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O método tradicional de extracdo de DNA de mamiferos utiliza sangue periférico dos
animais. Este protocolo permite obtengdo de DNA de alta qualidade € que por esta razdo
¢ bastante utilizado em trabalhos que propdem conservagido de matenal ex situ. Apcsar
disto, a extragdo de DNA de sangue periférico requer tempo € os custos sdo altos. Uma
vez que a coleta dos mesmos ndo oferece risco a sanidade do animal. Neste trabalho foi
verificado a viabilidade de trés protocolos para extracdo de DNA a partir de bulbos
pilosos de bovinos. Foram coletados os pélos da vassoura (porgéo final da cauda) de trés
ragas. As amostras foram levadas ao laboratorio de Biologia Molecular da Embrapa
Mcio-Norte onde utilizou-se os seguintes protocolos: (1) Chelex 10%, (2) Chelex 10% +
proteinase K € (3) CTAB. Os protocolos 1 ¢ 3 encontram-se descritos na literatura. No
protocolo 2 acrescentou-se proteinase K a solugdo de extragdo contendo os bulbos ¢ estes
foram deixados a 55°C, overnight, antes de prosseguir com o protocolo original. Os
cnitérios considcrados para analise dos protocolos foram, o tempo para extragio,
seguranga (utilizagdo de substancias toxicas) e quantidade do DNA extraido. Os
resultados mostraram que o protocolo 2 rendeu maior quantidade de DNA com alto peso
molecular, no entanto o procedimento requereu maior tempo, ja que as amostras foram
deixadas overnight para otimizar a digestdo das proteinas. O protocolo 1 rendeu menor
quantidade de DNA, porém foi o mais rapido. Regides nucleares do DNA extraido foram
amplificadas através da Reagdo de Polimerase em Cadeia (PCR), sendo que as amostras
submetidas a este protocolo apresentaram excelente padrio de bandeamento. Juntos, os
protocolos 1 € 2 se mostraram os mais seguros. O protocolo 3, apesar de eficiente, requer
maior atengdo por fazer uso de substancias de natureza mutagénica. Como vantagem, este
protocolo exige menor tempo de execugdo quando comparado ao protocolo 2. Os
resultados indicaram que as trés técnicas s3o viaveis para extragdo de DNA gendmico a
partir de bulbos pilosos de bovinos. Porém, os protocolos que utilizam a resina de Chelex
mostram-se mais eficientes para estudos genéticos devido ao minimo tempo exigido para
extragdo ¢ obtengdo de DNA nao-fragmentado de alto peso molecular.
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INTRODUCAO

O isolamento do DNA é uma ctapa importante na analisc de cstrutura ¢ organizagao
do genoma dos animais. Independente do tipo de estudo molecular, as preparagdes de
DNA devem produzir amostras puras suficientes para ndo inibir os tratamentos
enzimaticos ou causar interferéncias nos padroes de migragdo em gel de eletroforese
(ROMANO:; MIRANDA, 1999). Estas exigéncias sdo necessaria uma vez, que a extragdo
de DNA compreende uma etapa importante do processo de identificagdo do genotipo dos
individuos (LACORTE et al., 2004).

Lacorte et al. (2004) nos afirma que o método tradicional de extragdo de DNA de
mamiferos utilizando sangue periférico garante DNA de alta qualidade. Por esta razio,
este protocolo de extragdo de DNA tem sido o mais utilizado em trabalhos que propdem a
conserva¢io de material ex sity, no qual o DNA ¢ conservado por varios anos em Bancos
de Germoplasma.

A extragdo de DNA de sangue periférico requer tempo e os custos sdo altos. Para
estudos como os de diversidade genética populacional e grau de parentesco a obtengio de
DNA de forma mais rapida ¢ mecnos dispendiosa torna-se uma ecstratégia mais
interessante. Uma alternativa para a obtengdo de material para a extragcdo dc DNA
minimizando as condigdes descritas para o protocolo de extragdo a partir de sangue, scria
a utilizagdo de bulbos pilosos, principalmente porque esta opgdo nao oferece risco a
sanidade do animal.

Virios tecidos podem ser utilizados para extragio de DNA, como exemplo, o
sangue de aves (CAMPOS et al., 2003), o foliculos pilosos de caprinos (MENDONCA;
ARAUIJO, 2003), mucosa bucal de eqiiinos (LACORTE et al., 2004), tecido muscular em
suinos (SOLLERO et al., 2004), o sémen e pélos de touros de ragas zebuinas (COELHO
et al., 2004). Apesar de utilizarem protocolos diferentes todos os autores tiveram o
mesmo objetivo, obter DNA de alta qualidade.

Os protocolos para extragdo de DNA diferem de acordo com o objetivo do trabalho.
Por isso, encontram se na literatura varios protocolos de extragdo de DNA que atendem a
diversas necessidades dos estudos em genética como, a qualidade na preservagido do
material, o tempo de extragdo minimizado ¢ a obtengdo dos genodtipos de intercsse.

Assim, estudos basicos sobre metodologias especificas que possam otimizar a
extracio de DNA de boa qualidade de uma amostra de tecido animal, para que as regides
desgjadas  sejam localizadas ¢ amplificadas, sdo de grande importincia para o
desenvolvimento de pesquisas no campo da biologia molecular (MARENGONI. 2006).

OBIJETIVO

Neste trabalho propde se avaliar a eficiéncia dos protocolos CTAB, Chelex, Chelex
com proteinase K para extragio de DNA a partir de bulbos pilosos de bovinos como uma
alternativa para o estudo dc diversidade genética em que o DNA seja obtido com menor
tcmpo, menores custos e com qualidade.



MATERIAL E METODOS
Coleta das Amostras
Foram coletados os pélos da vassoura (porgdo final da cauda) de trés ragas de
bovinos pertencentes a Embrapa Meio-Norte. As amostras proveniente da raga Pé-duro,
Gir e Holandés foram levadas ao laboratério de Biologia Molecular da Embrapa Meio-
Norte onde selecionou-se dez bulbos pilosos para realizar a extragdo de DNA.

Protocolos de extracio

1 - Chelex 10%
A base deste protocolo é solugdo com 10g de Chelex e 100ml de 4gua estéril. Deixou-sc a
solu¢do em luz UV por 10 min e depois adicionou-se 500u] da solugdo sobre os dez
bulbos pilosos, cortados a 0,5cm do pélo. Incubou-se os bulbos com solugdo de Chelex
10% cm banho-maria a 95°C por 20 min. Apos este tempo, centrifugou-se por 3 min a
14.000 rpm e retirou-se o sobrenadante, contendo o DNA que foi estocado a - 20°C .

2 - Chelex 10% + proteinase K .
O protocolo foi modificado a partir do protocolo chelex 10%. Sobre os bulbos pilosos
selecionados adicionou 250ul de solugdo Chelex 10% e 20ul de proteinase K. Esta
solugdo permaneceu em banho-maria por 55°C overnight. Depois o material foi
centrifugado por 3 min a 14 000rpm e o sobrenadante foi transferido para outro
cppendorf e armazendo a - 20°C.

3) CTAB. Acrescentou-se 500u! de solugdo CTAB aos bulbos pilosos selecionados
¢ em seguida o material foi encubado a 65° por 1h. Centrifugou a solugdo por 15 min a
14000rpm c retirou o sobrenadante. Adicionou-se 500ul de cloroférmio alcool —
isoamilico e centrifugou-se com as mesmas condi¢des ja citada. Depois de retirar o
sobrenadante foi acrescentado 250ul de isopropanol deixando-o na geladeira por 30 min.
Centrifugou-se novamente a solugio descartando o sobrenadante e lavando o pellet com
Iml de ctanol a 75% a cada duas centrifuga¢des de 2 min a 14000rpm. Descartou-se o
sobrenadante ¢ deixou o pellet secar por 25 min. Finalizando com a adi¢do de 50! de TE
€ 0 armazenamento a 4°C.

Gel de Agarosel%

Para visualizar o DNA extraido preparou-se um gel com 4g de agarose e 80ml de
EDTA. Pipetou-se um volume de 10ul de amostra e 4l de corante em cada canaleta ¢ a
corrida da amostra foi realizada em 60 volts.

PCR - primers universais

Para confirmar a integridade do DNA obtido realizou-se uma PCR (Reagdo em
cadela da Polimerase) que permitiu observar a qualidade do DNA extraido nos trés
protocolos. A PCR apresentou volume total de 20ul, sendo constituida de 11pl de agua
estéril, 2,5pul Buffer 1,25X [20mM Tris HCl, pH 8,0; 0,1 mM EDTA; 1mM DTT; 50%
(v/v) glicerol}, MgCl, 1,75mM, dNTP 800uM, 0,5pMol de cada primer, 1U de Taq DNA
polimerase e 2uL. da amostra de DNA (100ng). Os loci Sar e Sbr foram utilizados para
amplificar fragmento do genoma bovino nas seguintes condigdes temperatura inicial 94°C

por 4min, 30 ciclos com perfil 94°C por 1min, 50°C por Imin, 72°C por Imin e 72° por
Trmin.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Os critérios considcrados para analise dos protocolos foram os tempos para
extragdo, seguranga (utilizagdo de substancias toxicas) e quantidade do DNA extraido.
Com os resultados observamos que o protocolo 2 rendeu maior quantidade de DNA com
alto peso molecular e o protocolo 1 rendeu menor quantidade de DNA, que foi verificado
através da PCR (figura 1 e 2).

Avaliagdo da quantidade dc DNA encontrada ncste trabalho diferc dos resultados
obtidos por COELHO et al. (2004) que avaliou a concentragdo de DNA extraido através
de trés protocolos e de trés diferentes tecidos, ndo encontrando diferenga significativa na
quantidadc de DNA. No entanto, 0 mesmo autor obscrvou diferenga significativa para a
extragdo de DNA provenientes do mesmo tecido, mas utilizando diferentes protocolos. A
compreensdo para estas diferencas niao seriam a condigio fisioldgica das células epiteliais
que constituem o bulbo piloso, mas provavelmente a agao da protcinase K que promove a
degradagio dos constituintes protéicos da célula deixando o DNA mais acessivel aos
reagentes.

O protocolo 2 requereu maior tempo, ja que as amostras foram deixadas overnight
para otimizar a ag3o da proteinase K, no entanto, o protocolo 1 permitiu a realizagdo de
uma extra¢do rapida, com menores custos € maior seguranga. Porém, este protocolo por
fornecer uma quantidade minima de DNA (Figura 1) ndo ¢ indicado com método para
trabalhos que necessitam armazenar o material genético.

Concordamos com LACORTE et al., (2004) ao afirmar que a extragdo de DNA a
partir de pélos ¢ uma técnica que ofercce praticidade de coleta, ndo requerendo
refrigeragdo e podendo ser empregado para obter DNA de animais que seria inviavel
através de outras técnicas. Porém, deve-se atentar para as interferéncias que a resina
Chelex pode ocasionar no desenvolvimento do trabalho, inibindo a¢do da enzima na
PCR.

As regides nucleares do DNA extraido foram amplificadas através da Reagdo de
Polimerase em Cadeia (PCR), sendo que as amostras submetidas a este protocolo
apresentaram excelente padrio de bandeamento (Figura 2).

O protocolo 3, apesar de eficiente, requer maior atengiio por fazer uso de
substancias de natureza mutagénica. Como vantagem, este protocolo exige menor tempo
de execu¢do quando comparado ao protocolo 2.

Neste trabatho foi verificado, assim como LACORTE et al. (2004) também
observou, que as técnicas que usa o Chelex s3o vidveis para extragdo de DNA gendmico
a partir de bulbos pilosos, apesar de apresentar baixo rendimento quando comparado ao
protocolo de extra¢do de DNA do sangue.



FIGURA I: Extracdo de DNA dos FIGURA 2: PCR das extracdes
trés protocolos 1- chelex, 2 chelex + utilizando primers universais. 1-
proteinase K e 3 CTAB chelex, 2 chelex + proteinase K e 3
CTAB
CONCLUSAO

Os protocolos que utilizam a resina de Chelex mostram-se eficientes para estudos
genéticos, pois permitem a obtengdo de DNA n3o-fragmentado de alto peso molecular ¢
com seguranga. Porém o protocolo 2 ¢ o que apresenta maior concentragdo de DNA.
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