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Comparacao de trés métodos de extracao de
DNA gendémico para analises moleculares em
Stylosanthes guianensis

Introducao

A extracao de DNA puro, de boa qualidade, é pré-requisito para qualquer anélise
molecular. Existem varias metodologias disponiveis para o isolamento de DNA
gendmico de plantas, mas, na pratica, esses procedimentos sao empiricos em
funcdo da variabilidade existente na composicao do tecido vegetal utilizado. Os
métodos convencionais simples de extracdao de DNA nao sao necessariamente re-
produziveis para todas as espécies, sendo necesséarias adaptacoes e modificacoes
(ARAS et al., 2003).

A diferenca bésica entre os protocolos de extracao de DNA de plantas estd na
composicao do tampao de extracao que, normalmente integra um agente tam-
ponante para estabilizar o pH em torno de 8; um sal para dissociar as proteinas
do DNA; um detergente para solubilizar as membranas e auxiliar na inativacao de
algumas enzimas; e um inibidor de DNases para proteger o DNA (BERED, 1998).
Dellaporta et al. (1983) usaram dodecil sulfato de sédio (SDS) como detergente,
enquanto Doyle, J. e Doyle, L. (1987) usaram o brometo de cetiltrimetilamonio
(CTAB) e Cheung et al. (1993), o sarcosyl.

Em Stylosanthes guianensis, os problemas mais frequentemente ligados a extra-
cao de DNA de qualidade é a contaminacao do DNA isolado por fendis e polis-
sacarideos. Essa espécie apresenta elevados niveis de polissacarideos em suas
folhas, mesmo jovens. Os polissacarideos sao inibidores potenciais da enzima

de restricao Hind lll (DO; ADAMS, 1991) e podem inibir a atividade da Tag DNA
polimerase (DEMEKE; ADAMS, 1992; FANG et al., 1992; PANDEY et al., 1996).
Essas contaminacdes, geralmente, alteram os resultados da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e, portanto, levam a interpretacdes erradas.

De modo geral, a extracdo de DNA de Stylosanthes spp. é executada utilizando
folhas jovens, frescas ou congeladas em nitrogénio liquido no momento da co-
leta e mantidas em ultra-freezer (-80°C) até o momento da extracao, e protoco-
los baseados no uso de CTAB. Bonato et al. (2002) propuseram um método de
extracao para espécies de Stylosanthes, utilizando amostras de S. capitata, com
base no protocolo descrito por Saghai-Marrof et al. (1984) para cevada. A princi-
pal modificacédo proposta foi a adicao de fenol:cloroférmio (1:1 v/v) no processo
de desproteinizacdo para eliminacado de proteinas. Faleiro et al. (2003) basearam-
se no protocolo de Doyle, J. e Doyle, L. (1987), mas usaram maior concentracao
de CTAB no tampao de extracao testado em espécies dos Cerrados, incluindo
Stylosanthes guianensis e S. macrocephala, visando a diminuir a quantidade de
polissacarideos no DNA extraido.

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi comparar a quantidade e qualidade
do DNA isolado de folhas de S. guianensis pelos métodos de Bonato et al. (2002),
de Faleiro et al. (2003) e um método baseado no de Bonato et al. (2002), mas
com modificagdes que resultem um DNA mais puro e em quantidade suficiente
para execucdo de diversas andlises moleculares, incluindo amplificacdo, clonagem
e sequenciamento.
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Metodologia

Foram coletadas folhas jovens de trés acessos de S.
guianensis, pertencentes ao banco de germoplasma
da Embrapa Gado de Corte, instalados em casa de
vegetacdo por meio de estaquia. A amostragem das
folhas dos diferentes genétipos foi realizada inva-
riavelmente no mesmo estadio de desenvolvimento.
As folhas coletadas foram acondicionadas em gelo
para serem transportadas até o laboratério, onde
foram pesadas em balanca semianalitica e cerca de
300 mg foram utilizados para a extragdo de DNA.
Foram realizadas trés repeticoes de extracao de
cada gendtipo para cada um dos protocolos descri-
tos a seguir.

Protocolo 1

Método de Bonato et al. (2002) — Cerca de 300

mg de tecido foliar fresco foram pulverizados em
cadinhos de porcelana com nitrogénio liquido e,
apés, o p6é bem fino obtido foi transferido para
tubos de microcentrifuga de 2 mL. Foram adicio-
nados ao material 900 pL de tampéao de extracao
pré-aquecido a 65°C (2% CTAB; 1,4 M NaCl; 0,2%
2-B-mercaptoetanol; 20 mM EDTA; 100 mM Tris-
HCI pH 8; 1% PVP 40). Incubaram-se as amostras a
65°C por 60 minutos, invertendo os tubos, suave-
mente, a cada 10 minutos. Apds deixar esfriar a
temperatura ambiente por 5 minutos, as amostras
foram centrifugadas a 4.500 g por 10 minutos. Para
a desproteinizacao, adicionaram-se as amostras
500 pL de fenol-cloroférmio (1:1 v/v). Os tubos
foram invertidos, cuidadosamente, por 10 minutos
e, depois, centrifugados a 4.500 g para separacéao
das fases. O sobrenadante de cada amostra foi
transferido para novos tubos de 2 mL e repetiu-se
esse procedimento. Apds nova centrifugacao, o
sobrenadante foi novamente transferido e, desta
vez, foram adicionados 450 uL de cloroférmio-alcool
isoamilico (24:1 v/v). Os tubos foram invertidos,
cuidadosamente, por 10 minutos e centrifugados

a 4.500 g por 10 minutos. Para a precipitacao do
DNA, o sobrenadante de cada amostra foi trans-
ferido para tubos de 1,5 mL e foram adicionados
600 pL de isopropanol gelado (mantido a -20°C).

Os tubos foram mantidos a -20°C por 30 minutos e,
a seguir, centrifugados a 10.000 g por 5 minutos.
O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
lavado duas vezes com etanol 70% (v/v) e seco em
temperatura ambiente, por aproximadamente 60
minutos. Os acidos nucleicos totais foram ressus-

pendidos em 400 uL de tampao TE (10 mM Tris-
HCI pH 8; 50 mM EDTA). O DNA foi novamente
precipitado adicionando-se 20 puL de NaCl 5M e 800
uL de etanol absoluto gelado (mantido em -20°C).
As amostras foram invertidas, cuidadosamente, e
centrifugadas a 10.000 g por 5 minutos. O sobre-
nadante foi descartado e o precipitado foi lavado e
seco como anteriormente. O sedimento foi ressus-
pendido em 100 uL de TE contendo 6 pL de RNAse
(10 mg/mL) e colocados em banho-maria a 37°C por
30 minutos para a completa ressuspensao do DNA
e digestao do RNA contaminante. O DNA isolado foi
entao armazenado a -20°C.

Protocolo 2

Método de Faleiro et al. (2003) - Cerca de 300

mg de tecido foliar fresco foram pulverizados em
cadinhos de porcelana com nitrogénio liquido e
transferidos para tubos de microcentrifuga de 2
mL. Foram adicionados ao material 800 pL de
tampao de extracdo (2,8% CTAB; 1,3 M NaCl;
0,2% 2-B-mercaptoetanol; 20 mM EDTA; 100 mM
Tris-HCI pH 8; 1% PVP 40). Incubou-se a 70°C por
60 minutos, invertendo os tubos, suavemente, a
cada 10 minutos. Apds deixar esfriar a temperatura
ambiente por 5 minutos, foi realizada a desproteini-
zacao, adicionando-se 700 pL de cloroférmio-alcool
isoamilico (24:1 v/v). Em seguida, as amostras fo-
ram agitadas, por suaves inversoes, por 10 minutos
e centrifugadas a 4°C, a 18.845 g, por 10 minutos.
O sobrenadante de cada amostra foi transferido
para tubos de 2 mL, foram adicionados 55 plL de
CTAB 7% e o processo de desproteinizacao foi
repetido, acrescentando-se o mesmo volume de clo-
roférmio-alcool isoamilico (24:1 v/v). Para a precipi-
tacdo do DNA, foram adicionados ao sobrenadante
700 pL de isopropanol gelado. Os tubos foram man-
tidos a -20°C por duas horas e, a seguir, centrifuga-
dos como anteriormente. O sobrenadante foi des-
cartado e o precipitado foi lavado duas vezes com
etanol 70% (v/v) e seco em temperatura ambiente,
por aproximadamente 60 minutos. Posteriormente,
os acidos nucleicos totais foram ressuspendidos em
150 puL de dgua contendo RNAse na concentracao
de 40 pg/mL e colocados em banho-maria a 37°C
por 60 minutos para a completa ressuspensao do
DNA e digestdao do RNA. Apds esse periodo, o DNA
foi novamente precipitado, centrifugado e ressus-
pendido em 150 plL de dgua, como ja descrito. A
conservacao do DNA extraido foi feita a -20°C.



Comparacao de trés métodos de extracdo de DNA gendmico para andlises moleculares em Stylosanthes guianensis

Protocolo 3

Método de Bonato et al. (2002) modificado pela
adicdo de acetato de aménia — Cerca de 300 mg de
tecido foliar fresco foram pulverizados em cadinhos
de porcelana com nitrogénio liquido e, apés, o p6
bem fino obtido foi transferido para tubos de micro-
centrifuga de 2 mL. Foram adicionados ao material
900 pL de tampao de extracao (2% CTAB; 1,4 M
NaCl; 0,2% 2-B-mercaptoetanol; 20 mM EDTA;
100 mM Tris-HCI pH 8; 1% PVP 40), a temperatura
ambiente. Incubou-se a 65°C por 60 minutos, inver-
tendo os tubos, suavemente, a cada 10 minutos.
Apo6s deixar esfriar a temperatura ambiente por 5
minutos, as amostras foram centrifugadas a 10.000
g por 10 minutos. Para a desproteinizacao, adicio-
naram-se as amostras 500 pL de fenol-cloroférmio
(1:1 v/v). Os tubos foram invertidos, cuidadosa-
mente, por 10 minutos e, depois, centrifugados a
10.000 g para separacao das fases. O sobrenadante
de cada amostra foi transferido para novos tubos
de 2 mL e repetiu-se esse procedimento. Apéds
nova centrifugacao, o sobrenadante foi novamente
transferido e, desta vez, foram adicionados 450 pL
de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1 v/v). Os tubos
foram invertidos, cuidadosamente, por 10 minutos e
centrifugados a 10.000 g por 10 minutos. Ao final
dessa etapa, as fases superiores foram transferidas
para tubos de 1,5 mL e foram adicionados 200 uL
de acetato de amobnia 7,5 M e, em seguida, 800 pL
de isopropanol gelado. Os tubos foram mantidos a
-20°C por 60 minutos e centrifugados a 10.000 g
por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi lavado duas vezes com etanol 70%
(v/v) e seco em temperatura ambiente, por aproxi-
madamente 60 minutos. Os acidos nucleicos totais
foram ressuspendidos em 400 uL de tampao TE (10
mM Tris-HCI pH 8; 50 mM EDTA). O DNA foi nova-
mente precipitado adicionando-se 20 uL de NaCl 5
M, 40 pL de acetato de amoénia 7,5 M e 800 uL de
etanol absoluto. As amostras foram invertidas, cui-
dadosamente, mantidas a -20°C por 60 minutos e
centrifugadas a 10.000 g por 15 minutos. O sobre-
nadante foi descartado e o precipitado foi lavado e
seco como descrito anteriormente. O sedimento foi
ressuspendido em 100 uL de TE contendo 6 plL de
RNAse (10 mg/mL) e colocados em banho-maria a
37°C por 30 minutos para a completa ressuspensao
do DNA e digestao do RNA. O DNA foi armazenado
a -20°C.

Apéds extracao, os DNAs foram quantificados em
espectrofotdmetro a uma absorbancia de 260 nm e
a relacao de absorbancia A260/A280 foi determi-
nada para verificar a contaminagao por proteinas.
Analises de variancia foram realizadas segundo um
delineamento inteiramente casualizado com trés re-
peticoes. Para a comparacao das médias foi utiliza-
do o teste de Tukey, a 1% de probabilidade.

Os DNAs extraidos foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose 0,8% (100 V), corado com bro-
meto de etideo (0,5 pg/mL), para verificar a inte-
gridade e qualidade das bandas, utilizando critérios
descridos por Romano e Brasileiro (1999).

Testou-se, também, a capacidade de restricdo da
enzima Hind 11l para os DNAs extraidos. Cerca de

1 ug de DNA isolado foi digerido utilizando 1 U de
enzima por 60 minutos a 37°C, conforme as reco-
mendacodes do fabricante da enzima (Invitrogen).
Como controle positivo foi utilizado o DNA do fago
lambda.

Por fim, foram realizados testes de amplificacao via
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) dos DNAs
extraidos utilizando dois primers randémicos, J16
(CTG CTT AGG G) e L7 (AGG CGG GAA C), sinte-
tizados pela Invitrogen. As reacoes de amplificacao
foram realizadas em volume final de 25 uL, conten-
do: 0,4 mM de primer; 0,2 mM de cada dNTP; 2 U
de Tag DNA polimerase (Invitrogen); 1X tampao da
Taq DNA polimerase (Invitrogen); 2 mM de MgCl,
(Invitrogen); e 20 ng de DNA. Foi utilizado o termo-
ciclador PTC-100 (MJ Research) programado para
uma desnaturacao inicial de 94°C por 5 minutos,
seguida de 40 ciclos de 94°C por 1 minuto, 40°C
por 1,5 minuto e 72°C por 2 minutos, e, por fim,
uma etapa de 72°C por 7 minutos. Foram feitas trés
repeticoes de cada reacao com todas as amostras
(incluindo repeticoes de extracao) para ambos os
primers.

Apés amplificagdo, as amostras foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose 1,5%, previamente
corado com brometo de etideo (0,5 pg/mL). Foram
adicionados a cada amostra 3 uL de tampao de
corrida 6 X (0,25 g de azul de bromofenol, 15 g de
ficoll 400 em 100 mL de agua milliQ autoclavada).
O tampao utilizado para o preparo do gel e na ele-
troforese foi o TBE 1 X (0,89 M Tris; 0,89 M borato
e 0,08 M EDTA).
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Apds eletroforese, que foi realizada a 100 V por
aproximadamente trés horas, os géis foram visuali-
zados em luz UV e fotodocumentados em sistema
digital L.Pix Image (Loccus Biotecnologia).

Resultados e Discussao

A concentracdao média de DNA extraido das folhas
dos trés acessos de S. guianensis pelos trés proto-
colos utilizados esta apresentada na Tabela 1, assim
como as relacdes de absorbancia A260/A280.

Considerando-se os valores médios obtidos das lei-
turas a A206, das trés extracdes de cada gendtipo,
foram observadas diferencas significativas entre os

protocolos para os trés gendétipos pelo teste Tukey a
1% de probabilidade. Observa-se que maiores con-
centracoes de DNA foram obtidas quando utilizou o
método de Bonato et al. (2002) sem e com modifi-
cacdes, protocolos 1 e 3, respectivamente.

Com relacéo as razoes A260/A208 obtidas, os

trés métodos produziram DNAs contaminados por
proteinas. Diferencas significativas entre os genéti-
pos foram observadas, mas nao se relacionam aos
protocolos para os trés gendtipos. Razoes entre 1,8
e 2 indicam um DNA puro, enquanto razées meno-
res indicam contaminacdo por proteinas e maiores
indicam contaminacao por fenéis (ROMANO; BRASI-
LEIRO, 1999).

Tabela 1. Quantificacdo e andlise da pureza dos DNAs extraidos pelos protocolos 1 (BONATO et al. 2002), 2 (FALEIRO
et al., 2003) e 3 (BONATO et al. 2002, modificado), a partir de amostras de tecido foliar provenientes de trés acessos
de Stylosanthes guianensis, utilizando leituras de absorbancia a 260 e 280 nm. As médias seguidas da mesma letra nao
diferem entre si a 1% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

A 1,498a 1,5629a 1,5603a
B 1,359b 1,462a 1,458b
C 1,5602a 1,409b 1,5600a

Segundo Bonato et al. (2002), a inclusdo da etapa
cloroférmio:fenol no processo de extracao foi fun-
damental para a obtencdo de DNA de qualidade em
Stylosanthes. Contudo, no caso de S. guianensis,
observou-se que foi possivel a extracdo de DNA de
igual pureza (relacao A206/A208) a partir de um
método que nao utiliza fenol (método de Faleiro et
al., 2003), que é um reagente altamente téxico.

A andlise da integridade e qualidade dos DNAs
extraidos, verificada pela eletroforese em gel de
agarose 0,8%, esta apresentada na Figura 1. Fo-
ram obtidas amostras integras de DNA pelos trés
métodos para os trés acessos avaliados, pois nao
se observou arraste vertical dos DNAs no gel. A
integridade do DNA é fundamental para a clareza e
reprodutibilidade dos produtos de amplificacao pela
PCR (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Também
foi verificada baixa concentracao de polissacarideos
nas amostras, independente do método utilizado na
extracao, pois as bandas nao apresentaram forma
cOnica em direcao ao polo positivo ou muito DNA
retido no poco do gel. Além disso, verificou-se que

37,62a 13,30c 37,52a
38,3ba 15,84c 35,75a
30,62b 15,09¢c 34,87a

todas as amostras estavam livres de RNA, pois nao
foram observadas bandas com menor massa mole-
cular no gel.

Figura 1. DNAs genémicos extraidos de Stylosanthes guianen-

sis, acessos A, B e C, utilizando os protocolos 1 (BONATO et
al., 2002), 2 (FALEIRO et al., 2003) e 3 (BONATO et al. 2002,

modificado), respectivamente.

As digestdes dos DNAs isolados com a endonuclea-
se de restricdao Hind lll (Figura 2) também sugeriram
baixa contaminacao por polissacarideos nos DNAs
extraidos pelos trés métodos, indicando que esses
métodos de extracao podem ser convenientemen-
te usados para obtencdo de DNA de Stylosanthes
ssp., visando a clonagem para subsequente sequen-
ciamento.
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Figura 2. Perfil da digestdo com a endonuclease Hind 1l do DNA

gendmico extraido dos acessos A, B e C de Stylosanthes guia-
nensis pelos protocolos 1 (BONATO et al., 2002), 2 (FALEIRO
et al., 2003) e 3 (BONATO et al., 2002, modificado). O controle
positivo (+) foi o DNA do fago lambda digerido com a endonu-

clease Hind lll nas mesmas condigdes.

De modo geral, os DNAs extraidos também apresen-
taram boa qualidade para serem utilizados nas rea-
coes de PCR com primers randémicos (RAPD), com
excecdo do protocolo 1 (BONATO et al., 2002),
pois nos varios testes de amplificacdao usando os
DNAs isolados dos acessos A e C, ora eles ampli-
ficam ora nao, com ambos os primers. A Figura 3
exemplifica um dos géis obtidos com a amplificacao
dos DNAs extraidos com os primers J16 e LO7. Ob-
serva-se na Figura 3 que o DNA dos acessos Ae C
extraidos com o protocolo 1 ndo amplificaram com
os primers J16 e LO7, respectivamente. Embora es-
sas amostras tenham sido digeridas usando Hind lll,
a presenca de polissacarideos, mesmo que pequena,
pode ter sido a causa de problemas na amplificacao,
pois, segundo Demeke e Adams (1992), Fang et al.
(1992) e Pandey et al. (1996), esse tipo de conta-
minacao pode inibir a atividade da Tag DNA polime-
rase, interferindo nas amplificacdes via PCR.

a C3 A2 B2

SEERCINE

Figura 3. Perfis de RAPD gerados com os primers: a) J16 e b)
LO7. Nos quais, M corresponde ao marcador de peso molecular
1Kb plus DNA /adder (Invitrogen); A, B e C, correspondem aos
acessos de Stylosanthes guianensis; e 1, 2 e 3, aos protocolos
de extracdo utilizados: 1 (BONATO et al., 2002), 2 (FALEIRO et
al., 2003) e 3 (BONATO et al., 2002, modificado).

Os resultados demonstram que os protocolos 2
(FALEIRO et al., 2003) e 3 (BONATO et al., 2002,
modificado) foram mais eficientes na extracao de
DNA de folhas de S. guianensis, principalmente por
causa da resolucao apresentada nos perfis de RAPD
produzidos com os dois primers utilizados. Conside-
rando-se a concentracao de DNA isolado, o protoco-
lo 3 foi mais eficiente, pois extraiu maior quantidade
de DNA.
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