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Introducao

A selecao de gendtipos superiores com o auxilio dos marcadores moleculares representa a perfeita
associacao entre o melhoramento genético convencional e as técnicas de biologia molecular disponiveis
atualmente (FRONZA, 2003). A selecao assistida por marcadores moleculares (SAM) é uma éarea
promissora e pode proporcionar grandes avancos no melhoramento genético classico (BOREM; CAIXETA,
2006). A Embrapa tem implantado em suas unidades, varios laboratérios de selegao assistida como

nas unidades de Soja, Milho e Sorgo e Arroz e Feijao. Em um programa de SAM, a extracao de DNA
ainda figura como um dos maiores gargalos, tanto em termos operacionais como de custos (COLLARD;
MACKILL, 2008), e sua otimizacao é essencial para o sucesso do programa de melhoramento. Os
métodos de extragcdo de DNA comumente utilizados sao de alto custo e/ou de dificil execucgéo. Entre
esses se encontram os kits comerciais de extracao de DNA e os protocolos descritos por Dellaporta

et al. (1983) e Doyle e Doyle, 1987. Contri (2006) conclui em seu trabalho que o método Doyle e Doyle,
apesar do custo baixo, demora em torno de oito horas para ser realizado, além de, necessitar maiores
cuidados devido a volatilidade e toxicidade do 3-mercaptoetanol e do cloroférmio. Ja o método de
coluna de silica (WIZARD) pode ser executado em até 1,5h dependendo do nimero de amostras, mas
apresenta custo mais elevado. Portanto para contornar esse problema foi desenvolvido pelo Laboratério
de Genética Molecular e Selecao Assistida (LGMSA) da EMBRAPA-SOJA um protocolo de extracao de
DNA de baixo custo e de rapida e facil execugao, que atende as necessidades do laboratério. O método
foi denominado SAM, sendo desenvolvido inicialmente para a extracao de DNA de amostras de folhas
de soja, e posteriormente, adaptado para extracao de DNA de sementes de soja, necessitando assim,
aprimoramentos. Com isso, o presente trabalho teve como objetivo otimizar o protocolo de extracao de
DNA ‘SAM’ para extracao de DNA em larga escala e a um baixo custo, em sementes de soja inteiras e
moidas em diversas quantidades para atender fins de selecao assistida e as demandas do programa de
melhoramento de soja e do Laboratorio de Genética Molecular e Selegao Assistida da EMBRAPA-SOJA.

Material e Métodos

O presente trabalho foi realizado no LGMSA da EMBRAPA-SOJA em Londrina, Parana. Foram utilizadas
sementes oriundas de genétipos diferentes, com e sem o gene BT, provenientes do programa de
melhoramento da unidade. Para a otimizacao da extracao de DNA de sementes foram feitas modificagdes
nas etapas e parametros do protocolo de extragao de DNA SAM original (TABELA 1), o qual esta
protegido sob a forma de propriedade intelectual, e por isso, a composicao de seus componentes deve
ser omitida.
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Tabela 1. Protocolo de extracao de DNA “SAM”, desenvolvido pela equipe do Laboratério de Genética Molecular e
Selecao Assistida da EMBRAPA-SOJA para a extragcao de DNA de tecidos de folhas de soja

1°Etapa Adicao de 50uL COMPONENTE A + 0,5% do volume total COMPONENTE C

2% Etapa Incubacéo no banho maria ou termociclador a 65°C durante 6 minutos e 95°C durante 2 minutos
3% Etapa Adicdo de 50uL COMPONENTE B e um ciclo no vortex a 1750 rpm por 1minuto.

4° Etapa Diluicao 1:25 das amostras extraidas.

Para atender ao objetivo proposto, o trabalho foi dividido em duas etapas, otimizacao da extragao de
DNA e otimizacao da maceracao de sementes no aparelho Geno/Grinder 2010. Para a primeira etapa os
parametros avaliados e as variagoes testadas foram: as quantidades dos componentes do protocolo de
extracao, as quantidades de amostras de sementes e tipos de plasticos. Os plasticos utilizados foram
placas de 96 pocos fundos (Deep well) de capacidade 1,5mL, 2mL, 7mL e placa de 96 pocos de 0,2mL
(TABELA 2). As amostras nesta etapa foram maceradas no triturador elétrico. Para a segunda etapa

foi utilizado o deep well de 2mL e os parametros avaliados e as variagoes testadas foram: tempo de
maceracao, tamanho das esferas, forma de embebicao da semente, quantidade de liquido usado para

a embebicao e forma de vedacao do deep well (esteira, selo convencional e selo de maior aderéncia)
(TABELA 3). Para a extracao de DNA do material proveniente da maceracao no aparelho Geno/Grinder
foram utilizados os melhores resultados obtidos na primeira etapa para 100mg de sementes, equivalente
a aproximadamente uma semente de soja inteira. Os critérios utilizados para se verificar a eficiéncia das
modificacoes realizadas no protocolo de extracao foram as performances dos ensaios de genotipagem na
reacdo em cadeia de polimerase em tempo real (RT-PCR) e os niveis de contaminagoes entre as amostras.
As performances dos ensaios de genotipagem foram verificadas através das médias dos valores de Cycle
Threshold (CT) em ensaios de quantificacdo absoluta com primers de genotipagem. O CT é o ciclo em
que a amplificacao é detectada através da fluorescéncia de uma sonda e quanto menor é o seu valor,
melhor é a qualidade da amplificagao e consequentemente da extracao de DNA. As sondas utilizadas
foram sonda 1 e sonda 2. A amplificagao permite realizar a genotipagem das amostras e quanto maior a
porcentagem de genotipagem correta, menor é o nivel de contaminacao entre as amostras. Os niveis de
contaminacgdes foram analisados através da genotipagem correta e incorreta das amostras e visualmente
nas etapas de distribuicao, maceracao e agitacao das amostras no vortex.

Resultados e Discussoes

Primeira Etapa: Otimizacao da extracao de DNA de sementes de soja

Inicialmente para a otimizagao do protocolo de extracao de DNA SAM para amostras de sementes de soja
foram utilizados 10mg de sementes, com 50uL de cada componente A e B, 1X de componente C e diluigao
1:25, conformeTabela 1. Entre os resultados obtidos apenas 81,3% das amostras foram amplificadas e

as médias dos valores de CTs foi 38 para sonda 1 e 2 (TABELA 2). Para melhorar a qualidade da extragao
de DNA foram avaliados trés parametros com duas variaveis testadas. Os parametros avaliados foram

a quantidade de componente A, quantidade de componente C e diluicao (dados nao apresentados).

O componente A foi reduzido para 35uL e a diluicao aumentada 1:50 para minimizar a quantidade

de polifendis e polissacarideos provenientes da constituicdo da semente que consequentemente
minimizou a quantidade de DNA. O componente C foi aumentado de 1X para 10X. Entre os resultados,

a diluicao 1:50 reduziu a quantidade de inibidores de PCR porém reduziu também a quantidade de DNA,
apresentando amostras com altos valores de CTs e baixa porcentagem de amplificagao . O componente
C apresentou melhores resultados para menor quantidade, 1X. Isso se deve ao fato que o aumento do
componente C possa ter causado a inibicao de algum dos componentes da PCR. Em relagao a reducao

do componente A para 35uL, este apresentou resultados satisfatérios quando utilizado com 1X de
componente C e diluicao 1:25 amplificando 100% das amostras (TABELA 2). O uso de protocolos de
extracao de DNA simplificados como, que utilizam pouco material de origem, ou possuem poucos passos
de purificagcao, tendem a produzir acidos nucléicos com alto teor de polifendis e polissacarideos podendo
interferir na PCR (DANTAS, 2010). Os melhores resultados obtidos para a extracao de DNA de 10mg de
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sementes de soja foram utilizados para iniciar a otimizacao do protocolo de extracao de DNA SAM para
maiores quantidades de sementes. Os parametros e suas variacoes testadas para a extracao de DNA de
sementes de soja e seus respectivos resultados estao detalhados naTabela 2.

Tabela 2. Parametros avaliados e variagoes testadas para a otimizagao da extragao de DNA de sementes de soja e
seus respectivos resultados

35 32 34/34 100 100 .
A reducao do componente A para 35ul provavelmente
10 Placa 96-C 0,2mL minimizou os contaminantes da extracao apresentando
melhores resultados.
50 32 38/38 81,3 100
250 24 32/33 100 100
O tratamento com 250pL foi o Ginico que nao apresentou
Deep Well . A -
(1 5mLi contaminacao entre .ﬁS aumostras durante maceracao e
' 400 24 30,2/33 100 75 agitagao no vortex
100 (equivalente a
uma semente de soja) 200 2 34,4135,4 50 50
O tratamento com 300uL foi o Unico que nao ocorreu
Deep Well (2mL) 300 48 35/32 100 100 contaminagao entre as amostras durante a maceragao e
agitagdo no vortex.
400 24 30,2/32 100 75
500 48 33,7/33,1 100 91,7
O tratamento com 500yl de cada componente A e B foi o
200 Deep Well (2mL) 600 48 29,1/30,9 100 75 unico que ocorreu pequena contaminagao entre as amostras
durante a maceracao e agitagao no vortex.
700 48 30,5/32,5 100 87,5
Daegn‘:{e'" 400 24 33/34 60 70
g Maiores quantidades de componentes A e B possibilitam
300 melhor extragao, pois na etapa de agitagao no vortex o
liquido envolve toda a amostra.
Deep Well (2mL) 700 24 31,7/34,2 100 100
500 Deep Well (7mL) 1250 24 31,4/33,1 91,7 100
Para melhorar a qualidade da extragao pode se utilizar
facilitadores de PCR.
1000 Deep Well (7mL) 2500 24 31,4/33,1 91,7 100

As variacoes testadas que estdo sublinhadas apresentaram os melhores resultados
Todos os tratamentos foram realizados com 1X de componente C e diluicao 1:25 pois apresentaram os melhores resultados.

O método pbde ser otimizado para diferentes quantidades de sementes variando entre 10mg a 1000mg
cuja extragao de DNA apresentou melhores desempenhos em diferentes recipientes com diferentes
quantidades dos componentes do protocolo SAM (TABELA 2). Mesmo tomando os devidos cuidados
nao foi possivel impedir por completo a contaminacao entre as amostras para a extracao de 200mg de
sementes, que ocorreram através do espalhamento de soja moida para os pocos adjacentes durante a
distribuicdo das amostras e agitacao no vortex. Aprimoramentos estdo sendo realizados para contornar
esses problemas.

Segunda Etapa: Otimizacao da maceracao no aparelho Geno/Grinder 2010

Um dos objetivos da primeira etapa dos testes foi otimizar a extracao de DNA SAM para 100mg de
sementes (equivalente a uma semente de soja inteira aproximadamente) e o protocolo que apresentou
os melhores resultados foi 300uL de cada componente A e B, 1X de componente C e diluicao 1:25 para
ser utilizada na extragcao apds a maceracao no aparelho Geno/Grinder 2010. Com o objetivo de testar o
processo de maceracao no aparelho Geno/Grinder, para uso com o protocolo otimizado descrito acima,
varios parametros e variagoes foram avaliados, e seus respectivos resultados estao listados na tabela 3.

Para a maceracao no aparelho Geno/Grinder as sementes de soja foram embebidas em agua destilada
ou componente A, pois o tratamento com sementes sem embebicao inicialmente utilizado, ndo macerou
eficientemente as amostras. A melhor variagcao testada para tempo de maceracao e tamanho de

esferas foi de 2 minutos e 30 segundos e esferas de 5mm respectivamente, promovendo a maceracao
de 100% das amostras embebidas em agua destilada ou componente A até a formacao de material
pastoso. Durante a maceracao ocorreram vazamentos das amostras e com isso foram incluidos entre

os parametros avaliados, a quantidade de liquido utilizado para a embebicao e a forma de vedacao

da placa. A melhor variagao testada para o parametro quantidade de liquido usado na embebicao

foi de 300uL de agua destilada ou componente A, sendo essa a quantidade que a semente absorve
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complemente o liquido adicionado e macera eficientemente as amostras. Para a forma de vedacao da
placa, a esteira foi a que promoveu melhor vedacao entre as variagoes testadas. Apesar da otimizacao
desses parametros, ainda ocorreram pequenos vazamentos. Para verificar se os vazamentos propiciaram
erros de genotipagem das amostras, foram realizados testes de extracao de DNA, sendo que o DNA
obtido foi submetido a analise de RT-PCR. No teste de extracao de DNA as sementes foram embebidas
em 300uL de dgua destilada e em componente A e vedadas com a esteira. Em relagao a contaminacao e
a média dos valores de CTs o melhor tratamento foi sementes embebidas em 300uL de dgua destilada.
Das amostras utilizadas 81,3% foram amplificadas e dessas 100% foram genotipadas corretamente.

Este teste mostrou que o pequeno vazamento observado durante a etapa de maceracao nao prejudicou

a genotipagem correta das amostras, porém as amostras nao amplificaram 100%. Em vista disso foi
realizado um teste em larga escala utilizando sementes embebidas em 300uL de agua destilada e vedadas
com a esteira. Entre os resultados obtidos 87,5% das amostras foram amplificadas e dessas amostras
98,8% foram genotipadas corretamente, as médias dos valores de CTs para as sondas 1 e 2 foram 35,5

e 37,8 respectivamente. Estes testes atenderam ao objetivo da extracao de DNA de sementes de soja em
larga escala utilizando o protocolo de extracao SAM e o aparelho Geno/Grinder para a maceracgao das
sementes. Contudo, futuramente, aprimoramentos devem ser realizados a fim de contornar os problemas
observados, como o vazamento das amostras durante a etapa de maceracgao, a nao amplificagao de
pequena porcentagem das amostras, e os altos valores de CTs observados ao longo dos testes. Em
sementes, os altos teores de polifendis e polissacarideos tornam-se um problema na extracao do DNA,
visto que esses podem inibir a PCR e resultar em altos valores de CTs. Para atenuar o efeito desses
contaminantes, a utilizacao de facilitadores de amplificagcao na PCR, tais como polivinilpirrolidona (PVP),
polivinil polipirrolidona (PVPP), BLOTTO (10% de leite desnatado em po e 0,2% de NaN), dimetil sulfoxido
(DMSOQ), soro de bovino albumina (BSA) (WILSON, 1997), pode ser uma maneira de atenuar esse
problema.

Tabela 3. Parametros avaliados e variacOes testadas para a otimizacao do processo de maceracao de sementes de
soja inteiras no aparelho Geno/Grinder e seus respectivos resultados, para fins de extragao de DNA de 100mg de
sementes de soja.

Adesivo 1: selo convencional, adesivo 2: selo de maior aderéncia.

Tm
O ciclo de 2m30s macerou 100% das
1m30s sementes embebidas em agua destilada e
Tempo de maceracao 2m30s componente A até ao ponto de formacéo de
2m material pastoso, apds novo ciclo foi
apresentado o mesmo resultado.
2m30s
4
5 -
Tamanho das esferas (mm) 5 As esferas de 5mm foram as Unicas que

maceraram 100% das amostras
6

Sem embebicao
O tratamento com sementes embebidas em
agua destilada e componente A apresentaram
resultados menos propicios a vazamentos
Embebicdo com durante a maceragao.
componente A
200

300

Embebicdo com agua

Forma de embebicdo das sementes 4agua ou componente A

O volume de 300uL é o unico que foi

Quantidade de liquido usado na embebigao (uL) 300 completamente absorvido pela semente e que
400 produziu um macerado pastoso
500
Esteira A esteira foi a que promoveu a melhor
Forma de vedagao da placa Adesivo 1 Esteira vedacgao entre as variagoes testadas, porém

em alguns testes de maceracao ainda houve
Adesivo 2 vazamentos.
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Conclusoes

A partir das variacoes testadas, foi possivel otimizar um protocolo eficiente, rapido e de baixo
custo para a extracao de DNA em larga escala de sementes de soja, tanto inteira como moida
em diversas quantidades, para fins de sele¢ao assistida por marcadores moleculares.

Adaptacoes futuras poderao aprimorar a qualidade do DNA extraido, bem como eliminar
problemas de contaminacao entre amostras.
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