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INTRODUCAO

Com o advento da engenharia genética, tornou-se fundamental o
investimento em métodos de extracao de DNA em diferentes tipos de
organismos, para viabilizar técnicas de caracterizacdo, identificagido e
analise de variagdes génicas, bem como em estudos populacionais e
ecologicos. A obtencdo de DNA permite andlises de organismos selva-
gens e transgénicos, estudos de integracio de genes transformantes,
isolamento de genes homélogos e heterdlogos, estudos de variabilida-
de genética de populagdes, bem como taxonomia de organismos. Apli-
cacoes da PCR (Reagdes da Polimerase em Cadeia) no melhoramento
vegetal e de microrganismos, mapeamento de genes e avaliacio da
diversidade genética requerem métodos cada vez mais simples e con-
fidveis para isolamento de DNA, devido ao grande nimero de amostras
que sdo analisadas nesses estudos.

Inimeros métodos de extracio tém sido desenvolvidos, sendo que,



idades celulares, em presenca de gelo seco { nitrogénio liquido,
m o auxilio de pistilo e mortar ou com processador de alimentos.
ApGs essa quebra, o DNA é liberado em um tampio de extra¢io que
rmalmente contém detergentes, usualmente SDS (dodecil sulfato de
dio) ou CTAB (brometo de cetilmetilamonio). A partir dessa etapa, o
NA deve ser protegido das nucleases endégenas, sendo para isso adicio-
.do ao tampio outro detergente, EDTA (etilenodiaminotetraacético).
EDTA tem propriedades quelantes, ligando-se aos fons magnésio da
spensdo, que sao geralmente considerados co-fatores necessarios a
aioria das nucleases.

A mistura tampio/macerado celular é adicionado cloroférmio e/ou
nol, para desnaturacio e separacio de proteinas ligadas ao DNA. Nessas
apas, deve-se evitar agitacdes vigorosas, que podem causar quebras
‘ou dobramentos do material genético. A extracio deve ser feita com
nol neutralizado. Geralmente, as amostras sio extraidas por adi¢io
2 1,0 volume de fenol neutralizado (com tampao TE, pH 7.5).

Ao término do isolamento, o DNA € normalmente coletado por pro-
:ss0s de centrifugacao e/ou aderéncia em superficies como vidro, sendo
atdo concentrado, lavado e suspendido em dgua ou tampdes que per-
litam seu armazenamento.

Baseados nesses principios, virios métodos vém sendo desenvolvi-
0s e otimizados, com o objetivo de minimizar o tempo de extracio e
obten¢io de materiais de alta pureza. Diversos sio os métodos em
so, € a escolha do protocolo depende do material a ser usado, isto €,
lantas, fungos, bactérias, insetos e amostras de solo, bem como a apli-
acao do DNA, que vai requerer diferentes graus de pureza.

XTRACAO DE DNA EM DIFERENTES TIPOS DE ORGANISMOS

lantas

Métodos gerais podem ser usados para extrair o DNA de diferentes
spécies de plantas, bem como de diferentes partes dessas. Assim, pode-
e obter DNA de folhas, embrides, sementes etc. De acordo com Ferreira
« Grattapaglia (1995), embora o DNA de amostras herbarizadas ou mes-
no fésseis tenha sido isolado com sucesso, o uso de tecido novo, co-
hido na fase ativa de crescimento das plantas, geralmente apresenta
nelhores resultados. O objetivo principal é recuperar a -quantidade



maxiia v .
proteinas < outros inibidores de enzimas de restricao.

O processo de extragdo nesse tipo de organismo envolve basicamente
a quebra da parede celular, até a obtengdo de po, em presenca de gelo
seco. Em alguns casos, areia esterilizada € adicionada a amostra para
quxiliar a quebra. Adiciona-se ao p6 coletado tampao CTAB' (cationic
hexadecyl trimethyl ammonium bromide) 2x (2% w/x CTAB, 100 mM
Tris pH 8.0, 20 mM EDTA pH 8.0, 1.4 M NaCl e 1% PVP, polyvinyl-

yrrolidone, Mr 40000). Adiciona-se um volume de cloroférmico/dlcool
isoamilico (24:1), mistura-se vigorosamente e centrifuga-se a 1100 g por
30 min. Coleta-se o sobrenadante em novo tubo e adiciona-se 1/10 volu-
mes de 10% de CTAB (10% CTAB, 0,7 M NaCl) e mistura-se. Procede-se
nova extracio com cloroférmio/alcool isoamilico. Ao sobrenadante adi-
ciona-se igual volume do tampio de precipitacio CTAB (1% CTAB, 50
mM Tris pH 8.0, 10 mM EDTA pH 8.0) e mistura-se vagarosamente. Apos
centrifugacio, descarta-se o sobrenadante e ressuspende-se o precipita-
do em tampao TE (10 mM Tris pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0, 1 M NaCl).
Adiciona-se dois volumes de etanol 100% e mistura-se vagarosamente.
Centrifuga-se por 5 a 15 minutos e descarta-se o sobrenadante. Lava-se o
precipitado com etanol 80% e centrifuga-se por 5 minutos. O precipitado
é entdo seco por 20 a 30 minutos ou até o liquido evaporar. Reidrata-se
o precipitado com 0.1 x TE (1 mM Tris pH 8.0, 0.1 mM EDTA pH 8.0).
Trata-se com RNAse quando necessario (Rogers & Brandich, 1988).

A eficiéncia desse e de outros métodos de extracdo estd relacionada
ao uso de partes especificas de plantas, contendo diferentes concentra-
¢oes de nucleases. De acordo com Rogers & Brandich (1988), DNA
isolado da base de folhas de trigo apresenta dois tipos de nucleases,
um tipo estimulado por magnésio e outro por EDTA.

Outra observac¢ido importante refere-se a presenca de fortes colora-
¢oes em DNAs extraidos de alguns tecidos, o que muitas vezes os torna
resistentes a enzimas de restricdo. Nesse caso, a adi¢ao de PVP no tam-
pdo de extracao é recomendada, uma vez que PVP inibe a atividade de
fenoloxidase. O uso de metanol contendo 0,1% de mercaptoetanol tam-
bém é recomendado, no caso de tecidos de plantas contendo grandes
quantidades de resinas ou compostos fendlicos, os quais interferem na
solubilizacio do DNA (Moller et al., 1992).

‘CTAB é um potente inibidor da enzima Taq DNA polimerase. No caso de DNA para PCR, recomenda-se diluir
CTAB ou omitir do tampio de extragio.
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O uso de técnicas de PCR e RAPD para andlise de populagdes tem
levado a busca de métodos simplificados de extracio de DNA, uma vey,
que tais técnicas nao requerem grandes fragmentos de DNA (ver capitulg
sobre PCR neste volume). Assim, Guidet (1994) publicou um métodg
simples baseado na quebra de tecidos de plantas em presenca de pro-
teinase K, EDTA e sarcosil, com posterior fervura da amostra por S miny-
tos, para inativacio da proteinase K, que pode afetar a 7aqg polimerase,
O método consiste na quebra de tecidos, seguidos da adicao de 100 ]
de tampio de extracdo (Tris-HCl 10 mM, pH 8.0, EDTA 0.45 M, proteinase
K 1 mg/ml, SDS 1%). A mistura € incubada a 50°C por 1 hora e entio
diluida com 150 wl de 4dgua. A 20 pl desse extrato € adicionado 80 wl de
agua, seguido de 10 pg de RNAse, sendo a mistura fervida por 5 minutos,
Ap6s poucos minutos 2 temperatura ambiente, 10 wl dessa solugio é
diluida com 240 pl de dgua. A solugio final estd pronta para uso em PCR,
sendo usados 5 pl em mistura com 15 wl da reacio de PCR. Mais recen-
temente, Steiner et al. (1995) publicaram um método ainda mais simples,
sendo que a extracdo de amostras para uso em PCR é conduzida em um
s6 tubo. As amostras de tecidos macerados sio adicionados 200 wl de
tampao de extra¢gio ROSE (10 mM Tris-HC, pH 8.0, 312.5 mM EDTA, pH
8.0, 1% SDS e 1% polyvinylporrolidone, PVP). Os tubos sao vigorosamente
agitados em vortex e incubados em fornos de hibridizacdo a 90°C por 20
minutos, com agitacdo constante. A seguir, as amostras sio incubadas em
gelo por 5 minutos, para permitir a deposicio de tecidos e PVP. Aliquotas
sdo coletadas para diluicio e amplificagio. As diluicdes podem ser esto-
cadas por varios meses a 4°C. Para PCR, 10 ul do extrato original é dilui-
do 170 vezes em 4gua, sendo usados 2.5 wl da dilui¢io e reagdes cujo
volume final seja de 12.5 pl.

Procedimentos ainda mais simples de isolamento de DNA vegetal
tém sido desenvolvidos para uso em PCR. Muitos desses funcionam -
somente para um nuimero limitado de espécies ou tecidos. Sabe-se que
tecidos vegetais variam em relacdo a facilidade com que o DNA pode
ser isolado. A natureza da parede da célula quanto 2 composi¢io e
aspessura, e a presenca de polissacarideos e metabdlitos secundarios
podem influenciar o sucesso do processo de extracio. O método de
Berthomien & Myer (1991) emprega o tecido vegetal diretamente na
mistura de PCR. No entanto, esse procedimento apresenta vantagem
somente nos casos onde o PCR pode tolerar a presenca de quaisquer
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Henry (1995) desenvolveram um método extremamente simples para
p,-eparagﬁo de DNA de muitas espécies vegetais, em que usam uma
equena quantidade de tecido vegetal aquecido em uma solug¢io sim-
ples. O DNA presente no sobrenadante foi ideal para a maioria das
aplicagoes da técnica de PCR, incluindo RAPD e PCR com “primers”
especificos. O seguinte protocolo foi usado: a um tubo de microcentrifuga
esterilizado contendo 20 wl de TPS (100 mM Tris HCI, pH 9.5, 1 M KCl,
10 mM EDTA), um pedago de folha de 2 mm?ou 0.5 mg de pedaco de
embrido foi adicionado e incubado a 95°C por 10 minutos. Uma aliquota
de 1 wl do sobrenadante é usada diretamente na mistura de PCR ou
proceder—se—z’x uma diluicdo, se inibidores estiverem presentes.

Bactérias

Varios sao os métodos ‘descritos para extracio de DNA gendmico de
bactérias. Existem variacdes no que se refere as bactérias gram-positi-
vas e gram-negativas. Recentemente, Lema et al. (1994) descreveram
um método bastante simples que, com algumas etapas a mais, apresen-
ta-se altamente eficiente para ambos os tipos de bactérias. Bactérias
gram-positivas ou gram-negativas sao coletadas (1 colonia ou 10 ul, o
que corresponde a uma al¢ada) e ressuspendidas em 100 wl de tampao
TE (10 mM Tris-OH, 1 mM EDTA, pH 7.4), em tubos de eppendorf 1.5
ml. As gram-negativas nio requerem nenhum outro tratamento, antes
da adicio do tampio de lise TESN (10 mM Tris-OH, 1 mM EDTA, 1%
Sarkosil, 6 M Nal pH 7.4). No entanto, as bactérias gram-positivas de-
vem ser centrifugadas por 5 minutos e ressuspendidas em 200 pl de
acetona. Ap6s incubag¢ao em gelo por 5 minutos e a temperatura ambien-
te por mais 5 minutos, segue-se a centrifuga¢ao por 5 minutos. O pre-
cipitado é, entdo, secado a vacuo e ressuspendido em 100 pl de tam-
pao TE contendo 2 mg/ml de lisozima e incubado por 1 hora a 37°C. O
restante do processo € comum a todos os tipos de bactérias. Adiciona-
se 300 wl do tampao de lise TESN a suspensdo bacteriana e mistura-se
por inversao. Incuba-se a 65°C por 5 minutos. Adiciona-se igual volume
de isopropanol, agita-se vigorosamente e incuba-se por 5 minutos a
temperatura ambiente, centrifugando-se em seguida por 2 minutos. O
precipitado € ressuspendido em 500 wl de isopropanol 40%. Ap6s
centrifugacio, o precipitado é entao lavado com 1 ml de ethanol 70%,

recentrifugado, e o DNA secado a vdcuo. Finalmente, o DNA pode ser
e 1 . 1N NN N a armazenado a 4°C.
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s€lulas crescidas por uma noite sdo coletadas em tubos eppendorf
11 Centrifug'ldas e lavadas em tampllo previamente gelado (10'

gitar e mcub’lr a tempemtuxa amblente por 5 a 10 minutos Resfnar e'~
zlo e adicionar 0.25 ml de 7.5 M acetato de amdnia, misturar e mangag
n gelo por 10 minutos. Adicionar 0.5 ml de cloroférmio/4lcgef
oamilico (24:1) e misturar vigorosamente. Centrifugar por 10 mmutos
1300 rpm. Transferir o sobrenadante para um tubo novo e adiciongy
54 volumes de isopropanol frio. Inverter o tubo e centrifugar a 6500
por 20 segundos. Lavar o DNA 5x com ethanol 70% e finalmente lavag
m 200 pl de éter, tendo o cuidado de nio perder o DNA precipitado,
car e ressuspender em dgua ou tampao TE.

ngos Filamentosos

Diferentes laboratérios usam diferentes métodos para extracao de DNA
16mico de fungos adaptados ao nlimero de amostras a serem analisa-
5, bem como sua aplica¢do, ou seja, dependendo do grau de pureza
uerido, para uso em técnicas de Southern blot ou PCR. Basicamente,
os os protocolos utilizam micélio fingico, podendo ser este liofilizado
simplesmente congelado. A liofiliza¢do facilita o processo de quebra
micélio e permite que este seja mantido a temperaturas em torno de
°C para uso posterior. O protocolo descrito por Raeder & Broda (1985)
2la-se no uso de micélio liofilizado. Cerca de 50 mg de micélio que-
lo € transferido para tubo eppendorf, adiciona-se 500 pl de tampao
xtra¢io (200 mM Tris-HCl pH 8.5, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0,5%
) e mistura-se de forma a permitir a completa penetracao do tampao
aicélio. Adiciona-se 350 pl de fenol e 150 pl de cloroférmio, mistura-
or inversdo e centrifuga-se por 1 hora a 13000 x g. O sobrenadante
tao coletado e transferido para novo tubo eppendorf e tratado com
1 de solu¢io de RNAse A (20 mg ml™' em 10 mM Tris-HCI, pH 7.5, 15
NaCl, fervido por 10 minutos e estocado a —20°C) e incubado a 37°C

y a2 10 minutos. A solugio é extraida com igual volume de clorofér-
> centrifuoada 2 120NN v~ ~me 10 -0
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s Opropanol e mistura-se por inversao. O DNA precipitado pode ser
yisto e coletado com o auxilio de uma pipeta pasteur ou centrifugado. O
i‘)recipitado é entdo lavado em dlcool 70%, secado € ressuspendido em
@mpao TE ou dgua. A etapa de extracio com cloroférmio/fenol deve ser
fcpC[id“ iniimeras vezes para a obtencio de DNA com maior grau de

ureza. Outra variagao do protocolo refere-se ao tempo de incubacio
com a RNAse A, que pode ser prolongada por um periodo de 1 hora ou
mais, para a completa remog¢do do RNA contaminante. A etapa de preci-

jtagiio pode ser modificada, usando-se 10% do volume final de 3M acetato
de sodio mais duas vezes e meia o volume de dlcool. A vantagem desse
métodlo, apesar de trabalhoso, € a qualidade do DNA obtido, que pode
ser facilmente digerido com enzimas de restri¢io.

Um método simplificado, menos trabalhoso que o anterior, foi de-
senvolvido por Lee & Taylor (1990) para o isolamento de DNA total,
sbtendo DNA de boa qualidade (Fig. 1) que pode ser amplificado a
partir de pequenas quantidades de micélio fresco ou congelado a partir
de amostras de herbdrio, particularmente basidiocarpos armazenados
por 30 anos. A amplificacio de tais amostras permite comparar a varia-
bilidade genética presente em amostras coletadas muitos anos atrds com
amostras de materiais recentes. Esse método tem funcionado para to-
dos os membros de fungos examinados, incluindo os Oomicetos, Zi-
gomicetos, Deuteromicetos, Ascomicetos e Basidiomicetos.

Outros protocolos para extracao de DNA gendmico de fungos fila-
mentosos sio descritos, sendo que muitos deles apresentam eficiéncia
em termos de qualidade do DNA obtido e sao mais simples. No caso de
utilizacao para amplificacio, o DNA nio precisa apresentar alto grau de
pureza, uma vez que seqiiéncias gendmicas de cépias tnicas podem
ser rotineiramente amplificadas a partir de 1 pg de DNA total (Saiki ez
al., 1988). Se a seqiiéncia-alvo esta presente em copias multiplas, uma
quantidade inicial bem menor, como 0,1 a 10,0 ng de DNA total é
requerida. Ademais, a separa¢io de genomas nucleares e de organelas
ndo € necessa-ria, pois a amplificacio € dirigida pelo “primer” especi-
fico, e os “primers” podem ser sintetizados para amplificar fracdes de
DNA de organelas ou sequiéncias genémicas. A amplificagdo via PCR
de seqiiéncias de rDNA de um unico ascosporo de Neurospora tetras-
herme foi alcancada por Lee & Taylor (1990). A amplificagio de frag-

" P P
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genética com espécies cujos esporos nao podem ser germinados,
1ns protocolos reportam o uso de colunas de purificagdo como, por
nplo, o método descrito por Cambareri & Kinsey (1993). O proto-
» baseia-se na quebra de micélio liofilizado, adi¢do de 1 ml de tam-
de extragdo (2 M NacCl, 0.4% deoxycolic acid-Sigma D6750, 1% Brij
olyoxyrethylene 20 cetyl ether, Sigma P-5884) e incubacio a tem-
tura ambiente por 20 minutos. Centrifugar por 5 minutos a 13000 x
sletar o sobrenadante e transferir para tubo eppendorf contendo 1
le terra de diatomiceas (DE-Sigma D-5384) em 6M Guanidine
cyanate (8.5 g de DE em 100 ml de Guanidine Thiocyanate); que

ROTOCOLO DE LEE & TAYLOR
' (1990)

Lise de micélio macerado
20 a 60 mg) ou micélio fresco
% SDS, 1% 2-mercaptoetanol)*

incubar por 1h
a 65°C

fenol-cloroférmio

centrifugar

|dver sobrenadante e adicionar. - -
Il de 3 M NaOAc e 0,54 volumes

de isopropanol

misturar
suavemente

1trifugar por 2 min a 10000 xg
descartando em seguida
o sobrenadante

rar o precipitado com alcool
5, secar e ressuspender em TE

PROTOCOLO DE RAEDER & BRODA

(1985)

Lisé de micélio macerado
(50 mg) (0,5% SDS)*

fenol-cloroférmio

centrifugar

' tratar sobrenadante con RNAse - .

incubar 37°C,
10 min

extrair com cloroférmio

centrifugar

adicionar ao sobrenadante

0,54 volumes de isopropanol -

lavar o precipitado com &lcool 70%,
secar e ressuspender em TE ou 4gua

pao de extragio: 50 mM Tris-HCl, pH 7.2 50 mM EDTA 3% SDS 1%2- mercaptoctanol
pio de extracio: 200 mM Tris-HCl nH R S 280 mM NaCl 98 aadg mrvr n=as o

]
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Pode ser mantida em temperatura ambiente por até 6 meses. Incubar a
emperatura ambiente por 3 minutos. Transferir para colunas (prepara-
das em seringas de 3 ml, com 14 de vidro siliconizada ou pré-fabricadas)
e filtrar por aspira¢do. Lavar 3 vezes com 2 ml de isopropanol 80%.
Aspirar por mais 20 minutos para secar o DE. Colocar as seringas em
tubos de 15 ml contendo um tubo eppendorf na ponta para coleta do
DNA. Adicionar 150 wl de dgua destilada esterilizada e aquecida a 65°C,
Centrifugar por 1 minuto a 13000 x g. Repetir o procedimento mais uma
vez para coletar o DNA restante. De acordo com os autores, tal proto-
colo produz de 5 a 30 pg de DNA de alta qualidade.

Variacoes envolvem principalmente alteragdes nos tampoes de ex-
tracio. De-Graaf et al. (1988) reportam um método utilizando tampao
de extracio TNS preparado pela adicao de 1 ml de tri-isopropylnaph-
talene (TNS) (20 mg/mD), 1 ml de p-amonosalicylic acid (PAS) (120 mg/
ml) e 0.5 ml 5x RNB (5x RNB contendo 121.1 g Tris, 73.04 g NaCl e
95.10 g EGTA por litro, pH 8.5).

Alguns autores reportam o isolamento de DNA a partir de protoplastos
(Pfeifer & Khachatourians, 1989), o que facilita a libera¢do do material
genético pela digestdo da parede celular com enzimas hidroliticas iso-
ladas de Trichoderma viride e Penicillium funiculosum. No entanto, o
referido protocolo requer a extragdo com fenol/cloroférmio, ndo apre-
sentando, assim, nenhuma vantagem no que se refere a eficiéncia em
termos de custos e tempo consumido no processo.

Protocolos desenvolvidos para células eucaridticas, de modo geral,
podem ser aplicados na extra¢cio de DNA em fungos filamentosos. Méto-
dos usados para plantas, como o descrito por Moller et al. (1992), que se
baseia no uso de SDS/proteinase K para inativacdo de proteinas e CTAB
aquecido, em presenca de SDA e altas concentracoes de sais, para precipi-
tacio de polissacarideos, vém sendo usados com sucesso em fungos.

Solos e Sedimentos

O solo possui uma populacio de microrganismos que pode ser
analisada através de métodos moleculares, pela extracio de DNA dire-
tamente de amostras de solos e de sedimentos. A extracio de DNA e
posterior observac¢iao de amplificacio por PCR oferece varias possibili-

"1 eedae aenlAaicns da ambiente terrestre, como, por exem-
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solo (Giovannoni et al., 1990; Schmidt et al., 1991). O isolamento de
los nucléicos a partir de amostras de ambiente naturais tem se mos-
lo uma ferramenta preciosa para detectar bactérias que nio podem
cultivadas (Ward et al., 1990), para determinar o destino de bacté-
selecionadas ou genes recombinantes sob condi¢oes naturais (Steffan
tlas, 1988), e revelar a diversidade genética e suas mudancgas em
ssistemas microbianos (Torsvik et al., 1990). Devido a presenca de
uras de compostos quimicos complexos, a purificacdo de acidos
éicos de solos e de sedimentos apresenta-se mais dificil do que a
ficacio de DNA de culturas puras. Entretanto, tal procedimento
aite uma andlise da flora microbiana, seja via hibridizacio DNA-
,, Uso de técnicas como PCR, por seqlienciamento ou até mesmo
s métodos como RFLP, sendo que este ultimo apresenta baixa es-
icidade principalmente por causa da quantidade de fragmentos de
produzidos pela digestdo com enzimas de restricao, os quais sio
is de serem distinguidos (Saano et al., 1995).
1 geral, os métodos disponiveis para extracio de DNA do solo sdo
rrados e requerem grande tamanho das amostras, grandes quanti-
5 de reagentes e uso de compostos organicos toxicos. No caso de
para PCR, a amplificacao pode ser inibida por contaminantes di-
de serem removidos do DNA extraido mesmo apés varios passos
rificacdo (Steffan & Atlas, 1988). As células microbianas podem se
‘ortemente a coldides do solo, principalmente aqueles ricos em
ia orglnica e argilosos, dificultando a obtencao de producdes su-
es de DNA de alto peso molecular. Extracdes de DNA de solos e
entos sempre resultam em co-extracdo de substancias himicas
terferem na deteccdo de DNA. Esse tipo de contaminag¢do pode
1 Taq DNA polimerase em reacdes de PCR (Tsai & Olson, 1992),
rir na digestio de enzimas de restricio (Posteus & Armstrong,
reduzir a eficiéncia de transformacio e especificidade na hibri-
> do DNA (Steffan & Atlas, 1988). Assim, desde que substancias
1s sdo dificeis de serem removidas, a purificacio do DNA é uma
ritica para se obter um DNA com alto grau de pureza. A purifi-
le DNA de sedimentos marinhos tem sido dificil, dados os se-
problemas: resisténcia de bactérias a lise, encapsulamento em

s poliméricas complexas (DeFlaun & Mayer, 1983) e fraca recu-
y de DMNTA Aa Frcn ~AT0 1.1 "
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O uso de métodos moleculares na identificacdo de populagdes micro-
bianas no solo baseia-se na lise das células e purificacio do DNA
microbiano por centrifugacio diferencial. Esses métodos variam tanto
em especificidade quanto em sensitividade. Virios métodos sao descri-
tos, utilizando-se repetidas centrifugacoes, lise das células com deter-
gentes catidnicos ou lisozima, separacao e purificagio de DNA com
cloreto de césium e brometo de etidio, uso de resina para troca ionica,
cromatografia de troca ibnica e outros (ver revisao de Saano et al., 1995).

Sayler et al. (1992) citam dois métodos gerais para extrair dcidos
nucléicos de amostras ambientais, elaborados por Holben et al. (1988)
e por Ogram et al. (1987), que incluem, respectivamente, a separa¢ao
indireta de células e a propria extracio com lise direta. A Fig. 2 sumariza
as etapas destes processos.

SEPARACAO DE CELULAS LISE DIRETA
Homogeneizagdo lise in situ
(PVPP, acorbato) (SDS, 70°C)

Centrifugagéo fracionada

S

Bactérias, fungos, detritos do solo

lise
(sarkosil, lisozima)

; CsCl
|

DNA

Homogeneizagao

Extracdo alcalina (pH 8.0)

Precipitacdo do DNA
(PEG ou etanol)

CsCl

Hidroxiapatita

DNA
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Csushima et al. (1995) descreveram o isolamento de DNA em amos-
de solo, visando a identificacio de microrganismos geneticamente
dificados. Amostras de 1 g sio misturadas com 0.5g de PVPP (polyvi-
olypyrrolidone) em tubos de centrifuga (30 ml). Adiciona-se 9 m]
CaCl, (1%) e mistura-se vigorosamente por 1 minuto antes da incu-
a0 a 4°C por 1 hora. O sobrenadante das amostras deixadas para
imentacao é entdo coletado em outro tubo e centrifugado a 6000 x
or 10 minutos. O precipitado €, entdo, ressuspendido em 1% de
1, e colocado em tubo de centrifuga (39 ml) contendo 5 ml de sucrose
0 w/v). Ap6s vigorosa agitacdo, adiciona-se 7.5 ml de sucrose (76%)
ntrifuga-se por 10 minutos a 7500 x g. A fracdo superior €, entio,
tada e transferida para novo tubo, ao qual se adiciona 18 ml de
1 destilada esterilizada. Centrifuga-se a 6000 x g por 30 minutos e o
ipitado obtido é, entdo, resuspendido em 1 ml de dgua destilada
rilizada. A seguir, 500 pl da suspensao é usada para extracdo de
. O método de extragdo reportado pode também ser usado para
1¢do direta, sem isolamento dos organismos, o que apresenta eco-
ia em termos de tempo. O método mais simplificado foi publicado
saano et al. (1995), assim descrito: adicionar 1 g de solo em tubo de
dropileno (15 ml) contendo 2.5 ml do tampao fosfato (12 mM
IPO4 (pH 8.0), 1% de SDS, 100 pg/ml de proteinase K). Misturar
e incubar por 1 hora a 37°C para promover a lise completa das
as. Adicionar 450 pl de cloreto de s6dio (5M) preparado em tam-
CTAB. Homogeneizar e adicionar 375 pl de CTAB (10%) em 0.7 M
. Incubar a 65°C por 20 minutos para a completa desnaturagao das
xinas e liberacdo dos polissacarideos ligados ao DNA. Centrifugar
5 minutos a 9000 x g a 4°C. Coletar a fase superior e transferir para
ovo tubo. Adicionar igual volume de isopropanol. Misturar e incu-
or 1 hora a -20°C. Centrifugar por 15 minutos a 10000 x g a 4°C.
* o precipitado e ressuspender em 200 pl de dgua esterilizada. A
tidade de DNA obtido acompanha as variagdes do protocolo, po-
1 qualidade permite o isolamento de material suficiente para ana-
de populagdes e/ou individuos especificos.
n método mais simples e rdpido de extracio de DNA diretamen-
solo foi sugerido por Porteus & Armstrong (1993). Esse método
1z DNAs tanto de fungos como de bactérias, separados de
minantes do solo por eletroforese em gel de acanase Cinaiienta
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mentos de rRNAs de 16S e 18S sao amplificados via PCR com DNA
extraido do solo. O método consiste em se coletar amostras de 20 mg
de solo e agitar por 1 minuto em 400 pl de tampdo de extracdo (200
mM Tris-HCI (pH 7.5), 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0.5% SDS). Incu-
bar 2 temperatura ambiente por 10-60 minutos, agitar em vortex por
1 minuto e centrifugar por 5 minutos a 12000 x g. Coletar 200 wl do
liquido sobrenadante e misturar com 200 pl de isopropanol, incuban-
do a mistura a temperatura ambiente por 5 minutos e centrifugando a
12000 x g por 5 minutos. O “pellet” é seco ao ar e suspendido em
dgua. Aproximadamente 15 pl desses extratos sio submetidos a
eletroforese para separar os DNAs de RNA, dcidos himicos, taninos
etc. Blocos de agarose contendo DNA sdo retirados do gel sob luz
ultravioleta. Adiciona-se aos blocos de agarose igual volume de dgua,
aquecendo-se a 65°C por 10 minutos. As misturas sio novamente
aquecidas a 65°C por 10 minutos, agitadas em vortex por 5 segundos
e usadas para PCR. A vantagem desse método € que o DNA extraido
na presenca do gel de agarose pode ser amplificado sem qualquer
adicional purificacio.

Novos procedimentos foram incorporados por Lovell & Piceno (1994)
para estabelecer métodos de lise direta, a fim de melhorar a qualidade
do DNA recuperado de sedimentos. Preparacdo de DNA, recuperados
de sedimentos de estudrio foram incubados com acetato de amoénia e
brometo de etidio, extraido com fenol e as solugdes aquosas de DNA
precipitadas com isopropanol. Esses tratamentos reduziram significati-
vamente a quantidade de contaminantes, mas ndo produziram DNA
puro para digestdo com enzima de restricio. Esse DNA parcialmente
purificado foi de novo purificado usando cromatografia de troca idnica,
produzindo DNA suscetivel a digestao.

Extracao ripida de DNA e rRNA de sedimentos foi proposta por
Purde et al. (1996) utilizando-se coluna de hidroxiapatita (HTP), que
tem sido usada como matriz de coluna de cromatografia de alta eficién-
cia para separar dcidos nucléicos de proteinas. Nesse método, a coluna
com HTP extrai, junto ou separadamente, DNA purificado ou rRNA a
partir de amostras de sedimentos naturais, sem a necessidade de passos
adicionais para rRNA, como a purificacdo enzimatica. A grande vanta-
gem de se isolar separadamente rRNA e DNA da mesma amostra € a
nnceihilidade de avaliar a atividade metabdlica relativa de uma comuni-
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"arios. trabalhos tém sido relatados, com o objetivo de aumentar as
lucdes de DNA proveniente do solo e sedimentos, usando trata-
tos fisicos como sonicagdo para lisar células de microrganismos
zenas. Nesse tipo de extracdo, o DNA pode nio ser adequado para
ise de comunidades baseado em PCR-7ag DNA, devido a formacio
‘odutos quimicos com pouca quantidade de DNA “templete” (Liesack

, 1991).

los

‘todos moleculares vém sendo recentemente aplicados em estu-
e populagdes de insetos, visando a identificacdo de polimorfismo
ypulagodes, incluindo mosquitos, gafanhotos, mosca branca e mosca
ita, dentre outros (Haymer, 1994). O monitoramento da presenca
los especificos, relacionados a resisténcia a inseticidas pelo uso
nica de PCR vem sendo usado com sucesso, como no exemplo
udos relacionados com Drosophila sp. (Aronstein et al., 1995).
& Page Jr. (1992) estudaram os padroes de heranca genética de
s moleculares em abelhas haplodipléides, através de técnicas de
Para extracio de DNA, foram usados insetos congelados em
>co e mantidos a —70°C. Os insetos foram entio macerados em
le microcentrifuga, em presenca do tampao CTAB. Amostras fo-
-ubadas a 60°C por 2 horas e extraidas com cloroférmio/fenol. O
di entdo precipitado com dlcool absoluto e ressuspendido em
» TE para uso em amplificacio.
dos dessa natureza envolvem basicamente anilise de DNA
co, e para tanto sao desenvolvidos e/ou adaptados métodos de
nto de DNA. Métodos usados para plantas, microrganismos e
sedimentos de solo apresentam grande eficiéncia quando apli-
insetos. Estudos envolvendo populacoes de insetos utilizam
1de nimero de exemplares, sendo, portanto, apliciveis os mé-
»nvencionais. Entretanto, estudos que requerem o uso de indi-
solados exigem adaptacdes, uma vez que alguns insetos sio de
» muito reduzido. Gawel & Bartlett (1993) estudaram diferencas
yscas brancas, usando métodos de extracio de DNA de insetos

lizados. Individuos foram maceracos com m1croplst1lo em tubos
centrifuga de 1.5 ml. contenda GO vl An e s
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K). A solucdo de Tris-EDTA foi autoclavada antes da adi¢ao de Nonidet
p-40 e proteinase K. Apds a quebra do tecido, a mistura foi transferida
para tubos eppendorf 0.5 ml e aquecida em termociclador por 15 minu-
tos a 65°C, em seguida por 10 minutos a 95°C. A solu¢io de DNA foi
entido dividida em aliquotas de 0.5 a 2.0 pl que foram congeladas a
~80°C para uso posterior. Método similiar foi usado por Edwards &
Hoy (1993) para estudos de parasitéides dos genéros Trioxys pallidus e
Diglyphus begini. Insetos adultos foram congelados a -80°C, em tubos
eppendorf. Os tubos foram, entdo, imersos em nitrogénio liquido e
macerados por 5 a 10 vezes com pistilo, também previamente congela-
dos com nitrogénio liquido. Para cada espécie foram adicionados 200
wl de 5% (p/v) de solugdo de Chelex (Bio-Rad Laboratories, Richmond,
CA). Cada tubo foi descongelado por agita¢do vigorosa. Apds essa eta-
pa, os tubos foram colocados em termociclador e aquecidos a 56°C por
15 minutos, e entdo a 100°C por 4 minutos. Finalmente, as amostras
foram centrifugadas (>100 g por 15 segundos), sendo o sobrenadante
coletado cuidadosamente, para posterior uso em RAPDs (Random Am-
plified Polymorphic DNA, ver capitulo sobre PCR nesse volume).

CONCLUSOES

Inimeros sdo os métodos a serem usados para extragdo de DNA
gendmico e pequenas alteracdes devem ser feitas em protocolos, visan-
do a obtengdo de DNA com as qualidades requeridas. Assim, métodos
simples de extracao podem ser adaptados, evitando-se o uso de técni-
cas de purificagdo, extremamente trabalhosas e que usam reagentes
altamente téxicos. Em alguns casos, como por exemplo a extracdo de
DNA de bactérias, kits comerciais estio disponiveis e produzem gran-
des quantidades de material com metodologias bastante simples. Uma
das grandes vantagens de se isolar DNA de amostras ambientais reside
na detecgdo e recuperacio de organismos nao-cultivaveis ou de genes
pobremente selecionaveis.

Nesse contexto, relatos disponiveis indicam que todas as formas de
DNA podem ser recuperadas de amostras ambientais. E possivel, portan-
to, desenvolver uma base molecular para determinar a complexidade
oanética nara comiinidades microbianas. a abundéancia quantitativa de
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iracao do Fenol

:comendado usar fenol liquido, grau técnico, rejeitando-se feno]
dracdo rosada ou amarelada e fenol cristalino. Esse deve ser redes-
para remover produtos de oxidacdo, que causam ligacdes cruza-
JA-DNA e a quebra de bandas de fosfodiester. Na extracio de
'om a utilizagdo de fenol, esse deve ser equilibrado a um pH
or a 7.5. A neutralizagio pode ser feita com tampao TE, adicio-
igual volume de 10 mM Tris.HCI, pH 7.5-8.0, 1 mM EDTA, fase
. (fase superior). Repetir a operagao até que o pH da fase aquosa
:ntre 7.5 e 8.0. Armazenar a 4°C.

Cloroférmio/Alcool Isoamilico (25:24:1)

ura usada para separacao de proteinas de DNA. Adiciona-se 100
fenol saturado em TE, 100 ml de cloroférmio, 4 ml de alcool
ico. Essa mistura deve ser armazenada em frascos escuros a 4°C
quatro semanas.

ficacdo do DNA Extraido

cnicas mais empregadas e acuradas para medir a concentragio
. sd0 aquelas determinadas através de espectrofotdmetro e atra-
luorescéncia depois de corado o gel com brometo de etidio. O
1 solucdo deve estar totalmente solubilizado e nio pode estar
inado com proteinas, fenol ou RNA. Uma aliquota de 25 pl das
s de DNA é€ diluida em 475 pl de tampao TE. A mistura pode ser
a a 37°C por um periodo de 10 a 15 minutos. Uma densidade
'0O) de absorbincia de 1.0 corresponde a 50 wl/ml de DNA de
la e 40 wg para DNA de fita simples ou RNA. Assim, a concen-
e DNA na amostra em pg/ml = DO, x fator de diluigao x 50.
imativa da pureza é feita calculando-se a razio da DO a 260 e
Um valor da ordem de 1.8 (DO, /DO, ) pode ser considerado
\ puro. Equipamentos modernos sio hoje usados para quan-
a exemplo de fluordmetros e analisadores de imagem, permi-
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RNAse

Mistura-se 100 pl de RNAse, 25 wl de 1 M Tris-HCL, pH 7.6 e 375 pl
de agua bidestilada. No processo de extracdo de DNA, uma grande
quantidade de RNA é também precipitada, o que causa leituras espec-
rofométricas falsas no momento da quantificagdo do DNA isolado.
Quando o DNA contaminado com RNA é digerido com endonucleases
e submetido a eletroforese, o DNA é carregado adiante pelo RNA. A
grande distancia migrada resulta em uma subestimacao dos tamanhos
dos fragmentos de DNA. Assim, as amostras devem ser tratadas com
RNAse a 37°C, aproximadamente, por tempo varidvel de 10 minutos a
1 hora. A RNAse deve ser aquecida antes do uso para eliminar qualquer
contaminante de DNAse. A RNAse é removida através da extracdo com
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1).
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