamente em N2 líquido

Agitar os tubos por 30 seg.

Incubar os tubos a 65°C por 30 min., agitando-os a cada 5 min.

Adicionar 600 µL de clorofórmio:álcool isoamílico (24:1) e,
misturar gentilmente por 5 min.

Centrifugar as amostras a 7.000g, 4°C por 5 min.

Transferir a fase aquosa para novo tubo

Adicionar 60 µL de uma solução de CTAB 10% e 1,4 µ de NaCl e,
misturar lentamente por inversão dos tubos

Adicionar 600 µL de isopropanol gelado e,
misturar lentamente por inversão dos tubos

Centrifugar as amostras a 7.000g, 4°C por 15 min. e,
descartar o sobrenadante

Secar o precipitado a temperatura ambiente e,
ressuspender em 100 µL de H2O Milli-Q®
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Adicionar 600 µL de tampão de extração preaquecido a 65°C (CTAB 2%; NaCl 1,4M; EDTA
0,02 M; Tris-HCl 0,1 M pH 8,0; PVP-40 2%; �-mercapoetanol 10%)

Coletar cerca de 300 mg de tecido foliar em tubos de microcentrífuga de 1,5 mL e,
congelar imediatamente em N2 líquido

Agitar os tubos por 30 seg.

Incubar os tubos a 65°C por 30 min., agitando-os a cada 5 min.

Adicionar 600 µL de clorofórmio:álcool isoamílico (24:1) e,
misturar gentilmente por 5 min.

Centrifugar as amostras a 7.000g, 4°C por 5 min.

Transferir a fase aquosa para novo tubo

Adicionar 600 µL de isopropanol gelado e,
misturar lentamente por inversão dos tubos

Centrifugar as amostras a 7.000g, 4°C por 15 min. e,
descartar o sobrenadante

Adicionar 300 µL de etanol 70%

Adicionar 300 µL de etanol 95% gelado

Centrifugar as amostras a 7.000g, 4°C por 5 min. e,
descartar o sobrenadante

Centrifugar as amostras a 7.000g, 4°C por 15 min. e,
descartar o sobrenadante

Secar o precipitado a temperatura ambiente e,
ressuspender em 100 µL de H2O Milli-Q®

Esquema do protocolo 3 de extração de DNA de algodão (Ferreira e Grattapaglia, 2001 modificado):
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5Comparação Entre Protocolos de Extração de DNA para Algodão

Coletar cerca de 300 mg de tecido foliar em tubos de microcentrífuga de 1,5 mL e,
congelar imediatamente em N2 líquido

A dicionar 600 µL de tam pão de ex tração preaquecido a 65°C (C T AB 0,8% ; N aC l 1,4M ;
E D T A 0,022 M ; T ris-H C l 0,22 M pH 8,0; S arcosil 1% ; 0,14 M S orbitol; �-m ercapoetanol

0,2% ) e 600 µL de clorofórm io:álcool isoam ílico

Agitar os tubos por 30 seg.

Incubar os tubos a 65°C por 30 min., agitando-os a cada 5 min.

Adicionar 600 µL de clorofórmio:álcool isoamílico (24:1) e,
misturar gentilmente por 5 min.

Centrifugar as amostras a 7.000g, 4°C por 5 min.

Transferir a fase aquosa para novo tubo

Adicionar 600 µL de isopropanol gelado e,
misturar lentamente por inversão dos tubos

Centrifugar as amostras a 7.000g, 4°C por 15 min. e,
descartar o sobrenadante

Adicionar 300 µL de etanol 70%

Centrifugar as amostras a 7.000g, 4°C por 15 min. e,
descartar o sobrenadante

Adicionar 300 µL de etanol 95% gelado

Centrifugar as amostras a 7.000g, 4°C por 5 min. e,
descartar o sobrenadante

Secar o precipitado a temperatura ambiente e,
ressuspender em 100 µL de H2O Milli-Q®

Esquema do protocolo 4 de extração de DNA de algodão (Romano, 1998):
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Adicionar 600 µL de tampão de extração preaquecido a 65°C (NaCl 0,5 M; EDTA 0,05 M;
Tris-HCl 0,1 M pH 8,0; �-mercapoetanol 0,2%)

Coletar cerca de 300 mg de tecido foliar em tubos de microcentrífuga de 1,5 mL e,
congelar imediatamente em N2 líquido

Agitar os tubos por 30 seg.

Incubar os tubos a 65°C por 30 min., agitando-os a cada 5 min.

Adicionar 250 µL de acetato de potássio 5 M.

Adicionar 400 µL de isopropanol gelado e,misturar lentamente por inversão dos tubos

Incubar a -20°C por pelo menos 1 hora.

Adicionar 50 µL de SDS 20%.

Centrifugar as amostras a 7.000g, 4°C por 10 min. e, descartar o sobrenadante.

Precipitar o DNA pela adição de 0,1 volume de acetato de sódio (NaOAc) 3M e 0,7 volumes
de isopropanol gelado

Incubar a -20°C por pelo menos 1 hora.

Centrifugar as amostras a 7.000g, 4°C por 10 min. e, descartar o sobrenadante.

Adicionar 300 µL de etanol 70%

Centrifugar as amostras a 7.000g, 4°C por 15 min. e, descartar o sobrenadante

Secar o precipitado a temperatura ambiente e, ressuspender em 100 µL de H2O Milli-Q®

Esquema do protocolo 5 de extração de DNA de algodão (Dellaporta et al.,1993):
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Adicionar 600 µL de tampão de extração preaquecido a 65°C (CTAB 2%; NaCl 1,4M; EDTA
0,02 M; Tris-HCl 0,1 M pH 8,0; �-mercapoetanol 1%)

Coletar cerca de 300 mg de tecido foliar em tubos de microcentrífuga de 1,5 mL e,
congelar imediatamente em N2 líquido

Agitar os tubos por 30 seg.

Incubar os tubos a 65°C por 30 min., agitando-os a cada 5 min.

Adicionar 600 µL de clorofórmio:álcool isoamílico (24:1) e,
misturar gentilmente por 5 min.

Centrifugar as amostras a 7.000g, 4°C por 5 min.

Transferir a fase aquosa para novo tubo

Adicionar 600 µL de isopropanol gelado e,
misturar lentamente por inversão dos tubos

Centrifugar as amostras a 7.000g, 4°C por 15 min. e,
descartar o sobrenadante

Precipitar o DNA pela adição de 0,1 volume de acetato de sódio (NaOAc) 3M e 1 volume de
etanol gelado

Incubar a -20°C por pelo menos 1 hora.

Centrifugar as amostras a 7.000g, 4°C por 10 min. e, descartar o sobrenadante.

Adicionar 300 µL de etanol 70%

Centrifugar as amostras a 7.000g, 4°C por 15 min. e, descartar o sobrenadante

Secar o precipitado a temperatura ambiente e, ressuspender em 100 µL de H2O Milli-Q®

Esquema do protocolo 6 de extração de DNA de algodão (Murray e Thompson, 1998):
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Fig. 1. Fotografia Polaroid da quantificação das amostras de DNA total obtido nos testes de protocolos: Ferreira e
Grattapaglia com TP (1 a 4), Ferreira e Grattapaglia sem TP (5 a 8), Romano e Brasileiro (9 a 12), Dellaporta et al
(13 a 16), Murray e Thompson (17 a 20) e Zhang e Stewart (21 a 24). Os números de (I a IV) são os marcadores
moleculares do bacteriófago lambda nas concentrações 50, 100, 150 e 200 ng / mL, respectivamente.

Tabela 1. Avaliação do grau de pureza por espectrofotometria das amostras de DNA extraídas.
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A m o s t r a s D . O .

2 6 0 n m 2 8 0 n m
R a z ã o 2 6 0 / 2 8 0

1 a * 0 , 2 0 2 0 , 1 2 3 1 , 6 4
1 b 0 , 5 0 1 0 , 4 2 2 1 , 1 8
1 c 0 , 1 1 5 0 , 0 9 2 1 , 2 5
2 a 0 , 1 6 6 0 , 1 0 9 1 , 5 2
2 b 0 , 2 1 1 0 , 1 7 0 1 , 2 4
2 c 0 , 1 4 7 0 , 1 0 0 1 , 4 7
3 a 0 , 2 4 1 0 , 1 5 9 1 , 5 1
3 b 0 , 2 0 8 0 , 1 4 7 1 , 4 1
3 c 0 , 3 1 5 0 , 2 6 0 1 , 2 1
4 a 0 , 2 3 5 0 , 1 4 1 1 , 6 6
4 b 0 , 2 1 4 0 , 1 5 8 1 , 3 5
4 c 0 , 2 1 0 0 , 1 8 6 1 , 1 2
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