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Resumo

Metodologias para extracdo do DNA gendmico de diversos materiais
biolégicos ja foram descritas, porém estudos especificos referentes a
extracao de DNA em camardes sao inexistentes na literatura. Dessa
forma, o objetivo deste trabalho foi comparar diferentes métodos de
extracdo de DNA de tecido muscular do camarao-cinza (Litopenaeus
vannamej). As metodologias de extracao testadas foram: um

método que utiliza CTAB (Cetyltrimethylammonium bromide) e os

kits comerciais Qiagen Gentra Puregene e DNeasy Blood & Tissue
Kit. O DNA obtido foi quantificado e analisado por espectrometria

e eletroforese, e por meio de RAPD-PCR e digestdao enzimatica.
Estimativas de custo de cada metodologia foram realizadas. Os
resultados mostraram que os trés métodos avaliados produziram DNA
gendémico de alta qualidade e quantidade suficientes para ser utilizado
em diversas metodologias da biologia molecular. Porém, o método



CTAB foi o que proveu maior quantidade de DNA e apresentou menor
tempo de manuseio e custo.

Termos para indexacao: CTAB, extracao de DNA, kit de extracao, L.
vannamei.
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Comparison of Different
Methods of Genomic

DNA Extraction of Pacific
White Shrimp (Litopenaeus
vannamei) Muscle

Abstract

Several different methods for extracting genomic DNA from various
biological materials have been described, however, specific studies
on DNA extraction from shrimp tissues are absent from the literature.
Thus, the objective of this work was to compare different DNA
extraction methods from muscle tissue from Pacific white shrimp
(Litopenaeus vannamei). The extraction methodologies tested

were: a method using CTAB (Cetyltrimethylammonium bromide)

and commercial kits Qiagen Gentra Puregene and DNeasy Blood

& Tissue Kit. The obtained DNA was quantified and analyzed by
spectrophotometry and electrophoresis, and by means of RAPD-PCR
and enzymatic digestion. Cost estimates of each methodology were
performed. Obtained results showed that the three methods tested
produced genomic DNA of high quality and sufficient quantity to be
used in several molecular biology methodologies. However, CTAB
provided the most amount of DNA and presented a shorter time of
handling and lowest cost.



Index terms: CTAB, DNA extraction, extraction kit, L. vannamei.
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Introducao

Estudos em biologia molecular, genética e genémica sao altamente
dependentes da qualidade, pureza e quantidade dos acidos nucleicos
obtidos das amostras, fazendo com que a extracdo de DNA faca parte
da rotina dos laboratdérios que realizam estudos nessas areas. Inimeros
protocolos foram desenvolvidos para extracao e purificacdo de DNA
gendémico de diferentes materiais biolégicos, incluindo uma grande
variedade de kits comerciais. Os diferentes tipos de tecido ou material
apresentam peculiaridades, fazendo com que se opte por um método
mais adequado para determinado tecido entre os inimeros métodos
existentes.

De modo geral, pode-se dizer que o método de extracdo ideal é aquele
que alcanca o melhor rendimento, produz a menor degradacao do DNA,
resultando em uma solucdao de DNA purificado com o menor resquicio
de contaminantes possivel, seja do préprio tecido ou dos componentes
do processo de extracao (CHEN et al., 2010). Além disso, é desejavel
que o método seja também eficiente em termos de custos, tempo

e trabalho aplicado, e, se possivel, passivel de escalonamento e
automacao.

Estudos especificos referentes a extracdo de DNA em camardes

sdo inexistentes na literatura, podendo ser utilizados como base os
estudos desta natureza realizados com outras espécies de crustaceos
(VALENTIM et al., 2003; MANAFFAR et al., 2010; Ll et al., 2011).

No entanto, hd uma grande variedade de protocolos que tém sido
utilizados no isolamento deste material genético de tecido de camarao,
como adaptacdes de métodos organicos (YOU et al., 2008), protocolos
salinos (LI et al., 2007) e mesmo kits comerciais (WAQAIRATU et al.,
2012; DIERENS et al., 2014; SELLARS et al., 2014; RUMISHA et al.,
2017).

Uma das desvantagens da extracao organica é a toxicidade de
alguns produtos quimicos utilizados, como o fenol e o cloroférmio,
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sendo que os residuos desses reagentes podem ficar aderidos ao
DNA, afetando a atuacdo de enzimas em reacoes subsequentes
(FREITAS, 2005; OLIVEIRA et al., 2007). Ja os kits comerciais sdo
mais onerosos e limitantes no que concerne a quantidade de amostra
inicial a ser utilizada. Isso ocorre devido a saturacdo das membranas
ou da capacidade dos tampdes utilizados para lise celular — de volume
restrito, fazendo com que a quantidade total de DNA obtida por
extracao seja restrita (DI BERNARDO et al., 2007; OLIVEIRA et al.,
2007).

De acordo com Freitas (2005), a extracdao do DNA de tecidos
musculares de camardes tem como limitacdo a grande quantidade

de polissacarideos. Esses carboidratos podem ocasionar problemas
como a inibicdo das enzimas de restricao e da Taq DNA polimerase.
Métodos que utilizam CTAB (Cetyl/trimethylammonium bromide) tém
se mostrado eficientes quando utilizados com tecidos com altos teores
de polissacarideos, uma vez que o composto age separando o DNA e
os polissacarideos por meio da diferenca de solubilidade entre essas
macromoléculas (ROMANO; BRASILEIRO, 1998). Alguns trabalhos
com outros tipos de crustaceos (VALENTIM et al., 2003) e camarao
(GUSMAO; SOLE-CAVA, 2002) utilizaram protocolos baseados no
CTAB.

Levando-se em consideracao as informacdes acima expostas, o
objetivo do presente estudo foi testar diferentes métodos de extracao
de DNA de tecido muscular do camarao-cinza (Litopenaeus vannamei)
que resultem em DNA com rendimento e qualidade satisfatérios para
as analises subsequentes de sequenciamento de nova geragcéao e
genotipagem de marcadores de base uUnica (SNP) em plataformas de
genotipagem de médio e alto desempenho, e com a melhor relacéo
custo-beneficio.

Material e Métodos

Fragmentos de tecido muscular abdominal de camarao-cinza
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(Litopenaeus vannamei) fixados em alcool 96% foram utilizados para
testes de trés diferentes métodos de extracao de DNA: o método CTAB
adaptado de Boyce et al. (1989), e os kits comerciais Qiagen Gentra
Puregene (QIAGEN 2014) e DNeasy Blood & Tissue Kit (DNEASY,
2006). Para cada método, utilizou-se a maior quantidade inicial possivel
de tecido indicado por cada protocolo: CTAB - 100 mg; DNeasy - 10
mg; Puregene - 10 mg de tecido.

Método | - CTAB modificado por BOYCE et al. (1989)

Aproximadamente 100 mg de tecido muscular foram macerados

em 500 uL de tampao de extracdo CTAB - 2% (p/v) CTAB; 0,2%
2-mercaptoetanol; NaCl 1,4 M; Tris HCI 100 mM pH 8,0; EDTA 0,2

M — com o auxilio de um equipamento de disrupcao de células (Tissue
Lyser - Qiagen) por 2 minutos na frequéncia de 30 Hertz, com posterior
incubacédo de uma hora a 56°C apés adicdo de 10 yL de Proteinase K
(10 mg/uL). Em seguida, a solucao foi centrifugada a 14.000 rpm por
2 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo
contendo 500 uL de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). A solucao foi
gentilmente homogeneizada e posteriormente centrifugada a 14.000
rpm por 15 minutos. Novamente o sobrenadante foi transferido para
um novo microtubo, e o DNA precipitado com a adicdo de 250 uL

de Isopropanol 100% gelado e incubado a -4°C por 30 minutos. O
precipitado obtido apds centrifugacdo a 14.000 rpm por 30 minutos
foi lavado com etanol 75% gelado e novamente centrifugado a 14.000
rpm por 2 minutos. Em seguida, o precipitado foi lavado com etanol
absoluto gelado e centrifugado a 14.000 rpm por 2 minutos. O alcool
foi descartado, e apds secagem o DNA foi ressuspendido em 200 uL
de tampao TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 M) e tratado com 6
uL de RNAse (10 mg/mL) por 2 minutos sob temperatura ambiente.

Método Il — Qiagen Gentra Puregene (QIAGEN 2014)

Cerca de 10 mg de tecido muscular foram macerados em 300 uL de
solucao de lise com o auxilio de um equipamento de disrupcao de

11
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células (Tissue Lyser - Qiagen) por 2 minutos na frequéncia de 30
Hertz. Em seguida, foram adicionados 7 uL da solucao de Proteinase

K (20 mg/mL). Esta solucédo foi invertida 10 vezes e incubada a 55°C
por aproximadamente 24 horas. Posteriormente, 1,5 uyL da solucao de
RNAse A foi adicionado ao lisado, que permaneceu incubado a 37°C
durante 15 minutos, seguido de outra incubacado no gelo por 1 minuto.
Procedeu-se, entdo, a precipitacao de proteinas com 100 uyL do tampao
fornecido pelo fabricante, seguida de centrifugacdao a 14.000 rpm

por 3 minutos. O sobrenadante foi removido para um novo microtubo
contendo 300 uL de Isopropanol 100% (2-propanol), invertendo-se,
gentilmente, seguido de centrifugacdo a 14.000 rpm por 1 minuto. O
DNA precipitado foi lavado com 300 L de etanol 70%, centrifugado
a 10.000 rpm por um minuto e depois seco ao ar durante 10 minutos.
Finalmente, foram adicionados 100 uL da solucédo de hidratacao e
armazenados sob temperatura de -20°C para posterior quantificacao.

Método lll - DNeasy Blood e Tissue Kit (QUIAGEN
2016)

Aproximadamente 10 mg de tecido muscular foram macerados em 180
ML de solucao de lise com o auxilio de um equipamento de disrupcao
de células (Tissue Lyser - Qiagen) por 2 minutos na frequéncia de 30
Hertz. Em seguida, foram adicionados 20 uL da solucado de Proteinase
K (20 mg/mL). Esta solucdo foi homogeneizada por vortex e incubada
a 56°C por 3 horas. Posteriormente, a solucéo foi agitada com vigor
e foram adicionados 200 yL de tampao fornecido pelo fabricante. Em
seguida, foi feita a adicdao de 200 uL de etanol absoluto com posterior
homogeneizacdo com vortex. A mistura foi aplicada em uma coluna
montada sobre um tubo coletor e centrifugada a 8.000 rpm por 1
minuto. O liquido que passou pela coluna foi recolhido em um novo
microtubo e foram adicionados 500 uL de tampao AW 1, seguida de
centrifugacao a 8.000 rpm por 1 minuto para lavagem do DNA. A
coluna foi transferida para um novo microtubo. Foram adicionados
500 uL de tampdo AW2, seguida de centrifugacédo a 14.000 rpm por
3 minutos. A coluna foi colocada em um novo microtubo, e 50 uL de
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tampao de eluicdo foram pipetados diretamente na membrana DNeasy.
Por fim, a solucao foi incubada sob temperatura ambiente por 1 minuto
e centrifugada a 8.000 rpm por 1 minuto.

Avaliacdao da qualidade do DNA

A qualidade e quantidade do DNA obtido com os trés diferentes
métodos foram avaliadas por anélises em eletroforese de gel de
agarose e espectrofotometria. Para aferir a aplicabilidade do DNA
extraido pelas diferentes metodologias de extracdao de DNA em
procedimentos subsequentes, foi realizada digestdo enzimatica do DNA
obtido e amplificacdo do DNA por reacdao em cadeia da polimerase
(PCR) utilizando-se primers aleatérios.

As amostras obtidas foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose 1% (100 V), corado com Brometo de Etideo (0,5 ug/mL), para
verificar a integridade do DNA, e analisadas em espectrofotémetro

a uma absorbancia de 260 e 280 nm para determinacao da relacao

de absorbancia A 260/A280 e verificacdo da concentracéo e pureza,
respectivamente.

Digestdo enzimatica

Um micrograma do DNA obtido de cada amostra foi digerido com 10U
da enzima de restricdao de corte simétrico Hae Ill e tampao 1X em

uma reacao de 25 uL de volume final. As reacdes foram incubadas
em banho-maria a 37°C por 24 horas. O volume total da reacao foi
aplicado em gel de agarose 1%, corado com Brometo de Etideo (0,5
ug/mL), submetido a eletroforese (100 V) e posteriormente visualizado
em luz ultravioleta.

RAPD

Para as reacdes de PCR, foram utilizados dois pares de primers
aleatérios, OPA-1 e OPA-3. As reacGes de amplificacdao foram
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realizadas em volume final de 10 yL, contendo: 0,4 mM de primer; 0,2
mM de cada dANTP; 1U de Tag DNA polimerase (Promega); 1X tampao
da Taq DNA polimerase (Promega); 2 mM de MgCl, (Promega); e 9 ng
de DNA. A ciclagem da reacao consistiu de um passo de desnaturacao
inicial de 94°C por 3 minutos, seguida de 40 ciclos de 94°C por 30
segundos, 35°C por 15 segundos, 72°C por 1 minuto, e, por fim, uma
etapa de 72°C por 7 minutos. O volume total da reacao foi aplicado
em gel agarose 1%, corado com Brometo de Etideo (0,5 yg/mL),
submetido a eletroforese (100 V) e posteriormente visualizado em luz
ultravioleta.

Estimativa de custo e tempo

Para realizar a estimativa de custo de cada método, baseou-se nos
valores dos reagentes e itens consumiveis utilizados para obtencao de
1 ug de DNA por amostra. Como referéncia dos valores, utilizou-se o
valor do menor pacote de consumivel e do kit com menor capacidade
com relacdo ao nimero de amostras. O tempo estimado baseou-se
no tempo necessario para a extracao de uma amostra, excluindo-se o
preparo de reagentes.

Resultados e Discussao

As razoes de absorbancia 260/280 obtidas indicam que o DNA obtido
pelo método | resultou em amostras de melhor qualidade, uma vez
que sao considerados DNA puro amostras com valores das razbes
que estiverem entre 1,8 e 2 (Tabela 1). A média de valor da razdo de
absorbancia 260/280 do método | foi maior do que 1,8; no entanto,
a diferenca entre médias observadas foi estatisticamente significativa
somente entre método | e lll. As amostras extraidas com ambos os
kits apresentaram razées com valores préximas (Puregene) e inferiores
(DNeasy) a 1,8. Neste ultimo caso, os resultados indicam a contaminagao
por residuos de proteinas ou outro contaminante que tenha absorbancia
neste comprimento de onda, como, por exemplo, RNA ou nucleotideos.
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Com relacdao a quantidade de DNA obtida, o método | foi o que gerou
melhor resultado, produzindo maior quantidade de DNA por miligrama
de tecido (pelo menos nove vezes mais do que os outros dois métodos)
mostrando-se, assim, mais eficiente para a extracdao nessas condicoes
(Tabela 1).

Tabela 1. Quantificacao e anélise de pureza dos DNAs extraidos com os
métodos |, Il, lll, a partir de amostras de tecido caudal de camarao-cinza
(Litopenaeus vannamei).

LV_01 452,18 86,65 281,13 90,43 8,66 14,05 1,83 1,83 1,7
LvV_02 1265,32 134,14 139,03 253,06 13,41 6,95 1,86 1,86 1,65
LvV_03 752,43 165,99 142,02 150,48 16,569 7,10 1,85 1,85 1,63
LV_04 747,64 164,07 224,35 149,52 16,40 11,21 1,85 1,85 1,75
LV_05 775,54 79,6 186,03 165,10 7,96 9,30 1,77 1,77 1,72
Média**  798,62° 126,09° 194,51°>¢ 159,72° 12,60° 9,72°¢ 1,83° 1,83° 1,69°
D.P. 292,87 41,28 59,79 58,568 4,13 2,99 0,04 0,04 0,05

* Estimativa da quantidade de DNA por miligrama de tecido utilizado.

** |etras diferentes para as mesmas medidas representam diferencas estatisticamente significativas
entre tratamentos (P<0,001).

Observa-se pelas médias obtidas que pelo método | o rendimento foi
significativamente maior do que pelos outros dois métodos. Além disso,
uma vez que uma maior quantidade total inicial de material pode ser
usada por extracdao no método |, o rendimento total de cada reacao é
significativamente maior. Os kits comerciais possuem uma limitacao de
quantidade inicial de material, o que leva a restricdo de seu uso quando
sdao necessarias quantidades maiores de materiais para a realizacdo de
experimentos subsequentes.

A visualizacdao do DNA extraido de diferentes amostras pelos trés
métodos em gel de agarose permite uma andlise de integridade do DNA
obtido (Figura 1). Foram obtidas amostras integras pelos trés métodos,
com ténue rastro nas amostras obtidas com os métodos | e Il, indicando
uma pequena degradacao da amostra.

15
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Método | Método Il Método Ill

L50 L100 L150 L120 VLO1 VLO2 VLO3 VLO4 VLOS
- - = L50 L100 L150 L120 VLO1 VL2 VLO3 VLO04 VLOS L50 L100 L150 VLO1 VL02 VLO3 VLO4 VLOS

Figura 1. 1 uL de DNA gendémico extraido a partir de tecido muscular caudal de L.
vannamei utilizando-se trés diferentes protocolos submetidos a eletroforese em gel de

agarose 1%.

Avaliacao da qualidade do DNA

O resultado da anélise de digestdo enzimatica por Hae lll foi satisfatério
nos trés métodos avaliados, indicando a auséncia de contaminantes em
quantidades capazes de inibir atividade enzimatica. Contudo, nota-se
que o padrao de digestdao das amostras extraidas com o método Il difere
dos outros dois métodos (Figura 2).

Com o objetivo de analisar o potencial de amplificagcdo do DNA extraido
por diferentes métodos e excluir a possibilidade da presenca de inibidores,
as amostras de DNA obtidas foram avaliadas por amplificacao de RAPD.
O DNA extraido pelas trés diferentes metodologias foi amplificado
de maneira satisfatéria nas reacdoes de PCR utilizando-se os primers
aleatérios (PCR-RAPD) (Figura 3). Nas amostras extraidas com o método
Ill, os fragmentos de DNA amplificados foram menos evidentes (setas)
em comparacao com as reacdes realizadas com DNA proveniente dos
outros métodos, indicando que a amplificacao foi menos eficiente. Varios
sdo os fatores que podem levar a uma reacdo de PCR menos eficiente,
como, por exemplo, quantidades insuficientes de fita molde e a presenca
de inibidores da reacao. A acdo inibitéria de algumas substancias pode
estar associada a precipitacao ou desnaturacao do DNA, ou interferéncia
na habilidade da Taq polimerase de se ligar aos ions de magnésio.
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Método | Método Il Método Il
L50 L100 L150 LV_ 01 LV_ 03 LV_ 01 LV_ 03 LV 01 LV_03

HAE-II

Figura 2. Perfil de digestdo enzimatica do DNA, extraido com os trés diferentes métodos
digerido com a enzima Hae lIl.

LADDER A
1Ko Método | Método Il Método II
PLUS Lv0o1 LV02 LV0O3 LV04 LVO5 LVO1 LV02 LV03 LV04 LVOS

LV01 LV02 LV03 LVO04 LVO05BRANCO

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos gerados por RAPD-PCR

— primers OPA 3 - oriundos de amostras de DNA extraidas por meio dos métodos |
(CTAB), Il (PUREGENE) e Ill (DNeasy®). As setas indicam bandas com menos quantidade
de produto.
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Os testes de amplificacao e digestao enzimatica do DNA mostram que os
protocolos fornecem o isolamento de material gendmico de alta qualidade
e em quantidades suficientes para ser utilizado em diversas metodologias
da biologia molecular, indicando que os trés métodos avaliados resultam
em DNA de qualidade suficiente para experimentos subsequentes. No
entanto, as amostras provenientes de extracao realizada com DNeasy
produziram reacdes menos eficientes, com bandas amplificadas de
menor intensidade e definicdo.

Estimativa de custo e tempo

As estimativas de custo e tempo para cada metodologia avaliada estao
apresentadas na tabela 2. A extracao feita pelo método | (CTAB) foi a
mais rdpida, enquanto as extracdes por kits comerciais apresentaram
tempos similares. O custo por amostra diferiu significativamente entre os
métodos, sendo que a extracao pelo método CTAB apresentou um custo
total de cerca de 18% do valor da extracao realizada com o método Il e
6,5% do valor da extracao realizada com o método IlI.

Tabela 2. Anélise de custo e tempo necessario para extracdo de DNA gendmico
a partir das trés metodologias utilizadas.

Custo* por amostra 1,63 8,30 23,46
(R$)

Tempo de manuseio 117 211 187
(min)

* Custos de mé&o de obra e depreciacdo de equipamentos ndo foram contabilizados.

Conclusoes

Com base nos experimentos realizados, conclui-se que os trés
métodos testados sdo eficientes na extracao e purificacdao de DNA de
qualidade e em gquantidade suficiente para procedimentos subsequentes
dependentes de atividade enzimatica a partir de tecido muscular caudal



Comparacéo de Diferentes Métodos de Extracdo do DNA Gendmico de Musculo de
Camarao-cinza (Litopenaeus vannamei)

de L. vanammei. No entanto, o método que utiliza CTAB foi o que
proveu maior quantidade de DNA e apresentou menor custo/beneficio
para obtencado do DNA. Trata-se de um método de baixo custo, de fécil
execucao e que proporciona DNA de qualidade e quantidade satisfatérias
pelas condicoes avaliadas.
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