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RESUMO

A técnica de PCR, quando utilizada para andlise de similaridade, geralmente requer
grande namero de gendtipos, dai a necessidade de métodos rapidos e eficientes que
proporcionem a obtengdo de DNA de qualidade e em quantidade suficiente. Trés métodos
de extragdgo de DNA foram testados: CTAB, miniextragdo de DNA para PCR e o proposto
por Murray & Thompson, com adaptagtes. Nas avaliagoes, utilizaram-se dez acessos de
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melancia, oriundos do Banco Ativo de Germoplasma de Curcubiticeas da Embrapa Semi-
Arido, testados no delineamento de blocos inteiramente casualizados, com trés repeticoes
em cada método. Os parametros utilizados para comparagdo entre os métodos foram as
médias da relacdo de 260/280 nm e a quantificagdo do DNA (ng/ul). Apds a andlise dos
dados, concluiu-se que todos os métodos testados podem ser utilizados para a extragdo de
DNA em melancia, porém, pela praticidade, rentabilidade e qualidade, o CTAB foi o mais
recomendavel, com grandes chances de bons resultados.

Palavras-chave: Citrullus lanatus, marcadores moleculares.

ABSTRACT

QUALI-QUANTITATIVE ANALYSIS OF GENOMIC DNA
EXTRACTION METHODS IN WATERMELON

The application of the PCR technique for similarity analysis requires the use of a
great number of genotypes, besides fast and efficient DNA extraction methods capable of
providing sufficient, high quality DNA. Three methods of DNA extraction (CTAB, mini
extraction and Murray & Thompson) were compared to determine the best way to obtain
high quality DNA. For the extractions, vegetable tissue of ten watermelon accesses,
originated from the Germoplasm Active Bank of Cucurbitacea Embrapa/Semi-arid, were
used. These accesses were evaluated in a completely randomized design in three
replications for each method. The parameters used for comparing the methods were the

averages of 260/280 nm relationship and DNA quantification values (ng/uL). The results
showed that all the tested methods can be used for extraction of watermelon DNA.
However, the feasibility, efficiency, and quality of the DNA made the CTAB method the
most recommended with great chances of producing good results.

Key words: Citrullus lanatus, molecular markers.

INTRODUCAO

A melancia (Citrullus lanatus) destaca-se entre as espécies da
familia Curcubitaceae cultivadas no Brasil, tendo como principais
produtores os Estados do Maranhao, Bahia, Piaui, Goids, Santa Catarina e
Pernambuco.

A produgio brasileira na safra de 2003 esteve préxima de 620.000 t,
ocupando uma area de 74.000 ha e participando com cerca de 8% da
produgdo total de hortalicas produzidas no Brasil (/0). Alguns estudos
sobre tendéncias de mercado, realizados pelo Ministério da Agricultura,
indicam que, no ano de 2004, a produg@o brasileira deve atingir 868.611 t,
e para 2005 este nimero pode se elevar para 886.083 t (3).

Fica evidente, portanto, a necessidade de programas de
melhoramento genético visando a obtenc¢do de cultivares mais produtivos,
resistentes a pragas e doengas € com bons atributos agrondmicos. Para a
escolha correta de parentais na elaboracdo dos cruzamentos que dardo
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origem as populacdbes a serem melhoradas, faz-se necessirio o
conhecimento da diversidade genética entre os acessos disponiveis no
banco de germoplasma. Neste estudo, a técnica de PCR-RAPD tem sido
uma op¢ao de grande eficiéncia e praticidade, levando a bons resultados
em um curto espac¢o de tempo (35).

Os estudos de polimorfismo genético de DNA geralmente envolvem
grande nimero de individuos, e a possibilidade de andlise vai depender
paurad sav uunzaqos, com argumas mnoaimeagoes, para’ résoiver problemas
especificos da espécie em estudo, como a degradagio do DNA por
DNAses endogenas, co-isolamento de polissacarideos que podem inibir a
acdo de enzimas (16, 18) e co-isolamento de substincias fendlicas ou
outros compostos secundarios que podem danificar o DNA ou também
inibir a acdo de diversas enzimas de restricio ou da DNA polimerase (20).
Os protocolos que utilizam o detergente catibnico CTAB (cationic
hexadecyl trimethyl ammonium bromide) no tampio de extra¢do sdo os
mais amplamente utilizados em espécies vegetais, obtendo-se bons
resultados, principalmente em extra¢bes de pequenas amostras de tecido
vegetal (11).

Protocolos simplificados, como a miniextragdo de DNA para PCR
(17), e outros, como o proposto por Cheung et al. (6) e Edwards e
Johnstone (&), podem fornecer DNA parcialmente degradado ou
contaminado que, apesar de possibilitar amplificaces por PCR, podem
comprometer a reprodutibilidade das reacdes, tendo-se muitas vezes
resultados duvidosos (17).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia de trés métodos de
extragdo de DNA em acessos de melancia, para recomendacio daquele de
maior eficiéncia e praticidade para esta espécie, em estudos envolvendo
técnicas moleculares.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Para este trabalho foram utilizados dez acessos de melancia (A 06,
A07,A08,A09,A10,A 13, A 16, A 17, A 19 e A 22) oriundos do BAG

(Banco Ativo de Germoplasma) de Curcubiticeas, da Embrapa Semi-
Arido.
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Coleta do material

Foram coletadas folhas jovens definitivas de plantulas com
aparéncia sadia. O semeio foi realizado em bandejas de isopor, e, apos a
coleta, as folhas foram acondicionadas em gelo e em seguida armazenadas

em ultra freezer (-80°C) até o momento da maceragdo com nitrogénio
liquido. Imediatamente apGs a maceragdo, procederam-se as extragoes.

Extracdo de DNA

Os métodos de extracdo de DNA gendmico testados no trabalho
foram o CTAB (/1), o miniextracao (/7) e o Murray & Thompson (/4). O
primeiro foi realizado com a macera¢do de 50-100 mg de tecido vegetal,

sendo adicionados 700 puL de tampao de extracdo (CTAB 2,0%, NaCl 1,4
M, EDTA 20 mM, Tris-HC1 100 mM, pH 8,0 ¢ 2-mercaptoethanol 2%),
levando-se ao banho-maria, com circulagdo, a 65°C, por 40 minutos.
Durante a incubac¢do, inverteram-se os tubos a cada dez minutos, sendo
retirados do banho-maria e deixados em temperatura ambiente até

esfriarem. Adicionaram-se 600 uL de CIA (cloroférmio-alcool isoamilico
24:1), agitando por cinco minutos. Os tubos foram centrifugados a
velocidade de 16.000 x g, por cinco minutos, em centrifuga Eppendort

5415C. Apés a centrifugacdo, transferiu-se a fase superior (360 uL.) para
novos tubos, adicionando-se 2/3 do volume da solugdo aquosa de
isopropanol gelado, com inversdo e posterior incuba¢do a —20°C por, no
minimo, 30 minutos. Em seguida, os tubos foram novamente centrifugados
a velocidade de 4.000 x g, por cinco minutos. Descartou-se o
sobrenadante, e o sedimento foi lavado duas vezes com 1 mL de etanol
70%, ficando imerso por dez minutos e sendo novamente lavado com 1
mL de etanol absoluto, por trés minutos. Os tubos foram levados a camara
de fluxo laminar vertical para secagem, por aproximadamente 60 minutos.

A seguir, ressuspendeu-se o sedimento em 100 pL de tampao TE (Tris-

HCl 10 mM, EDTA 1 mM) contendo RNase A (10 pg/ml). Os tubos

foram levados ao banho-maria, a 37°C, por 40 minutos, € posteriormente
deixados a temperatura ambiente por aproximadamente 12 horas.

O método de miniextracdo de DNA para PCR (17) procedeu-se com
a maceracdo de 50-100 mg de tecido vegetal, adicionando a seguir 500 L
de tampdo de extracdo (CTAB 0,8%, NaCl 800 mM, EDTA 22 mM, Tris-
HCl 220 mM, pH 8,0, sarcosil 1%, sorbitol 140 mM e 2-mercaptoethanol

0,2%) e 200 pL de cloroférmio-alcool 1soamilico (24:1). Os tubos toram

levados ao banho-maria, a 55°C, por 15 minutos, sendo em seguida
centrifugados, a velocidade de 11.750 x g em centrifuga Eppendort 5415C,
por cinco minutos. Apds a centrifugacdo, transferiu-se a fase superior (360
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uL) para novos tubos, onde se adicionou metade do volume da solugio
aquosa de isopropanol gelado, invertendo os tubos €, em seguida, levando-
os a —20°C por no minimo 15 minutos. Posteriormente, submeteram-se os
tubos a uma nova centrifugacio, a velocidade de 11.750 x g, por dez
minutos. Descartou-se o sobrenadante, e o sedimento foi lavado com 500
uL de etanol 70%. Os tubos foram novamente centrifugados, a 11.750 x g,
por 10 minutos. Apéds a centrifugacio, descartou-se o sobrenadante, sendo
o sedimento levado a cidmara de fluxo laminar vertical para secagem por

aproximadamente 60 minutos, € a seguir, ressuspendido em 100 pL
de tampdo TE (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM) contendo RNase A
(10 ug/mL). Logo em seguida, os tubos foram levados ao banho-
maria, a 37°C, por 40 minutos. Na seqiiéncia, permaneceram a
temperatura ambiente por aproximadamente 12 horas.

O outro método testado foi o proposto por Murray & Thompson
(14) com algumas modificacdes, realizado com a maceragio de 50-100 mg
de tecido vegetal, na qual adicionaram-se 500 UL de tampdo de extragao
(CTAB 2,0%, NaCl 1,4 M, EDTA 20 mM, Tris-HCl 100 mM, pH 8,0 e 2-
mercaptoethanol 1%). A seguir, os tubos foram levados ao banho-maria, a
65°C, por 30 minutos. Durante a incubag@o, foram invertidos a cada dez
minutos. Logo apds a retirada do banho-maria, adicionaram-se 350 uL de
cloroférmio-octanol (24:1), sendo invertidos e centrifugados, a velocidade
de 16.000 x g, em centrifuga Eppendorf 5415C, por 15 minutos. Apos a
centrifugacdo, transferiu-se a fase superior (360 pUL) para novos tubos,
onde se adicionaram 3/4 do volume da solu¢io aquosa de isopropanol
gelado, invertendo-os novamente e em seguida incubando-os a -20°C por,
no minimo, 30 minutos. Posteriormente, foram novamente centrifugados, a
velocidade de 8.160 x g, por 15 minutos. Descartou-se o sobrenadante, €
ao sedimento foram adicionados 500 puL de solu¢do Wash (etanol 76%, 8%
de acetato de sédio 3 M e dgua Milli-Q 16%), sendo os tubos agitados por
20 minutos e submetidos a uma nova centrifugacgdo, a velocidade de 8.160
x g, por dez minutos. O sobrenadante foi descartado, e o sedimento levado
a cAmara de fluxo laminar por cerca de 60 minutos para a secagem, sendo

entdo ressuspendido em 100 pL. de tampdo TE (Tris-Cl 10 mM, EDTA 1
mM) contendo RNase A (10 ug/mL). Os tubos foram levados ao banho-

maria, a 37°C, por 40 minutos, e logo em seguida mantidos a temperatura
ambiente por aproximadamente 12 horas.

Quantificacdo do DNA

As concentracdes das amostras de DNA obtidas foram estimadas em
espectrofotometro (DU 640 Beckman), medindo-se a absorbancia a 260
nm. Para estimar o grau de pureza das amostras, pela relagao 260/280 nm,
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foi também determinada a absorbancia a 280 nm. Aliquotas das amostras,
diluidas 50 vezes em agua Milli-Q, foram utilizadas nas determinacdes.
Como branco, foi utilizada uma amostra de TE livre de DNA.

Eletroforese das amostras de DNA

Para a verificagdao da quantidade e qualidade do DNA obtido pelos
trés métodos de extracdo testados, foram tomadas amostras de 10 ul. da
solucdo de DNA, sendo adicionados a elas 2 ul. de tampdao de amostra
(azul de bromofenol 0,01% e glicerol 40%, em 4agua Milli-Q estéril).

Dessas amostras, 10 ul. foram aplicadas em cada canaleta do gel de
agarose 1,5% p/v (agarose 1,5% dissolvida em TEB 1X-Tris 28 mM,
acido borico 88 mM, EDTA 7 mM, pH 8,0) contendo 3 puL. de brometo de
etideo (10 mg/mL) e submetidos a eletroforese em cuba horizontal GIBCO
BRL 11-14, a 100 V, por aproximadamente uma hora. Como padrio, foi

utilizado o DNA de fago Lambda adquirido na GIBCO BRL (100 ng/uL).
Amplificacdo do DNA gendémico por meio de PCR-RAPD

Para verificar se 0 DNA obtido estaria passivel de amplificagio,
prepararam-se reacoes RAPD, com volume final de 25 uL contendo
tampao PCR (Trnis-HCI 10 mM, pH 8,3 ¢ KCI 50 mM); MgCl, 2,5 mM,
dNTP’s 0,2 mM; iniciador 15 ng; DNA gen6mico 15 ng, 1 Unidade de Taq
Polimerase e dgua Milli-Q autoclavada e filtrada (11).

Para a realizacdo da PCR, foi utilizado um aparelho termociclador
marca MJ, modelo PTC 100, sendo empregado o seguinte programa: um
minuto a 92°C (desnaturacdo); um minuto a 35°C (anelamento do
iniciador); dois minutos a 72°C (extensio pela Taq Polimerase). Este ciclo
foi repetido 42 vezes, finalizando com 4°C, até que os microtubos fossem
retirados do aparelho. Apéds a retirada, adicionou-se 2,5 pL de tampdo de
carregamento [5,75 mL de glicerol, 2 mL de EDTA 0,5 M, 0,5 mL de SDS
(dodecil sultato de sédio) 20%, 1,75 mL de dgua e azul de bromofenol
0,01%] antes da aplicagdo da amostra no gel de agarose (1,5% - p/v), o
qual foi corado com brometo de etideo, na concentracio de 10 mg/mlL.,
adicionando-se 3 L para 80 mL de gel. A eletroforese procedeu-se a 100
V por cerca de uma hora, utilizando-se tampao TBE pH 8,0 (Tris 0,09 M;
acido bérico 0,09 M e EDTA 2 mM).

Andlises estatisticas

Para a comparagdo entre os trés métodos de extragdo de DNA,
anteriormente detalhados, foi realizado um experimento segundo o



VOL.LIH,N®299,2005 7

esquema inteiramente casualizado, com 30 repeticoes em cada método. O
numero de repeticoes foi definido de acordo com a grande variacido
oferecida pelos testes 1niciais, em todos os métodos.

Foram analisadas as variaveis relacdo 260/280 nm e a concentracao
de DNA, sendo esta expressa em ng/ul. Ambos foram obtidos pela leitura
em espectrofotometro.

Antes da andlise de varidncia, os testes de homogeneidade de
variancias € heterocedasticidade regular indicaram que os dados da
variavel relacdo 260/280 nm estavam aptos para serem analisados. O
mesmo teste, no entanto, sugeriu a transformacido de -\f; nos dados da
variavel concentracdo (ng/ul), para que se adequassem mais a curva de
distribui¢io normal. Apos a andlise de variancia, foi realizado o teste de
Duncan, a 5%, nas médias que diferiram significantemente pelo teste F.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros para comparacdo entre os métodos de extracdo de
DNA genOmico em melancia foram a relacdo 260/280 nm e a concentragdo
de DNA (ng/uL). O resultado da andlise de variancia e a comparacdo entre
as médias obtidas nos trés métodos encontram-se, respectivamente, nos
Quadros 1 e 2.

Na analise de vanancia, foi detectada diferenca significativa pelo
teste F, a 5%, entre os métodos, apenas na concentra¢io de DNA (ng/uL),
sugerindo que eles diferem entre si quanto a este parimetro. Quando
realizado o teste de Duncan a 5%, para a concentracdo de DNA, o CTAB
nao diferiu do Murray & Thompson, a0 mesmo tempo que ambos
diferiram da miniextra¢cdo. A maior média de concentracao foi obtida pela
miniextracao, seguida do CTAB. Apesar de a miniextracio ter fornecido
grande quantidade de DNA, notou-se que, aparentemente, havia ocorrido
sedimentacdo de outros componentes, além do DNA, principalmente
politenois, 0s quais fornecem aparéncia escurecida ao sedimentado (17).
Esses componentes podem prejudicar a interpretagdo correta da PCR no
gel de corrida, pelos resultados contraditérios que podem surgir (2).
Quanto ao resultado da relacdo, apesar de as médias ndo diferirem entre si
estatisticamente, a maior foi obtida no método CTAB, sugerindo menor
quantidade de polissacarideos. No entanto, as médias de todos os trés
métodos situaram-se entre 1,8 e 2,0, o que caracteriza DNA de boa

qualidade (12, 17). O método da miniextracdo foi o de menor tempo de

execugdo, podendo ser indicado para a extracdo de DNA gendmico em
grandes quantidades de acessos.
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esquema inteiramente casualizado, com 30 repeti¢cdes em cada método. O
nimero de repeticdes foi definido de acordo com a grande variagéo
oferecida pelos testes iniciais, em todos os métodos.

Foram analisadas as variaveis relagdo 260/280 nm e a concentragio
de DNA, sendo esta expressa em ng/UL. Ambos foram obtidos pela leitura
em espectrofotOmetro.

Antes da analise de variincia, os testes de homogeneidade de
variancias e heterocedasticidade regular indicaram que os dados da
variavel relacao 260/280 nm estavam aptos para serem analisados. O
mesmo teste, no entanto, sugeriu a transformacdo de -\/; nos dados da
varidvel concentracdo (ng/pul), para que se adequassem mais a curva de
distribui¢do normal. Apds a andlise de variancia, foi realizado o teste de
Duncan, a 5%, nas médias que diferiram significantemente pelo teste F.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os pardmetros para comparagdo entre os métodos de extragdo de
DNA genOomico em melancia foram a relagdo 260/280 nm e a concentrac¢io
de DNA (ng/uL). O resultado da andlise de variancia e a comparacio entre
as médias obtidas nos trés métodos encontram-se, respectivamente, nos
Quadros 1 e 2.

Na analise de varidncia, foi detectada diferenca significativa pelo
teste F, a 5%, entre os métodos, apenas na concentragido de DNA (ng/uL),
sugerindo que eles diferem entre si quanto a este parimetro. Quando
realizado o teste de Duncan a 5%, para a concentracdo de DNA, o CTAB
nao diferiu do Murray & Thompson, ao mesmo tempo que ambos
diferiram da miniextra¢do. A maior média de concentracio foi obtida pela
miniextracdo, seguida do CTAB. Apesar de a miniextracdo ter fornecido
grande quantidade de DNA, notou-se que, aparentemente, havia ocorrido
sedimentacdo de outros componentes, além do DNA, principalmente
politendis, os quais fornecem aparéncia escurecida ao sedimentado (17).
Esses componentes podem prejudicar a interpretacdo correta da PCR no
gel de corrida, pelos resultados contraditérios que podem surgir (2).
Quanto ao resultado da relagao, apesar de as médias nédo diferirem entre si
estatisticamente, a maior foi obtida no método CTAB, sugerindo menor
quantidade de polissacarideos. No entanto, as médias de todos os trés
métodos situaram-se entre 1,8 e 2,0, o que caracteriza DNA de boa

qualidade (12, 17). O método da miniextragdo foi o de menor tempo de

execugao, podendo ser indicado para a extracio de DNA gend6mico em
grandes quantidades de acessos.
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[ | - Método CTAB T

300 700 A/8 A/9 A/1I0 A/16 A/17 A/22 A/13 A/T A/6 A/19

FIGURA 1 - Perfil eletroforético de DNA extraido de folhas de
melancia (Citrullus lanatus) pelo método CTAB, |
utilizando-se padrdo Lambda, nas canaletas 1 (300 ng) e
2 (700 ng). Nas demais, encontram-se 0s gendétipos
testados. |

el . R . A N - B i b il
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M¢étodo da miniextragio

300 700 A/8 A/9 A/I0 A/16 A/17 A/22 A/13 AO7 AO6 Al9

FIGURA 2 - Perfil eletroforético de DNA extraido de folhas de melancia |
(Citrullus lanarus), pelo método da miniextragdo, utilizando
padrao Lambda, nas canaletas 1 (300 ng) e 2 (700 ng). Nas demais,
encontram-se os genotipos testados. !

i L L
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Método Murray & Thompson

300 700 A/8 A/9 A/10 A/16 A/17 A/22 A/13 A/T A/6 A/19

FIGURA 3 - Perfil eletroforético de DNA extraido de folhas de melancia
(Citrullus lanatus) pelo método proposto por Murray & Thompson
modificado, utilizando-se padrao Lambda, nas canaletas 1 (300 ng)
e 2 (700 ng). Nas demais, encontram-se os gendtipos testados.

Rl el N

-

FIGURA 4 - Perfil eletroforético de RAPD utilizando-se DNA extraido de
melancia e amplificados com o primer OPR15; na canaleta 1,
padrao de peso molecular (Ladder 100pb); canaleta 2, controle
negativo; canaletas 3 e 4, método da miniextragfio; canaletas 5 e

6, método Murray & Thompson; e canaletas 7, 8 ¢ 9, método
CTAB.

— — — — — —
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Todos os resultados estatisticos foram condizentes com os
visualizados por meio dos géis, confirmando a possibilidade da utilizacao
dos trés métodos para extragio de DNA, em quantidade e qualidade, para a
realizacio da técnica de PCR, em melancia. No entanto, de acordo com o
descrito por Romano (/7) e comprovado para outras espécies, como o
maracujazeiro (/3), métodos muito simplificados podem fornecer DNA
degradado ou contaminado. O método da miniextracdo teve grande
quantidade de impurezas no sedimento durante a extragio, podendo assim
apresentar falsos resultados na técnica de PCR (/7). O CTAB foi o que
apresentou melhores resultados na fase de sedimentacio e na visualizagdo
em gel de agarose (Figura 1), devido 4 menor degradacdo, além da maior
média de relagdo 260/280 nm, sendo esses resultados em parte
dependentes do laborat6rio. Apesar disto, tendo em vista que o método
CIAB € o mais amplamente utilizado em espécies vegetais como o
Eucalyptus, Citrus, Pinus, Brassica, milho, arroz, dentre outras (/1), e
particularmente para extragdo a partir de amostras pequenas de tecido,
aliado a facilidade de execuciio e ao alto valor da quantificacao obtida, ele
pode ser indicado para extragio de DNA gendmico de melancia, com
grande possibilidade de bons resultados.

CONCLUSOES

1) Apesar de os trés métodos de extracdo terem mostrado eficiéncia,
o CTAB apresenta melhores resultados, além de ser de ficil execucao,
sendo o mais indicado para obtencio de DNA de qualidade e em
quantidade adequadas para a anélise molecular de melancia.

2) O método da miniextracio é de menor tempo de execucio,
podendo ser indicado para a extragdo de DNA gendmico em projetos que
envolvem grandes quantidades de acessos.
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