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Resumo

Diversas técnicas de biologia molecular estdo disponiveis para a deteccdo da
variabilidade genética ao nivel de seqiiéncia de DNA. O objetivo do presente
trabalho foi ajustar a técnica de extracdo de DNA a partir de diferentes
concentragdes de -mercaptoetanol, utilizando o protocolo CTAB 2X. DNA
gendmico total foi isolado de folhas verdes e sadias em espécies distintas como
umbuzeiro, mangueira, cebola e goiabeira, segundo protocolo do CTAB 2X
com algumas adaptacdes (500 mM Tris pH 8,0; 1,4 M NaCl; CTAB 0,2% (p/
v); 2% -mercaptoetanol; 20 mM de EDTA). A concentracéo do
-mercaptoetanol utilizado foi de 2%, um aumento de 10X em relagéo ao
protocolo padrdo. A concentracéo e a integridade do DNA gendémico foram
observadas em géis 0.8% de agarose comum, comparado a um DNA lambda
de 30, 50 e 100 ng/mL. As amostras extraidas com a concentracdo de 2% de
-mercaptoetanol tiveram melhores resultados, comparando-se com a
concentracdo de 0,2% estabelecida no protocolo CTAB. Este procedimento
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resultou em extracdo satisfatéria para a maioria dos métodos de amplificacdo de
DNA via PCR, nas distintas espécies estudadas.

Palavras-chaves: extracdo, DNA, espécies vegetais.
Introducao

Diversas técnicas de biologia molecular estdo disponiveis para a deteccdo da
variabilidade genética ao nivel de sequiéncia de DNA como RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA),
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) e microsatélites visando a
deteccao de polimorfismo genético. Essas técnicas permitem a obtencdo de um
nimero muito grande de marcadores moleculares, cobrindo todo o genoma do
organismo. Tais marcadores podem ser utilizadas para as mais diversas
aplicacdes, tanto no estudo de genética como no melhoramento de plantas e
animais (Ferreira & Grattapaglia, 1995). A identificagdo e a caracterizacdo da
diversidade genética de plantas por meio de marcadores moleculares envolvem
a avaliacdo de vérios individuos, necessitando-se, portanto, de métodos
répidos e precisos de extracdo do DNA.

O objetivo de qualquer protocolo de extracdo é a obtencdo de DNA de alta
qualidade, em quantidade, de forma rapida e eficiente. Os protocolos de
extracdo devem evitar a degradacdo do DNA pelas DNAses, eliminar os
polissacarideos, que inibem a acdo de enzimas, e as substancias fenélicas ou
outros compostos secundérios, que podem danificar o DNA. Geralmente, o que
se observa é o uso de protocolos com algumas modificacdes visando resolver
problemas metodolégicos na espécie em estudo (Ferreira & Grattapaglia,
1995). De modo geral, o protocolo de extragcdo de DNA mais utilizado para as
diferentes espécies é o CTAB (brometo de cetiltrimetilamdnio) padrdo com
algumas modificacOes.

Este trabalho teve como objetivo ajustar um protocolo geral de extragéo de
DNA CTAB 2x para as espécies de mangueira (Mangifera indica L.), goiabeira
(Psidium guajava L.), cebola (Allium cepa L.) e umbuzeiro (Spondias tuberosa
Arr.), avaliando sua eficiéncia em géis de agarose e comparando com DNA de
concentrardo conhecida.



Ajustes no Protocolo de DNA CTAB 2x para extracdo de DNA em diversas espécies 149
vegetais

Material e Métodos

Foram coletadas, no total, 269 folhas sadias de espécies diferentes (umbuzeiro,
goiaba, cebola e manga). DNA gendmico total foi isolado de folhas verdes e
sadias, segundo protocolo de Doyle & Doyle (1990), com algumas adaptagdes
(500 mM Tris pH 8,0; 1,4 M NaCl; CTAB 0,2% (p/v); 2% -mercaptoetanol;
20 mM de EDTA). Foi utilizada a concentragdo do -mercaptoetanol de 2%,
um aumento de 10x em relacdo ao protocolo padréo.

Aproximadamente 150 mg de tecido foliar foi pulverizado em almofariz de
porcelana na presenca de nitrogénio liquido, para romper as paredes e
membranas celulares. Posteriormente, o tecido pulverizado foi coletado com
uma espétula de plastico descartével, evitando-se contaminagdo na tampa do
microtubo, para suspensdo em 950 L tampé&o de extragdo CTAB 2X em
microtubos. Todas as amostras maceradas foram mantidas a temperatura
ambiente até a obtencdo de um lote de 24. A suspensdo foi incubada a 60°C,
durante 30 minutos, em banho-maria e homogeneizada a cada 10 minutos.
Apds retirar os tubos do banho-maria, eles foram esfriados por 5 minutos e as
amostras foram desproteinizadas com CIA (Cloroférmio Alcool Isoamilico)
(24:1), centrifugadas por 10 minutos a 6.000 rpm. A fase aquosa superior foi
transferida para um novo microtubo, adicionando-se 2/3 do volume aliquotado
(~480 L) de alcool isopropilico (-20°C) para a precipitacdo dos acidos
nucléicos, mantendo-se os tubos no gelo por aproximadamente 30 min. Logo
ap6s, centrifugou-se por 10 min a 11000 rpm, descartando-se o sobrenadante
em recipiente apropriado em capela de exaustdo. Esperou-se a evaporagdo do
alcool por 2 h e o DNA foi diluido em 20 mL de TE {(10mM Tris-HCI, pH
8,0;1mM EDTA), armazenando-se em geladeira. No dia seguinte, adicionou-se
10% do volume da solugdo de DNA de RNAse {10 mg/mL) em cada microtubo
e colocou-se em banho-maria a 37°C, por 30 minutos. As amostras foram
armazendas a —-20°C. Todo o material de extracdo de DNA (almofariz, pistilo e
espatula de plastico descartavel) foi tratado com &cido cloridrico 3 N.

A concentracéo e integridade do DNA gendmico foram observadas em géis
0.8% de agarose comum, comparando-se a DNA lambda de 30, 50 e 100 ng/
mL. Para cada amostra, foram aliquotadas 5 uL do DNA estoque e 3 uL do
tampéao de carregamento (azul de bromofenol e glicerol), submetendo-se em
seguida a uma corrida em eletroforese a 100 V, por 1 hora. O DNA gendmico
foi visualizado em transiluminador de luz UV e fotodocumentado por meio do
Sistema Digital Olympus.
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Resultados e Discussao

As amostras extraidas com a concentragdo de 2% de -mercaptoetanol tiveram
melhores resultados, comparando-se com a concentracdo de 0,2% estabelecida
no protocolo CTAB, (aumento de 10x) (Fig. 1), pois apresentaram
concentragdes variando de 50 a 250 ng/uL, enquanto na concentragdo de
0,2% a concentragdo variou de 5 a 30 ng/uL (Fig. 1).

Fig. 1. Géis de agarose 0,8 % corado com brometo de etidio, com padrdes de
30, 50 e 100 ng e volume de -mercaptoetanol etanol 0,2% (A) e 2% (B).

A adogdo da espatula de plastico descartavel foi importante para evitar a
presenga de tecido foliar macerado nas bordas do microtubo e contaminagdes
na retirada da fase aquosa apés a precipitacdo com CIA e centrifugagéo. O
estrito controle no tempo no banho-maria, 30 min, também resultou num maior
sucesso de extragdo de DNA para um maior numero de individuos. Das 269
amostras extraidas todas apresentaram concentracdo de DNA entre 30 e 250
ng/ul. O custo de extragdo por amostra pelo método CTAB foi estimado em R$
1,00, enquanto o custo de extragdo/ amostra de um kit comercial foi estimado
em R$ 8,00.

Este procedimento resultou em extracdo satisfatéria para a maioria dos
métodos de amplificacdo de DNA via PCR, em espécies distintas como: a)
mangueira - foram extraidas 117 amostras, média geral de 192,0 ng/uL,
amplitude de 50 a 250 ng/uL; b) umbuzeiro - foram extraidas 89 amostras,
média geral de 116,0 ng/uL, amplitude de 30 a 200 ng/uL; c) cebola - foram
extraidas 41 amostras, média geral de 108,50 ng/uL, amplitude de 100 a 150
ng/uL; d) goiabeira - foram extraidas 22 amostras, média geral de 99,9 ng/uL,
amplitude de 50 a 200 ng/uL.
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