APERFEICOAMENTO DE TECNICAS DE EXTRACAO DE DNA DE
Cyperus difformis

Lilian Goncalves Ribeiro Urbinati™, Marina Juliana Batista'”, Maycon Eduardo Nicoletti®,
Fernando Adami Tcacenco®. 'UNIVALI, Curso de Ciéncias Bioldgicas, Rua Uruguai, 458,
CEP 88302-202, Itajai, SC; Bolsistas de Pesquisa do Artigo 170/UNIVALI/Governo de
Santa Catarina. Email: urbinati@univali.br. ?Laboratério de Biotecnologia Vegetal, Epagri —
Estacdo Experimental de ltajai, Bolsista do CNPq. °Eng. Agr., Ph. D., Laboratério de
Biotecnologia Vegetal, Epagri — Estagdo Experimental de Itajai.

Cyperus difformis, pertencente a familia Cyperacea, € uma planta daninha da
orizicultura, infestando areas de cultivo de arroz irrigado em Santa Catarina e no Rio
Grande do Sul. Segundo Noldin et al (1999), a infestagcdo com esta espécie se intensificou
a partir de 1990 devido ao surgimento de populagdes resistentes a herbicidas inibidores da
enzima acetolactatosintase (ALS). Trabalhos de caracterizacdo molecular de plantas
daninhas tém se destacado pela possibilidade de auxiliar na identificagdo dos ecotipos
resistentes e de fornecer um panorama geral sobre a similaridade genética entre os
diversos ecotipos. Rampelotti et al. (2005), utilizando a técnica RAPD, observaram uma
tendéncia de diferenciagdo entre populagdes resistentes de Sagittaria montevidensis.
Trabalhando com arroz-vermelho, Ferreira et al. (2005) aplicaram a mesma técnica em 16
ecotipos de diversas origens, separando-os em seis grupos distintos. Para Cyperus
difformis existe escassez de informagdes acerca de sua variabilidade genética ao nivel de
DNA. Desta maneira, faz-se necessaria a otimizagdo de metodologias para a extragéo de
DNA, que é um dos requisitos para a avaliagdo molecular de espécies vegetais. O presente
trabalho teve como objetivo determinar o melhor método de extragéo e purificagdo de DNA
de C. difformis.

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biotecnologia Vegetal da Estagao
Experimental de ltajai (Epagri). Folhas jovens de varios ec6tipos crescidos em casa de
vegetacao foram coletadas, submetidas a assepsia com detergente e lavagem com agua
destilada; em seguida, 150 mg de folhas foram armazenadas a -20 °C em microtubos de
1,5 mL. Foram testados quatro protocolos de extragdo de DNA vegetal, com seis
subamostras para cada protocolo, sendo que o primeiro passo em todos eles foi a
maceragao do material vegetal com N liquido. A seguir, sdo relatados os demais passos de
cada protocolo.

(1) Baseado em Doyle & Doyle (1990) — foram adicionados 750 pL do tampao de extragao
(2% CTAB; 1,4 M de NaCl; 20 mM EDTA; 100 mM Tris-HCI pH 8,0), seguido de incubagao
a 60 °C por 30 min. Posteriormente, foi adicionado 1 volume de cloroférmio:alcool
isoamilico (24:1), sendo as amostras homogeneizadas em vértex, e centrifugadas por 10
min a uma forga centrifuga relativa (RCF) de 15.560 x g (equivalentes a 11.000 rpm no
rotor F 40-6-38, centrifuga Eppendorf 5804R). O sobrenadante foi transferido para novo
tubo com 2 volumes de isopropanol absoluto gelado e, apds centrifugagdo por 10 min a
15.560 x g, 0 precipitado contendo os acidos nucléicos foi lavado com etanol 70% e seco
em camara de fluxo laminar.

(2) Baseado em Saghai-Maroof et al. (1984) — foram adicionados 500 uL de CTAB 2%, feita
incubagéo por 30 min a 60 °C, e acrescentado 1 volume de cloroférmio:alcool isoamilico
(24:1). As amostras foram agitadas por inversdo durante 15 min e, apds, centrifugadas por
7 min a 15.560 x g, sendo o sobrenadante transferido para novos tubos contendo 0,8
volume de isopropanol absoluto gelado. Posteriormente, centrifugou-se por 7 min a 15.560
X g, e o precipitado contendo os &cidos nucléicos foi processado como no método anterior.
(3) Baseado em Ferreira et al. (2004) — foram adicionados 750 pL do tampéao de extracao
(0,5% SDS; 250 mM NaCl; 25 mM EDTA; 200 mM Tris-HCI pH 8,0;) e feita nova
maceragao. Apos, foram adicionados 800 pL de cloroférmio:alcool isoamil (24:1), feita
emulsao manual, e centrifugag@opor 7 min a 15.560 x g. A fase superior foi pipetada para




um tubo limpo, onde foram adicionados 800 uL de isopropanol absoluto, o que foi seguido
por agitagao suave por 2 min a temperatura ambiente e posterior centrifugagéo por 7 min a
15.560 x g. O precipitado resultante foi tratado como anteriormente.

(4) Baseado em Scott (1993) — foram adicionados 750 pL do tampéao de extragdo (250 mM
NaCl; 100 mM EDTA; 100 mM Tris-HCI, pH 8,0) e 750 uL de SDS 10%, o que foi seguido
de incubagdo a 60 °C por 30 min. Posteriormente, adicionou-se 400 uL de acetato de
potassio e incubou-se a —20 °C por 10 min. Centrifugou-se por 15 min, o sobrenadante foi
transferido para novo tubo, acrescido de 800 uL de isopropanol absoluto e incubado a —20
°C por 10 min. Apés essa incubagao, realizou-se uma centrifugacdo a 15.560 x g por 5
min, e o precipitado resultante foi tratado como anteriormente.

Os precipitados obtidos em todos os protocolos, ap6s secos, foram resuspendidos
em 40 pL do tampéao TE pH 8,0 e mantidos a —20 °C até o momento da quantificagdo de
DNA, que foi feita através de corrida eletroforética em gel de agarose 0,8% corado com
SYBR® Safe (Invitrogen) por 90 min a 70 V. Os fragmentos de A DNA/Hind Ill foram
utilizados como marcadores. Foi também feito a quantificacdo de DNA com o agente
intercalante bisbenzimida (corante Hoechst 33258), que se liga a DNA fita-dupla.

Os protocolos 1 e 3 foram eficientes, uma vez que possibilitaram a obtencdo de
DNA de boa qualidade (Figura 1) e em concentragdo suficiente para futuros trabalhos
(média de 19,67 ng pL" e 19,58 ng L™, respectivamente). No entanto, estes protocolos
também apresentaram altas concentragdes de acidos nucléicos de baixo peso molecular,
provavelmente correspondendo a DNA degradado ou a RNA; posterior tratamento com
RNase A resultou na eliminagé@o desses acidos nucléicos (dados ndo mostrados), indicando
que os mesmos se tratavam de RNA. J& os protocolos 2 e 4 nao foram eficientes, pois nao
permitiram a obtencéo de DNA quantificavel; o protocolo 4 apresentou acidos nucléicos de
baixo peso molecular, os quais foram eficientemente eliminados com tratamento com
RNase A.

Desta maneira, tanto o protocolo 1 quanto o protocolo 3 podem ser utilizados na
obtencdo de DNA de Cyperus difformis, pois apresentam resultados satisfatérios, nao
utilizam fenol em nenhuma de suas etapas, e ainda sédo de rapida execugao. O protocolo
Doyle & Doyle (1990) tem sido eficiente na extragdo de DNA de outra planta daninha da
orizicultura, a Sagittaria montevidensis (Tcacenco e Ferreira, 2005), como também na
extracao de DNA de banana (Pauli et al., 2006) e Tibraca limbativentris (Rampeloti et al.,
2005).
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Figura 1. Resultados de extragdo de DNA utilizando o protocolo 1 (Doyle & Doyle, 1990):
linhas 1 a 6; protocolo 2 (Saghai-Maroof, 1984): linhas 7 a 12; protocolo 3 (Ferreira): linhas
13 a 18; protocolo 4 (Scott): linhas 19 a 23; M = fragmentos de A DNA/Hind IlI Invitrogen®,
submetidos a corrida eletroforética em gel de agarose 0,8% por 90 min e corados com
SYBR® Safe (Invitrogen).
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