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Resumo: Entre as técnicas para extracdo de DNA, se degpata sua praticidade, a extracdo de amostras de
sangue conservadas em cartdes FTA. Este traballeoctmo objetivo o aprimoramento de protocolos para
extragdo de DNA de amostras de sangue armazenadasmgdes FTA para uso em estudos gendmicos. As
amostras foram extraidas usando dois protocolparte destas amostras foram genotipadas usandocahigrcial
(BovineSNP50, Illlumina). As concentragdes média®Né recuperado com os protocolos testados aprasent
diferenga significativa nha ANOVA, com nivel de siigncia de 0,02. Pelo teste de Tukey, houve eifea
estatistica significativa entre as médias das cdragdes de DNA total e entre as razbes 260/2&Qecindicou

que o protocolo 2 foi mais eficiente, gerando amagstom maior quantidade de DNA e com menos inzasreOs
protocolos se mostraram adequados para a extragca@ndstras de sangue conservadas em cartbes FFA e a
modificacdes no protocolo aumentaram a quantidaalej@alidade de DNA recuperado, e permitiram reesigli
custo significativas.

Palavras—chaveextracdo de DNA, FTA, genotipagem em massa de SNPs
Improvement of protocols for DNA extraction from blood samples stored on FTA cards

Abstract: Considering the available techniques for DNA extaar, the use of blood samples stored on FTA cards
stands out for its practicality. This work aimedrprove protocols for DNA extraction from bloodngales stored

on FTA cards for use in genomic studies. Sample® wrtracted using two protocols and part of thapdas was
genotyped using a commercial SNP chip (BovineSNHROnina). Mean concentrations of recovered DNAreve
statistically different in ANOVA, with a significae level of 0.02. Observed differences between eaination
means of total DNA and 260/280 ratio indicated tiegt second protocol tested was more efficienyltieg in
samples with more DNA and with less contaminantghBorotocols were appropriate for the extractibilood
samples stored on FTA cards and the changes irtteddim the protocol improved the amount of recoddd®A

and the quality of the extracted genetic matewai)e allowing significant cost reductions.

Keywords: DNA extraction, FTA, SNP genotyping

Introducéo

Existem varias técnicas padronizadas para extrdgA®NA baseadas em diferentes metodologias que
podem ser utilizadas para processar diferentesteasdsioldgicas de origem animal. Entre elas stadaspela sua
praticidade, a extracdo de amostras de sanguerecadas em cartbes FTA. O cartdo FTA é um papelegmado
por reagentes que causam lise celular, desnatuateinas e protegem os acidos nucléicos de danssdas por
nucleases, oxidacdo e raios UV. As vantagens dadescartdes FTA para coleta e conservacdo de aamodtr
sangue incluem facilidade de coleta, estocagem a@mmpdratura ambiente por longos periodos, inibicdo d
crescimento de patégenos, facilidade de envio desteas entre laboratorios e facilidade de extral@dNA
(WHATMAN, 2010). Este trabalho teve como objetivaprimoramento de protocolos para extracdo de DBIA d
amostras de sangue armazenadas em cartbes FTAiqmaem estudos de genotipagem de marcadores SNP com
chips de alta densidade.

Material e Métodos
Foram extraidas 2.161 amostras de sangue coletadasartées FTA de animais das racas Hereford e
Braford de rebanhos criados no Rio Grande do %aljaalos pelo programa de melhoramento genéticce&am
Delta G. As amostras foram processadas utilizandopuwtocolo modificado (Protocolo 1), que consistia
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lavagem de 2 circulos de 6mm de cada amostra cagemee de purificacdo MGMseguida de liberacdo do DNA
do papel FTA com kit GenSolve (GenV&t purificacdo com fenol/cloroférmio e precipitacdo DNA em
etanol. A principal modificacao introduzida foi educdo do volume das solugcées em 50% do protocacép.

Um subconjunto de 50 amostras extraidas com o qolmol foi tratado também com um segundo protocolo
(Protocolo 2), contendo modificagbes para melharguantidade e o rendimento do DNA extraido. Psta B
etapa de lavagem dos circulos de papel FTA impdmgeam sangue foi feita com uma solugdo SDS 0,5% em
tampdo TE, com incubac&mvernighta 40C e agitagcdo de 400 rpm, sendo que o restante alegimento de
extracao seguiu as mesmas etapas do Protocolo 1.

Todas as amostras de DNA foram quantificadas conespectrofotdmetro Nanodrop (ND-1000). Andlises
estatisticas comparando o rendimento (ng) e adaddido DNA extraido (razdo de absorbancia 260/2&®) os
dois protocolos foram realizadas com o pacoteisstat SAS (SAS, 2003).

As amostras extraidas utilizando-se o Protocdlordm genotipadas com chips comerciais BovineSNP50
(llumina Inc., San Diego, CA), contendo um tot& 84.609 polimorfismos de nucleotideo Unico (SN&gm
realizacdo de estudos de associacdo e selecdo igandn % de marcadores genotipados em cada uma das
amostrasdall rate) foi correlacionado com os dados de quantificazde qualidade do DNA utilizando o SAS.

Resultados e Discussao
A média da concentracao de DNA extraido e a méaliazfo 260/280, para cada um dos protocolos, assim
como os respectivos desvios padrédo e CV estaoapae®s na Tabela 1.

Tabela 1. Comparacéo dos protocolos de extrac@iNdede sangue em cartes FTA

DNA Total Razado 260/280
Média (ng) * Desvio padrdo CV (%) Média** Desviagrdo CV (%)
Protocolo1 ~ 1793,45° 1018,95 56,82 1,72 0,11 6,39

Protocolo 2 2359,01° 1482,76 62,85 1,84 0,13 7,23

Lefras maiusculas diferentes, na mesma coluna, indicarerii estatistica entre as médias. CV= coeficiente de varf&an05. **P<0.01

As concentracdes médias de DNA recuperado apreaantiiferenca significativa na ANOVA, com nivel
de significancia de 0,02. Pelo teste de Tukey, bodiferenca estatistica significativa entre as asdias
concentracdes de DNA total e entre as raz8es 280¢2§ue indicou que o Protocolo 2 foi mais efitéemgerando
amostras com maior quantidade de DNA e com menpsrigzas.

Os resultados encontrados se assemelham aquedsem@tpdos por HALBEREt al (2009) em que foram
extraidas 8 amostras de sangue de cartbes FT2antllo kit GenSolve conforme as recomendacdes dicdale,
com recuperacéo de DNA de 257 a 2525ng para caftal2os de 6mm, com razdo 260/280 variando enge &
1,87. Este resultado indica que os protocolos destano presente trabalho sdo adequados para gaextdz
amostras de sangue conservadas em cartdes FTAas quedificagdes do Protocolo 2 aumentaram a gisdeide
DNA recuperado, além de melhorar a qualidade demahigenético extraido e reduzir os custos degasamento
de amostras.

Com base no resultado da genotipagem, as amdéstaas divididas em dois grupos, A e B, em funcéo do
valor docall rate, sendo que o grupo A foi formado por amostras cathrate acima de 98% e o grupo B por
amostras conaall rate abaixo de 98%. Para cada um dos grupos foramladtsiocall rate médio, a quantidade
média de DNA extraida, os respectivos CV e a cagéal entre o valor dmall rate e a quantificacdo de DNA no
Nanodrop. Estes resultados estdo apresentadobréa®a

Tabela 2. Correlacdo entre os valoresalérate e a quantificagdo de DNA no Nanodrop

Call rate Quantidade de DNA
Média (%) CV (%) Média (ng) CV (%) Correlagdo
Grupo A 99,14 0,34 1826,5 62,83 0,199*
Grupo B 94,31 5,42 1407,5 65,52 -0,302**

CV= coeficiente de varia¢do. *P<0,001 *P<0,02

Os resultados de correlagdo entre os valoresaligate e a quantificacdo de DNA no Nanodrop indicam
que, para as amostras codll rate alto (>98%), o0 aumento na quantidade de DNA fongganhado pelo aumento
no valor decall rate, enquanto que, entre as amostras cathrate baixo (<98%), o aumento na quantidade de
DNA levou a um menocall rate.
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A realizacdo de testes de genotipagem com as mwasttraidas pelo Protocolo 2 poderia confirmar as
melhorias na quantidade e na qualidade de DNA ielxtrgela comparacao destes parametros com oesaler
call rate que seriam gerados, como forma de verificar a teagéo da qualidade da genotipagem de amostras
extraidas com o protocolo alternativo.

Conclus@es
Os protocolos se mostraram adequados para a extdggdmostras de sangue conservadas em cartdes BSA
modificagbes no protocolo aumentaram a quantidad®MNA recuperado, melhoraram a qualidade do méateria
genético extraido e permitiram redugdes no cusforaeessamento das amostras da ordem de 50%.
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