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Em plantas, o isolamento de DNA requer
mecanismos que possam eliminar os problemas
gerados durante a extracdo. Segundo Romano e
Brasileiro (1999), o DNA vegetal deve ser puro
suficiente para néo interferir nos tratamentos
enzimaticos ou causar problemas durante a
eletroforese. O algodoeiro (Gossypium hirsutum L.),
uma das principais culturas produtora de fibras do
mundo, vem sendo bastante estudada ao nivel de
DNA com marcadores moleculares. Atualmente,
varios sdo os métodos de extragao utilizados na
obtencéo de DNA de algodéo de alta qualidade, mas
problemas com contaminag&o por compostos
fendlicos como citado por Saha et al. (1997) ainda
séo fatores que geram oxidacdo das amostras e
consegientemente degradacdo das mesmas. Desta
forma, o presente trabalho teve como finalidade
testar protocolos para a extracdo de DNA total de
algodéo, a fim de selecionar aquele que melhor
resultado gerar para ser entdo empregado nos
projetos da equipe de Biotecnologia com marcadores
moleculares.

Para o desenvolvimento deste trabalho os genétipos:
BRS IPE, CNPA ITA 90 II, CNPA GO 2000 1207 e
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CNPA GO 2001 3072 foram cultivados em casa de
vegetacdo da Embrapa Algodéo, localizada em
Campina Grande, PB no periodo de Janeiro a Junho.
Para a extracdo do DNA total, folhas jovens foram
coletadas e colocadas imediatamente na presenca
de nitrogénio liquido. As amostras foram submetidas
a 6 tipos de extracdes, descritas nos esquemas a
seguir:

A avaliacéo da qualidade dos DNAs extraidos foi
realizada através de migracdo de uma aliquota de 1
mL das amostras em gel de agarose 0,7% (P/V) em
tampéo TBE 0,5X (Tris-Borato 0,045 mM, EDTA
0,001 M pH 8,0) corados com brometo de etidio
(1,2 mL/200 mL de uma solugéo 10 mg/mL) (Figura
1). ApOs a avaliacéo da qualidade das amostras
extraidas, as mesmas foram tratadas com RNase e
entdo quantificadas em espectrofotdmetro (Tabela
1).

De acordo com os dados obtidos foi verificado que
0s protocolos de 1, 2 e 3 mostraram-se eficientes
para extracdo do DNA do algod&o. Enquanto que 0s
protocolos de 4, 5 e 6 ndo mostraram bandas
caracteristicas de DNA integro, e sim, rastros de
degradacdes e fragmentos de RNA.
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Esquema do protocolo 1 de extracdo de DNA de algoddo (Zhang e Stewart, 2000):

Coletar cerca de 300 mg de tecido foliar em tubos de microcentrifuga de 1,5 mL e,
congelar imediatamente em N, liquido

v

0,02 M; Tris-HCI 0,1 M pH 8,0; PVP-40 2%;

Adicionar 600 nL de tampéo de extracdo preaquecido a 65°C (CTAB 2%; NaCl 1M; EDTA

-mercapoetanol 10%)

v

Agitar os tubos por 30 seg.

v

Incubar os tubos a 65°C por 30 min., agitando-os a cada 5 min.

v

Adicionar 600 i de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) e,
misturar gentilmente por 5 min.

v

Centrifugar as amostras a 7.000g, 4°C por 5 min.

v

Transferir a fase aquosa para novo tubo

v

Adicionar 600 niL de isopropanol gelado e,
misturar lentamente por inverséo dos tubos

v

Centrifugar as amostras a 7.000g, 4°C por 15 min. e,
descartar o sobrenadante

v

Adicionar 300 ni de etanol 70%

v

Centrifugar as amostras a 7.000g, 4°C por 15 min. e,
descartar o sobrenadante

v

Adicionar 300 nL de etanol 95% gelado

v

Centrifugar as amostras a 7.000g, 4°C por 5 min. e,
descartar o sobrenadante

v

Secar o precipitado a temperatura ambiente e,
ressuspender em 100 ni de H,O MiIIi-Q®
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Esquema do protocolo 2 de extracdo de DNA de algod&o (Ferreira e Grattapaglia, 2001):

Coletar cerca de 300 mg de tecido foliar em tubos de microcentrifuga de 1,5 mL e,
congelar imediatamente em N, liquido

v

Adicionar 600 ni. de tamp&o de extracdo preaquecido a 65°C (CTAB 2%; NaCl 1,4 M; EDTA
0,02 M; Tris-HCI 0,1 M pH 8,0; PVP-40 2%; -mercapoetanol 10%)

v

Agitar os tubos por 30 seg.

v

Incubar os tubos a 65°C por 30 min., agitando-os a cada 5 min.

v

Adicionar 600 i de cloroférmio:élcool isoamilico (24:1) e,
misturar gentilmente por 5 min.

v

Centrifugar as amostras a 7.000g, 4°C por 5 min.

Transferir a fase aquosa para novo tubo

v

Adicionar 60 L. de uma solucéo de CTAB 10% e 1,4 mde NaCl e,
misturar lentamente por inversdo dos tubos

v

Adicionar 600 niL de isopropanol gelado e,
misturar lentamente por inversédo dos tubos

v

Centrifugar as amostras a 7.000g, 4°C por 15 min. e,
descartar o sobrenadante

v

Secar o precipitado a temperatura ambiente e,
ressuspender em 100 ni de H,O Milli-Q®
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Esquema do protocolo 3 de extracdo de DNA de algodéo (Ferreira e Grattapaglia, 2001 modificado):

Coletar cerca de 300 mg de tecido foliar em tubos de microcentrifuga de 1,5 mL e,
congelar imediatamente em N, liquido

v

0,02 M; Tris-HCI 0,1 M pH 8,0; PVP-40 2%;

Adicionar 600 nL de tampéo de extracdo preaquecido a 65°C (CTAB 2%; NaCl 1,4M; EDTA

-mercapoetanol 10%)

v

Agitar os tubos por 30 seg.

v

Incubar os tubos a 65°C por 30 min., agitando-os a cada 5 min.

v

Adicionar 600 i de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) e,
misturar gentilmente por 5 min.

v

Centrifugar as amostras a 7.000g, 4°C por 5 min.

v

Transferir a fase aquosa para novo tubo

v

Adicionar 600 niL de isopropanol gelado e,
misturar lentamente por inverséo dos tubos

v

Centrifugar as amostras a 7.000g, 4°C por 15 min. e,
descartar o sobrenadante

v

Adicionar 300 ni de etanol 70%

v

Centrifugar as amostras a 7.000g, 4°C por 15 min. e,
descartar o sobrenadante

v

Adicionar 300 nL de etanol 95% gelado

v

Centrifugar as amostras a 7.000g, 4°C por 5 min. e,
descartar o sobrenadante

v

Secar o precipitado a temperatura ambiente e,
ressuspender em 100 ni de H,O MiIIi-Q®
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Esquema do protocolo 4 de extracdo de DNA de algoddo (Romano, 1998):

Coletar cerca de 300 mg de tecido foliar em tubos de microcentrifuga de 1,5 mL e,
congelar imediatamente em N; liquido

Adicionar 600 mL de tampé&o de extracdo preaquecido a 65°C (CTAB 0,8%; NaCl 1,4M;
EDTA 0,022 M; Tris-HCI 0,22 M pH 8,0; Sarcosil 1%; 0,14 M Sorbitol; -mercapoetanol
0,2%) e 600 mL de cloroférmio:alcool isoamilico

Agitar os tubos por 30 seg. I

Incubar os tubos a 65°C por 30 min., agitando-os a cada 5 min.

Adicionar 600 i de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) e,
misturar gentilmente por 5 min.

Centrifugar as amostras a 7.000g, 4°C por 5 min.

Transferir a fase aquosa para novo tubo

Adicionar 600 ni de isopropanol gelado e,
misturar lentamente por inversdo dos tubos

Centrifugar as amostras a 7.000g, 4°C por 15 min. e,
descartar o sobrenadante

Adicionar 300 ni de etanol 70%

Centrifugar as amostras a 7.000g, 4°C por 15 min. e,
descartar o sobrenadante

Adicionar 300 ni de etanol 95% gelado

Centrifugar as amostras a 7.000g, 4°C por 5 min. e,
descartar o sobrenadante

Secar o precipitado a temperatura ambiente e,
ressuspender em 100 ni de H,O MiIIi-Q®
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Esquema do protocolo 5 de extracdo de DNA de algod&o (Dellaporta et al.,1993):

Coletar cerca de 300 mg de tecido foliar em tubos de microcentrifuga de 1,5 mL e,
congelar imediatamente em N, liquido

v

Adicionar 600 nL de tamp&o de extragcdo preaquecido a 65°C (NaCl 0,5 M; EDTA 0,05 M;
Tris-HCI 0,1 M pH 8,0; -mercapoetanol 0,2%)

v

Adicionar 50 ni. de SDS 20%.

v

Agitar os tubos por 30 seg.

v

Incubar os tubos a 65°C por 30 min., agitando-os a cada 5 min.

v

Adicionar 250 i de acetato de potassio 5 M.

v

Adicionar 400 nL de isopropanol gelado e,misturar lentamente por inversdo dos tubos

v

Incubar a -20°C por pelo menos 1 hora.

v

Centrifugar as amostras a 7.000g, 4°C por 10 min. e, descartar o sobrenadante.

v

Precipitar o DNA pela adicao de 0,1 volume de acetato de sodio (NaOAc) 3M e 0,7 volumes
de isopropanol gelado

v

Incubar a -20°C por pelo menos 1 hora.

v

Centrifugar as amostras a 7.000g, 4°C por 10 min. e, descartar o sobrenadante.

v

Adicionar 300 ni de etanol 70%

v

Centrifugar as amostras a 7.000g, 4°C por 15 min. e, descartar o sobrenadante

v

Secar o precipitado a temperatura ambiente e, ressuspender em 100 ni de H,O Milli-Q®
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Esquema do protocolo 6 de extragdo de DNA de algoddo (Murray e Thompson, 1998):

Coletar cerca de 300 mg de tecido foliar em tubos de microcentrifuga de 1,5 mL e,
congelar imediatamente em N, liquido

v

0,02 M; Tris-HCI 0,1 M pH 8,0;

Adicionar 600 nL de tampéo de extracdo preaquecido a 65°C (CTAB 2%; NaCl 1,4M; EDTA

-mercapoetanol 1%)

v

Agitar os tubos por 30 seg.

v

Incubar os tubos a 65°C por 30 min., agitando-os a cada 5 min.

v

Adicionar 600 i de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) e,
misturar gentilmente por 5 min.

v

Centrifugar as amostras a 7.000g, 4°C por 5 min.

v

Transferir a fase aquosa para novo tubo

v

Adicionar 600 niL de isopropanol gelado e,
misturar lentamente por inverséo dos tubos

v

Centrifugar as amostras a 7.000g, 4°C por 15 min. e,
descartar o sobrenadante

v

Precipitar o DNA pela adicao de 0,1 volume de acetato de sédio (NaOAc) 3M e 1 volume de
etanol gelado

Incubar a -20°C por pelo menos 1 hora.

Centrifugar as amostras a 7.000g, 4°C por 10 min. e, descartar o sobrenadante.

|

Adicionar 300 ni de etanol 70%

Centrifugar as amostras a 7.000g, 4°C por 15 min. e, descartar o sobrenadante

Secar o precipitado a temperatura ambiente e, ressuspender em 100 ni de H,O Milli-Q®
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Fig. 1. Fotografia Polaroid da quantificacdo das amostras de DNA total obtido nos testes de protocolos: Ferreira e
Grattapaglia com TP (1 a 4), Ferreira e Grattapaglia sem TP (5 a 8), Romano e Brasileiro (9 a 12), Dellaporta et al
(13 a 16), Murray e Thompson (17 a 20) e Zhang e Stewart (21 a 24). Os nuameros de (I a IV) sdo os marcadores
moleculares do bacteriéfago lambda nas concentrages 50, 100, 150 e 200 ng / mL, respectivamente.

Tabela 1. Avaliacdo do grau de pureza por espectrofotometria das amostras de DNA extraidas.

Amostras [ Db.o. ]
Razéo 26 0/280
| ceorm I ss0 rm | oo 2007280
1a>* 0,202 0,123 1,64
1b 0,501 0,422 1,18
i © 0,115 0,092 1,25
2 a 0,166 0,109 1,52
2b 0,211 0,170 1,24
2c 0,147 0,100 1,47
3 a 0,241 0,159 1,51
3b 0,208 0,147 1,41
3¢ 0,315 0,260 1,21
4 a 0,235 0,141 1,66
4 b 0,214 0,158 1,35
4 c 0,210 0,186 1,12

Referéncias Bibliograficas

DELLAPORTA, S.L.; WOOD, J.; HICKS, J.B. A plant
minipreparation: Version Il. Plant Molecular Biology
Reportsv.1, p. 19-20, 1993.

FERREIRA, M.E.; GRATTAPAGLIA, D. Introdugéo ao
uso de marcadores moleculares em andlise genética.
3ed. Brasilia: Embrapa, 1998. 220p.

MURRAY, M.G.; THOMPSON, W.F. Rapid isolation
of high molecular weight plant DNA. Nucleic Acids
Research, v.8, n. 19, p. 4321-4325, 1980.

ROMANO, E. Extracéo de DNA de tecidos vegetais.
In: BRASILEIRO, A.C.M.; CARNEIRO, V.T.C. (Ed).
Manual de transformacéo genética de plantas.

Exemplares desta edi¢cdo podem ser adquiridos na:
Embrapa Algodao

Rua Osvaldo Cruz, 1143 Centenario, CP 174
58107-720 Campina Grande, PB

Fone: (83) 315 4300 Fax: (83) 315 4367
e-mail: sac@cnpa.embrapa.br

12Edicao

Tiragem: 500

Comunicado
Técnico, 187

P, Ministério da Agricultura, | = JE1
FOME ZERO Pecuaria e Abasteciment

UM PAiS DE TODOS
GOVERNO FEDERAL

Brasilia: Embrapa-SPI/Embrapa-Cenargen, 1998. p.
163-177.

ROMANO, E.; BRASILEIRO, A.C.M. Extrac&o de
DNA de plantas: Solucdes para problemas
comumente encontrados. Biotecnologia Ciéncia e
desenvolvimento, Brasilia, n. 9, p. 40-43, 1999.

SAHA, S.; CALLAHAN, F.E.; CREECH, J.B. Cotton
improvement effect of lyophilization of cotton tissue
on quality of extractable DNA, RNA and protein. The
Journal of Cotton Science, v.1, p. 10-14, 1997.

ZHANG, J.; STEWART, J. M. Economical and rapid
method for extracting cotton genomic DNA. Journal
of Cotton Science, v. 4, p. 193-201, 2000.

Comité de  Presidente: Luiz Paulo de Carvalho
Publicagbes Secretaria Executiva: Nivia M.S. Gomes
Membros: Deméstenes M.P. de Azevedo

José Welington dos Santos
Lucia Helena A. Araujo
Maria Auxiliadora Lemos Barros
Maria José da Silva e Luz
Napoledo Esberard de M. Beltrdo
Rosa Maria Mendes Freire

Expedientes: Supervisor Editorial: Nivia M.S. Gomes
Reviséo de Texto: Nisia Luciano Ledo
Tratamento das ilustragdes: Geraldo F. de S. Filho
Editoracéo Eletronica: Geraldo F. de S. Filho


http://www.go2pdf.com

