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Comparacéo entre Protocolos de Extragdo de DNA de
Algodao para Emprego em Ensaios com Marcadores
Moleculares

O isolamento de DNA de
plantas, sejam elas
provenientes de cultura de
tecidos ou de campo, € uma
etapa importante para
aqueles que trabalham com
marcadores moleculares,
visto que a quantidade e a
qualidade das amostras vai
influir num bom
desenvolvimento dos
trabalhos.

Diversos métodos sdo descritos, alguns deles aplicaveis para a maioria
das culturas, outros, no entanto, ndo podem ser utilizados, uma vez que
ndo conseguem a extracdo do DNA ou, entdo, a pureza das amostras é
muito baixa. Varios autores citam problemas no isolamento do DNA
vegetal, alguns dos quais relacionados principalmente ao co-isolamento
de polissacarideos, substancias fendlicas e compostos secundarios.

No que tange a cultura do algodéo, esta espécie apresenta grandes
guantidades de compostos fendlicos que acarretam problemas de
degradacéo e interferéncia no isolamento do material genético, como
rompimento de paredes e membranas celulares dificultando, muitas
vezes, a precipitacdo de DNA. Tendo em vista esses problemas, a
otimizacao de um método eficiente de extragcao de DNA de algodéo
torna-se ponto importante para pesquisas biotecnoldgicas nesta cultura.
Sendo assim propde-se, com presente trabalho, testar alguns
protocolos de extracdo de DNA empregando-se folhas de algodéo, de
modo a se avaliar tanto a qualidade quanto a quantidade, uma vez que o
mesmo devera ser empregado em experimentos de marcadores
moleculares.

1. Material vegetal e condicbes de crescimento

O material vegetal utilizado comp®&e-se gendtipos de algoddo obtidos no
Programa de Melhoramento Vegetal do Estado de Goias pertencentes
aos Ensaios de Novas Linhagens Il, Linhagens Avancadas e Ensaio
Estadual de Goias, do ano agricola 2002/2003.

As sementes de algoddo foram germinadas em solo e mantidas em
casa-de-vegetacdo da Embrapa Algodéo, localizada na cidade de
Campina Grande, PB, no més de marco de 2003.
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2. Isolamento de DNA total

O DNA total de algodéo foi isolado a partir de folhas
jovens, segundo os protocolos abaixo:

2.1. Método CTAB proposto por Ferreira e
Grattapaglia (1998) com modificacdes:

Ao tecido foliar macerado dentro de tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL, foram adicionados
600 niL de tampéo de extracdo (CTAB 2%; NaCl 1,4
M; EDTA 0,2 M; Tris HCI 0,1 M pH 8,0; PVP 2% e
-mercaptoetanol 0,2%) preaquecido a 65°C. Os
tubos foram submetidos a agitagdo com auxilio de
um agitador de tubos, durante 30 segundos e,
posteriormente, incubados a 65°C em banho-maria
com circulacéo por 30 minutos e, a cada 5 minutos,
os tubos foram agitados. Ao homogeneizado,
resfriado a temperatura ambiente, adicionaram-se
600 L de cloroférmio:élcool isoamilico, na
proporcéo de 24:1, misturados gentilmente pelo
tempo de 5 minutos; em seguida, as amostras foram
submetidas a centrifugacdo por 5 minutos, a 7.000g
e 4°C. A fase aquosa ja transferida para tubos
novos previamente rotulados foram adicionados
60 L da solucéo de precipitacdo (CTAB 10% e
NaCl 1,4M) preaquecida, visto que esta solucéo é
muito viscosa. A solucéo de precipitacdo foi
incorporada as amostras por mistura, através de
inversao dos tubos aos quais foram adicionados
600 i de isopropanol gelado e misturados
lentamente, por inverséo dos tubos. As amostras
foram submetidas a centrifugacdo a 7.000g, a 4°C
por 15 minutos e o sobrenadante descartado. O
sedimento foi lavado com etanol 70% e depois
lavado com etanol 95%; por fim, foi secado a
temperatura ambiente e posteriormente ressuspenso

1 @
em 100 ni. de H,O Milli-Q™.

2.2. Método CTAB proposto por Ferreira e
Grattapaglia (1998) sem tampéao de
precipitacao:

Para este protocolo manteve-se a mesma sequéncia
de extracdo do protocolo anterior, com eliminacédo
da etapa de adi¢cdo do tampéo de precipitacéo.

2.3. Método CTAB proposto por Zhang e
Stewart (2000) com modificacdes:

Ao tecido foliar macerado dentro de tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL foram adicionados

600 niL de tampéo de extracéo (CTAB 2%; NaCl 1
M; EDTA 0,02 M; Tris HCI 0,1 M pH 8,0; PVP-40

2% e -mercaptoetanol 10%) preaquecido a 65°C.
Os tubos foram submetidos a agitacéo durante 30
segundos e incubados a 65°C, por 30 minutos,
sendo que a cada 5 minutos os tubos foram
agitados. Ao homogeneizado, resfriado a
temperatura ambiente, adicionaram-se 600 i de
cloroférmio:alcool isoamilico, na proporcéo de 24:1
misturados, de forma lenta, por cerca de 5 minutos;
em seguida, as amostras foram submetidas a
centrifugacéo pelo tempo de 5 minutos, a 7.000g e
a4°C; s0 depois elas foram transferidas para tubos
novos aos quais se adicioram 600 i de isopropanol
gelado; a partir dai foram misturados lentamente por
inversdo dos tubos e as amostras submetidas a
centrifugacéo a 7.000g, a 4°C, por 15 minutos e, o
sobrenadante descartado. O sedimento foi lavado
com etanol 70% e com etanol 95%, além de secado
a temperatura ambiente e, posteriormente,

ressuspenso em 100 ni. de H,0 MiIIi-Q®.

2.4. Método proposto por Dellaporta et al.
(1993)

Ao tecido foliar macerado dentro de tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL foram adicionados

600 niL de tampéo de extracdo (Tris-HCI 0,1 M pH
8,0; EDTA 0,05 M; NaCl 0,5 M; -mercaptoetanol
0,2%) preaquecido a 65°C, e adicionados 50 ni. de
SDS 20% misturado por inversdo, incubados a 65°C
por 30 minutos; em seguida, foram adicionados
200 . KOAc 5 M, incubados no gelo por 20
minutos e centrifugados a 7.000g durante 5
minutos, a 4°C; logo apds, o sobrenadante foi
transferido para tubo novo e acrescido de 0,7
volume de isopropanol gelado e incubados por 1
hora, a-20°C e centrifugado como descrito acima.
O sobrenadante foi desprezado e o DNA precipitado
com 0,1 volume de NaOAc 3 M e 0,7 volume de
isopropanol gelado, enquanto as amostras foram
misturadas por inverséo e incubadas por 1 hora, a -
20°C e depois submetidas a centrifugacéo e, o
sobrenadante descartado. O sedimento foi lavado
com etanol 70% e posteriormente com etanol 95%;
enfim, o sedimento foi secado a temperatura

ambiente e ressuspenso em 100 ni de H,O MiIIi-Q®.

2.5. Método proposto por Murray e
Thompson (1980)

Ao tecido foliar macerado dentro de tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL foram adicionados

600 niL de tampéo de extracdo (Tris-HCI 0,1 M pH
8,0; EDTA 0,02 M; NaCl 1,4 M; - mercaptoetanol
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1% e CTAB 2%) preaquecido a 65°C. Os tubos
foram submetidos a agitacao por cerca de 30
segundos e posteriormente incubados a 65°C. Ao
homogeneizado, resfriado a temperatura ambiente,
adicionaram-se 600 ni de cloroférmio:alcool
isoamilico, na proporcao de 24:1, misturados de
maneira lenta por cerca de 5 minutos, enquanto as
amostras foram submetidas a centrifugacéo por 5
minutos a 7.000g e 4°C. A fase aquosa ja
transferida para tubos novos previamente rotulados,
foram adicionados 600 ni de isopropanol gelado e
misturados lentamente, por inverséo dos tubos, além
de centrifugados pelo tempo de 5 minutos a 7000g
e 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o DNA
precipitado com 0,1 volume de NaOAc 3 M, pH 5,2
e 1 volume de etanol 100% gelado, misturado por
inverséo e incubado durante 1 hora, a-20°C; em
seguida, centrifugados por 10 minutos a 7000g e a
4°C; logo ap6s, o sobrenadante foi descartado, o
sedimento lavado com etanol 70% e depois lavado
com etanol 95%; enfim, foi secado a temperatura
ambiente e posteriormente ressuspenso em 100 m.
de H,0 Milli-Q®.

2.6. Método proposto por Romano (1998)

Ao tecido foliar macerado dentro de tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL foram adicionados

600 niL de tampéo de extracéo (Tris-HCI 0,2 M pH
8,0; EDTA 0,022 M; NaCl 0,8 M; -mercaptoetanol
0,2%; CTAB 0,8%; Sarcosil 1% e Sorbitol 0,14 M)
e adicionado 600 ni de cloroférmio/alcool isoamilico
24:1; os tubos foram submetidos a agitacdo com
auxilio de um agitador de tubos, cerca de 30
segundos e posteriormente incubados a 65°C em
banho-maria com circulagdo por 30 minutos; a cada
5 minutos, os tubos foram agitados; em seguida, as
amostras foram submetidas a centrifugacgéo, por 5
minutos a 7.000g e 4°C. A fase aquosa, ja
transferida para tubos novos previamente rotulados,
foi adicionado 1,2 volume de isopropanol gelado e
centrifugado por 10 minutos, a 7.000g e 4°C; em
seguida, o sobrenadante foi descartado, o
sedimento foi lavado com etanol 70% e com etanol
95%, além de secado a temperatura ambiente e
posteriormente ressuspenso em 100 ni de H,O Milli-

Q"

3. Verificagdo da qualidade das amostras
extraidas

Verificou-se a qualidade das amostras de DNA
extraidas foi verificada por meio de migracéo de

1 m. das amostras em gel de agarose 0,7% em TBE
0,5X (Tris-Borato 0,045 mM, EDTA 1 mM pH 8,0)
acrescido de 0,5 ng/mL de brometo de etila.

4. Quantificagcdo das amostras

Os DNAs extraidos foram quantificados em
espectrofotdmetro e em gel de agarose.

A quantificacdo das amostras de DNA total
extraidas por meio de espectrofotometria, foi
realizada segundo Sambrook et al. (1989), adotando-
se arelacdo de 1,0 de densidade ética a 260 nm
(DO,.,) como sendo igual a 50 ng de DNA/mL.

260

A concentracdo das amostras de DNA total
purificadas foi realizada por meio da sua migracdo
em gel de agarose 0,7% (P/V) em TBE 0,5X
contendo brometo de etila e, comparacdo com a
fluorescéncia de padrdes de DNA do bacteri6fago
lambada com massa conhecida (50 ng, 100 ng, 150
ng e 250 ng).

5. Digestdo com enzimas de restricdo

Amostras de DNA total foram submetidas a reacdo
de digestdo, com as enzimas de restricdo EcoRlI e
Hindlll, fornecidas pela empresa Amersham-
Bioscience. Para a digestdo de 1 ng de DNA total
foram utilizadas 5U de cada enzima de restri¢cdo. O
tampédo empregado nos ensaios de digestao foi o
recomendado pela empresa fornecedora da enzima,
na concentracéo e condicOes ideais para cada
enzima usada. As reacdes foram incubadas a 37°C
durante 2 horas e submetidas a eletroforese em gel
de agarose 0,7% (TBE 0,5X).

6. Reacdo de RAPD

As reacoes de RAPD foram realizadas em um
volume final de 25 ni. contendo cerca de 50 ng de
DNA total, 5 mM de oligonucleotideos, 2 nM de
dNTP (dCTP, dATP, dGTP, dTTP), 4,5 nM de MgCl,,
mM de KCI, mM de Tris-HCI, pH 8,3 e 1 nlL. de Taq
polimerase purificada em laboratério previamente
diluida 10X. As reag8es foram processadas em
termociclador (Eppendorf-Mastercycler Gradient) a
uma temperatura de desnaturacdo de 94°C por 1
minuto, seguidas de 45 ciclos de desnaturacéo,
anelamento e polimerizacdo, a uma temperatura de
94°C por 1 minuto, 35°C por 1 minuto e 72°C por
minutos, respectivamente, seguidos de uma etapa de
polimerizagdo a 72°C por 5 minutos. O produto da
amplificacao foi submetido a separacéo em gel de
agarose 1,4% e corado com brometo de etila. Os
oligonucleotideos utilizados foram os A1, P12 e P15
(OPERON Technologies, Inc. Alameda, CA).

Testaram-se seis protocolos diferentes de extracdo
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de DNA total para verificacdo da qualidade e o
rendimento frente as amostras, encontrando-se os
seguintes resultados:

Os protocolos: Ferreira e Grattapaglia (1998) com e
sem tampdao de precipitacédo (T.P.) e Zhang e
Stewart (2000), mostraram-se eficientes para
extracdo do DNA total do algodéo, enquanto, os
protocolos de Murray e Thompson (1980),
Dellaporta et al. (1993) e Romano e Brasileiro
(1999) nado apresentaram indicios de extragao de
DNA e, sim, rastros de degradacéo e fragmentos de
RNA (Figura 1).

Fig. 1. Fotografia Polaroid da quantificacdo das
amostras de DNA total obtidos 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
nameros de | a IV sdo os marcadores moleculares do
bacteri6fago lambda nas concentra¢des 50, 100, 150 e
200 ng/mL., respectivamente.

Depois da extragdo do material genético fez-se a
analise da quantidade e do grau de pureza das
quatro amostras, para: 1) BRS IPE; 2) CNPA ITA 90
II; 3) CNPA GO 2000 1207, e 4) CNPA GO 2001
3072, através da leitura em géis de agarose e em
espectrofotdmetro. De acordo com os resultados
observados na Figura 2, as amostras de DNA
extraidas, tanto através do protocolo de Ferreira e
Grattapaglia (1998) com e sem tampéo de
precipitacdo, quanto de Zhang e Stewart (2000),
apresentaram, em média, a mesma massa de DNA
guando avaliadas por espectrofotometria, porém ao
se observar os valores obtidos pela quantificacdo em
gel de agarose, notou-se claramente uma massa
maior de DNA nas amostras extraidas pelo método
de Ferreira e Grattapaglia (1998); no entanto, a
analise realizada em gel de agarose pode ser menos
precisa que a com o espectrofotdmetro, pois
depende da observacéo de fragmentos e
comparacdo com marcadores de peso molecular
conhecido, fato que, pode ocasionar desigualdade
nos resultados das concentracdes em relagao as
medidas no espectrofotémetro.

M[C] em espectrofotometro
O[C] em gel de agarose

Fig 2. Comparacao das concentra¢des das amostras de
DNA através da leitura em espectrofotdmetro e em gel
de agarose

Com relagéo a pureza das amostras extraidas,
observar-se, na Figura 3, que as amostras
apresentaram padrdo de pureza abaixo do esperado.
O valor ideal da raz&o deveria ser (1,8 - 2,0)
indicando que as amostras ndo possuem grau
satisfatério de pureza. Os trés protocolos testados
exibiram valores abaixo deste indice.

Fig. 3. Razdo entre as densidades Gticas de 260/280
para avaliag@o do grau de pureza em leitura em
espectrofotémetro.

A contaminacdo verificada nas amostras a partir de
inspecao visual e da leitura em espectrofotdmetro,
ndo ocasionou problemas quando foram feitas as
digestdes das mesmas com as enzimas de restricdo
EcoRlI e Hindlll, apresentando rastros, devido aos
cortes realizados em pequenos sitios de DNA (Figura
4). Desta forma, constata-se que as amostras se
apresentaram puras o suficiente para estudos com
marcadores moleculares.
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Fig. 4. Fotografia Polaroid da digestdo em gel de
agarose mostrando as enzimas de restri¢do (a EcoRl e
(b) Hindlll. e amostras avaliadas: (1) BRS IPE, (2) CNPA
ITA 1l, (3) CNPA GO 2000 1207 e (4) CNPA GO 2001
3072

De acordo com os resultados, as amostras de DNA
extraidas com o protocolo de Ferreira e Grattapaglia
(1998) foram empregadas em ensaios de RAPD,
visto que apresentaram as menores taxas de
contaminacdo, como se pode observar na Figura 5.

Fig. 5. Fotografia Polaroid do teste de oligonucleotideos
nas amostras de algodéo

Conclusao

Os protocolos de Ferreira e Grattapaglia (1998) com
e sem TP, e Zhang e Stewart (2000), para extracado
de DNA de folhas de algod&o, apresentaram bom
nivel de quantidade e qualidade de DNA, em relagao
aos de Murray e Thompson (1980), Dellaporta et al.
(1993) e Romano e Brasileiro (1999), nos quais se
verificou que ndo houve presenca de DNA e, sim,
degradacéo e algumas bandas de RNA.
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O grau de pureza das amostras de DNA com o0s
protocolos de Ferreira e Grattapaglia com e sem TP
e Zhang e Stewart, avaliados em
espectrofotébmetro, mostrou grau satisfatério de
pureza; no entanto, este fato ndo ocasiona nenhuma
interferéncia nos estudos com marcadores
moleculares, pois o tratamento com enzimas de
restrico foi eficiente.

Os DNAs extraidos mostraram-se puros o suficiente
para serem empregados em ensaios de RAPD, uma
vez que foi possivel realizar as amplificagdes por
PCR possibilitando, desta forma, trabalhos com
marcadores moleculares que venham direcionar
programas de melhoramento nesta cultura.
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