METODOLOGIAS DE EXTRACAO DE DNA EM VIDEIRA PARA
ANALISES RAPD E AFLP!

Ana Veruska Cruz da SILVA®

RESUMO: O género Fitis ¢ de grande importincia econdmica mundial e esté se tornando assunto de
diversos estudos genéticos. O objetivo do presente trabalho é avaliar a qualidade de DNA extraido de
folhas jovens de 19 cultivares de videira, utilizando seis métodos de extragdo - Saghay-Maroof,
Soleman e Allard (1984); Shillito e Saul (1988); Doyle e Doyle (1991); Lodhi et al.(1994); This, Cuisset
e Boursiquot (1997) e Line Kuo (1998) - para analise RAPD e AFLP. O DNA obtido foi quantificado por
espectrofotometria e sua qualidade foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a 0,8% corado com
brometo de etidio (0,05 g/mL). Para anélise PCR-RAPD utilizaram-se sete iniciadores de sintese (B12,
B13, C12, D6, E10,J5 e UBC 301). Apos eletroforese em gel de agarose a 1,5%, os resultados foram
visualizados em Gel-doc. Pela extragdo descrita por Shilito e Saul (1988) ndo, se obteve DNA em
nenhuma das cultivares, 0 mesmo aconteceu quando se utilizou a metologia de Lin e Kuo (1998) quando
as cultivares foram os porta-enxertos. Apesar das demais metodologias possibilitarem a extragdo de
DNA suficiente, esses DNAs apresentaram-se degradados ou ndo amplificaram, com exce¢do de Lodhi
etal. (1994), para anlises PCR-RAPD, e Doyle e Doyle (1991), para analises AFLP.

TERMOS PARA INDEXACAOQ: Marcadores Moleculares, Vitis.

DNA EXTRACTION METHODOLOGIES IN VINE FOR RAPD
AND AFLP ANALYSIS

ABSTRACT: The Vitis gender is one of the oldest domesticated plants and it is becoming the subject of
extensive genetic studies related to its worldwide cultivation and economic importance. The objective of
the present work was to determine the quality of DNA in leaves of 19 cultivar of grapevine using the
extraction methodologies of Saghay-Maroof Soleman and Allard (1984); Shillito and Saul (1988);
Doyle and Doyle (1991); Lodhi et al.(1994); Cuisset and Boursiquat (1997) and Lin and Kuo (1998) for
RAPD and AFLP analysis. The DNA was quantified by spectrophotometer and its quality was evaluated
by electrophoresis in agarose gel 0.8%. For analysis PCR-RAPD one used seven primers (B12, B13,
C12,D6,E10,J5 and UBC 301). The results were visualized in Gel-doc after electrophoresis in agarose
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gel 1.5%. For the described extraction for Shilito and Saul (1988) DNA was not obtained in any cultivar
by the extraction technique of Shilito and Saul (1998). The same was observed with rootstocks when it
was used the methodology of Lin and Kuo (1998). Despite the use of too much methodologies to make
possible the extraction of sufficient DNA, these DNAs presented itself degraded or did not amplify with
exception of Lodhi et al. (1994), for analyses of PCR-RAPD, and Doyle and Doyle (1991) for analyses

of AFLP.

INDEX TERMS: Molecular Markers, Vitis.

1INTRODUCAO

Sabe-se que o genoma da videira ¢
relativamente pequeno quando comparado a
outras espécies perenes, € acreditava-se que
isso poderia facilitar os estudos em genética
molecular (LODHI et al., 1994). Porém, sua
extracdo de DNA ¢ bastante delicada, devido
apresenca de contaminantes, como polifenois
e polissacarideos. Segundo Fang, Hammar e
Rebecca (1992), estes compostos sdo
responsaveis pela dificuldade na purificagéo
do DNA, e sua presenca resulta em amostras
viscosas e de dificil digestfio de endonuclease
eamplificagdo daPCR.

A obtengdo de bons resultados em
analises moleculares como RAPD
(Amplificagdo casualizada de DNA
polimorfico) e AFLP (Polimorfismo de
comprimento de fragmentos amplificados por
fluorescéncia) € condicionada a um DNA de
boa qualidade. As extragdes de DNA devem
produzir amostras puras, de maneira a nio
inibir os tratamentos enzimaticos ou interferir
nos padrdes de amplificagdo da PCR e
migracdo em gel de agarose/acrilamida.

A escolha do tecido vegetal é muito
importante para uma boa extragdo. No caso de
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videira, o uso de tecidos muito jovens
resultam em baixas concentra¢des de DNA
(LODHI et al., 1994). Segundo Ferreira e
Grattapaglia (1995), esses critérios sio
ainda mais importantes em espécies que
produzam grandes quantidades de
metaboélitos secundarios que, em geral,
interferem na extragdo de DNA.

Uma diferenga basica entre as
metodologias existentes é a composigao do
tampdo de extragdo que, normalmente,
integra um agente tamponante 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 inativa¢do de algumas enzimas;
e um inibidor de DNAses para proteger o
DNA (BERED, 1998).

Atualmente, existem diversas
metodologias para extragio de DNA de
plantas, sendo que suas modificagdes
objetivam, na maioria das vezes, resolver
problemas especificos para cada espécie em
estudo. No caso especifico da videira, a
metodologia descrita por Lodhi et al.
(1994), NaCl e PVP
(polivinilpirrolidona) para remover

utiliza
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polissacarideos
respectivamente.

e polifendis,

O objetivo do presente trabalho é
avaliar seis metodologias de extragiio de DNA
gendmico em 19 cultivares de videira,
visando a obtengdo de DNA para realizacgo
de analises RAPD e AFLP.

2 MATERIALE METODOS

O material vegetal utilizado (folhas)
foi obtido na Embrapa Semi-arido, localizada
em Petrolina, (PE). O experimento foi
realizado no Laboratdério de
Micropropagagdo e Biologia Molecular,
pertencente ao Departamento de Produgdo
Vegetal da Universidade Estadual Paulista,
em Jaboticabal (SP)

Utilizaram-se folhas jovens de videira,
das cultivares Sultanina, Patricia, Beauty
Seedless, Dona Maria, Perlette, Benitaka,
Superior Seedless, Christmas Rose,
Catalunya, Alphonse Lavallé, Niagara
Rosada, Vénus, Marroo Seedless, Red Globe,
Isabel, Italia, IAC 766,IAC 572 e IAC 313.

As metodologias testadas foram as
descritas por Saghay-Maroof, Soleman e
Allard (1984); Shillito e Saul (1988); Doyle e
Doyle (1991); Lodhi et al.(1994); This,
Cuisset ¢ Boursiquot (1997) e Lin e Kuo
(1998). A quantidade de DNA obtida nas seis
metodologias de extraggo foi determinada em
espectrofotdmetro, medindo a absorbancia
nos comprimentos de onda 260nm e 280nm,
utilizando a relagdo IDO=50ng/ de DNA
(MANIATIS; FRITSCH;
SAMBROOK,1982). Apos a quantificaggo,
foi preparada uma solugéo de trabalho de 500,
onde o DNA foi diluido em agua milli Q
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filtrada para a padronizacdo da
concentragio do DNA de cada amostra
individual para 20 ng. O DNA original foi
mantido em tampdo TE e congelado a -
20°C.

Para a determinacdo da qualidade
do DNA, as amostras foram analisadas por
meio de eletroforese em gel de agarose a
0,8%. A corrida foi realizada em 0,5 TBE
(Tris-borato-EDTA) a 100V, corando-se o
gel em solugdo de 0,05 g/mL de brometo de
etidio.

Para verificar o efeito da
metodologia de extragdo na
reproducibilidade do perfil de bandas, o
DNA extraido foi utilizado para PCR. Na
analise de PCR em RAPD, elegeram-se seis
iniciadores aleatorios, de 10 pares de bases
da marca 'Operon’' (B12,B13,C12,D6,E10
e J5) e um iniciador da University of British
Columbia (UBC301).

Cadareaggo de PCR foi realizada em
tubo previamente estéril, contendo: 50ng de
DNA, tamp@o de PCR (GIBCO-BRL) 1X,
MgCl, 1,5 mM, dNTP 0,2 mM, 1,0 U Taq
DNA polimerase (GIBCO), 30 ng/L de
iniciador, 4gua milli-Q filtrada q.s.p. 20 L.
Os DNAs foram amplificados utilizando
termociclador (PTC-100 Programable
Thermal Controler) e submetidos a um ciclo
de 94°C por 1 minuto; 92°C por 1 minuto;
35° C por 1 minuto, seguido por 92°C por 1
minuto; 35°C por 1 minuto; 72°C por 2
minutos; 40 vezes (92°C por 1 minuto; 35°C
por 1 minuto; 92°C por 1 minuto; 35°C por 1
minuto; 72°C por 2 minutos) e, finalmente,
um ciclo de 72°C por 5 minutos.
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As amostras amplificadas foram
submetidas & eletroforese (100V por
1h30min.) em gel de agarose 1,5% ,
dissolvidas em solugdo contendo 89 mM
acido borico; 89 mM Tris; 2,5 mM EDTA,
contendo brometo de etidio (0,05 g/mL) e
dgua milli-Q filtrada. Como padréo de peso
molecular foi utilizado ladder de 1kb
(GIBCO-BRL). A visualizagdo dos resultados
foi realizada em equipamento de
fotodocumentaggo (Gel Doc 1000 Bio Rad).

Para analise AFLP, empregou-se o
“AFLP Plant Mapping” (PE Applied
Biosystems). O DNA genomico foi digerido
utilizando-se a seguinte reagdo: 500 ng DNA,
1,25 L de tampédo React 1 (Gbco BRL) (500
mM Tris-HCI pH 8,0, 100 mM MgCl2), 5U de
EcoRI, 1UdeMsel, dguamilli-Q qsp 10 L. A
reacdo foi incubada por 12 horas a37°Ce, em
seguida, as enzimas foram inativadas por 10
minutos, a 65°C. Os fragmentos foram ligados
a adaptadores (PE Applied Biosystems),
utilizando-se de 1 L tampdo T4 DNA Ligase
(Gibco), 0,5 L T4 DNA ligase, 0,33 L do
adaptador para o corte da Mse I, 0,33 L do
adaptador para o corte da Eco RI € 3,67 L da
reacdo de digestdo. A ligacdo ocorreu por duas
horas a 20°C, e, entdo, foi diluida 8,5 vezes.
Procedeu-se a amplificagdo pré-seletiva dos
fragmentos, com reagdes de 20 L. Utilizaram-
se 3 L do produto da liga¢do diluido, 15 de
Core Mix (RH Applied Biosystems), 1 L do
iniciador para o adaptador Eco RI(1M)e 1L
do iniciador para o adaptador Mse I (5 M). As
condigdes de amplificag@o consistiram de 30
ciclos de 94°C por 30segundos, 56°C por 1
minuto e 72°C por 1 minuto. Apés verificagdo
da reagdo pré-seletiva em gel de agarose, os
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produtos da amplificagdo pré-seletiva
foram diluidos 10 vezes e utilizados para a
amplificacdo seletiva, cuja reagdo foi
semelhante & anterior; entretanto,
utilizaram-se iniciadores de mesmas
seqiiéncias que os empregados
anteriormente, porém, com adi¢io de 3
bases na extremidade 3' ¢ com marcacdo
fluorescente. A amplificagdo foi realizada
com uma etapa desnaturante inicial de 94°C
por 2 minutos, seguida de 10 ciclos de 94°C
por 20 segundos, 66°C (diminuindo 1 grau
por ciclo) por 30 segundos e 72°C por 2
minutos, 20 ciclos de 94°C por 20segundos,
56°C por 30segundos ¢ 72°C por 2 minutos ¢
uma etapa final de 60°C por 30 minutos. A
eletroforese das amostras foi realizada em
seqiienciador ABI 377 (Perkin-Elmer) por 3
horas. As combinagdes de iniciadores
testadas foram: ACC/CTC; ACC/CTT,
ACC/CAT; ACC/CTA; AAG/CTC;
ACT/CTC; ACT/CTA; ACT/CTG e
AGG/CTT.

3RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela quantificagdo por meio de
espectrofotometria, verificou-se que os
métodos de extragdo resultaram em
concentragcdes de DNA consideraveis, isto
é, de média a alta (Tabela 1). A excegiio do
método descrito por Shillito € Saul (1988),
que ndo possibilitou leitura, as
concentragdes em mg/ WL de DNA dos
outros métodos testados variaram entre 34,1
para 'Niagara Rosada' (SAGHAI -
MAROOF; SOLEMAN; ALLARD, 1984)
a 2611 mg/ nL para cv. Christmans Rose
(LIN; KUO, 1998).
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Tabela 1 - Concentragdo de DNA extraido de folhas de Vitis spp. em mg/ UL obtida pelos
métodos de Lin ¢ Kuo (1997) - LK; Saghai-Marrof, Soleman ¢ Allard (1984) - SM; This,
Cuisset € Boursiquot (1997); Doyle e Doyle (1991) - DD e Lodhi et al. (1994). FCAV/UNESP,
Jaboticabal, 2002.

Cultivar LK SM This DD Lodhi

mg/ul. 2607280 mppl 260/280 mg/ul. 260/280 mg/pul. 260/280 mgul. 2603/230

Sultanina 1206.4 1,27 13,6 1,34 179,2 1,30 3374 1,55 5179 |82
Patricia 1780,3 1.25 105,4 1,29 201,7 1,28 211,6 1,57 2439 1.37
Beauty 11429 1.21 157.5 1,24 71,0 1,23 4109 1,70 252.6 1,70
D Maria 16147 1.15 87.4 1,24 32,0 1,11 80,4 1,21 330,6 1.45
Perlette 18414 1,23 100,8 1,25 111,8 1,19 3937 1,70 603,5 1,52
Benitaka BT8R 1.20 169.6 1,33 153,9 1,18 1101 1,46 1635,2 1,45
Supetior 1465.5 1,27 1098 1,28 87.0 1,2 1152 1,72 2471 .73
Christmas  2611,1 1,22 108,3 1,35 1714 1,35 169,3 1,52 1959 1,60
Rose

Catalunia 21042 1,21 92.9 1,29 192.0 1,30 774 1,28 5126 1.78
Alphonse 1778.5 1,20 126,3 1,31 172,6 1,25 99,2 1,54 481,0 1,67
Lavalle

Midgara 13307 .23 34,1 1,22 1029 1,22 1413 1,68 1.307 |64
Rosuda

Vénus 1328.6 1,26 2768 1,56 114,7 1,18 98.8 1,40 3119 1,49
Marroo 11379 1.28 102,35 1,28 29,1 1.3 173.6 1,43 3728 1,59
Red Globe  1397,6 1.30 86,5 1,26 202,5 1,39 175,5 1,24 578.,3 1.73
Isabel 1904.9 1,20 738 1,31 1789 15 9493 1,84 6114 1,61
Ttalia 12869 I,18 1621 1,30 1789 1,22 1813 1,86 756,6 1,71
IAC 766 A Rt 1572 1,27 125,5 1,28 246,5 1,50 3270 1.48
IAC 572 k) sk 1189 1,23 1025 1,2 163,9 1,58 7520 1,77
1AC 313 L2 i 146,8 1,28 1192 1,24 78,1 1,40 5140 1,81

* 260/280 — relagio DINA/proteina
** sem leitura

A metodologia de Lin ¢ Kuo (1998),  1989). Houve, inclusive, algumas amostras
também conhecida como DNAzol, nasquais aleiturando foi possivel como em
apresentou as maiores concentragdes de  'TAC 313','TAC 766' ¢ TAC 572, indicando
DNA, entretanto a relagdo 260/280 foi muito uma mda qualidade do DNA. Em
baixa e varioude 1,18 21,30, umavezemque  abacaxizeiro, Gottardi (2001) utilizou essa
se considera ideal uma relagdo superior a 1,7  metodologia com sucesso, obtendo DNA de
(SAMBROOK; MANIATIS; FRITSCH, qualidade, que possibilitou andlises RAPD
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para avaliar plantas matrizes da cv. Smooth
Cayenne. Esta metodologia é a mais rapida de
ser executada, além de apresentar outras
vantagens como a auséncia de compostos
volateis e toxicos, como o0 2 mercaptoetanol.

Quanto a metodologia de Saghai-
Maroof, Soleman e Allard (1984), a
concentracdo de DNA obtida variou de 34,1
mg/LlL em 'Niagara Rosada'a276,8 mg/UL em
'Vénus', e a relacdo 260/280 variou de 1,23 a
1,58. Essa metodologia tem sido amplamente
utilizada em outras espécies, como citros
(SILVA; MACHADO,; LEMOS, 2004),
mamao (SANTOS et al., 2003) e maracuja
(AUKAR; LEMOS; OLIVEIRA, 2003);
porém, no caso da videira ndo foi possivel a
obtencéo de DNA de qualidade.

Alguns trabalhos realizados com
videira citam a extragdo de This, Cuisset e
Boursiquot (1997) como padréo
(LAHOGUE; THIS;BOUQUET, 1998; THIS
et al., 2000; NARVAEZ et al., 2000). No
presente estudo, as concentragbes de DNA
variaram de 71mg/ UL em Beauty Seedless a
202,5 mg/uL em Redglobe, com relagdo
variandode1,18a1,35.

Apesar de todas as metodologias
possibilitarem a extragdo de DNA suficiente
(com exce¢do de Lin e Kuo (1988), esses
DNAs apresentaram-se degradados ou ndo
amplificaram.

Utilizando as cultivares e os
iniciadores testados no presente trabalho, e
tendo como base a quantificagio do DNA, as
melhores metodologias para extragcdo de
DNA da videira foram as descritas por Doyle
eDoyle(1991) e Lodhietal. (1994).
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Pela extragio de Doyle e Doyle
(1991) obteveram-se concentragdes mais
expressivas de DNA, variando de 78,1
mg/ UL para o porta-enxerto IAC 313 a
949,3 mg/JLL para cultivar de mesa Isabel, e
uma relagdo 260/280 variando de 1,40 a
1,86. Essa metodologia tem sido bastante
utilizada em outras fruteiras, como o
cajueiro (SILVA; GRILLI; DALPIAN,
2002) e o mamoeiro (ZAIDAN, 2002).

A metodologia de Lodhi et al.
(1994) é na verdade uma modificacdo de
Doyle e Doyle (1991). A esta foram
acrescentados NaCl objetivando a remogdo
de polissacarideos (FANG; HAMMAR;
REBECCA,1992), e PVP, para eliminar os
polifendis, que séo problemas especificos
encontrados na extragdo de DNA de videira.
O hidrogénio complexo do PVP liga-se aos
compostos fenolicos que podem, assim, ser
separados por centrifugacgdo
(MALIYAKAL, 1992). Essa metodologia
também foi utilizada com sucesso na
extragio de DNA em macd (Mallus
domestica), péra (Prunus persica), ameixa
(Prunus domestica) e framboesa (Rubus
idaeus) (LODHI et al., 1994). No presente
estudo, ela resultou em amostras onde
obteve-se tanto altas concentragdes de DNA
- que variaram de 243,9 mg/ UL em Patricia
a1,307ng/UL em Niagara Rosada, com uma
relagcdo 260/280 sendo satisfatoria,de 1,47 a
1,86.

Para confirmacgdo desses
resultados, foi realizada uma quantificaggo
em gel de agarose 0,8%, utilizando 10uL de
cada amostra, para a visualizacdo do DNA
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(presenga ou auséncia de degradagdo ou
impurezas que interferem na migrag@o), o que
s6 foi possivel quando se utilizou as amostras
resultantes da extrag@o de Lodhi et al. (1994),
(Figura 1). O DNA obtido foi de boa
qualidade, pois ndo houve rastros nos géis de
quantificagdo, indicando baixo nivel de
degradagdo.

Ap6s os resultados da quantificagdo e
dos testes de padronizagdo de metodologia
para RAPD e AFLP, realizaram-se alguns
testes com todas as cultivares, com diferentes
iniciadores (Figura 2).

Se por um lado a presenga de PVP foi
adequada para anélises RAPD, o mesmo ndo
aconteceu para andlises AFLP, onde a

metodologia de Doyle e Doyle (1991)
apresentou melhores resultados, uma vez
que s6 foi impossivel conseguir &xito nas
etapas de digestdo e amplificagdo pré-
seletiva quando utilizaram-se as amostras
obtidas pela metodologia de Lodhi et
al.(1994) (Figura 3).

Este fato pode ter sido resultado do
uso de PVP, NaCl e/ou outras impurezas
que provocaram a digestio parcial do DNA
na extragdo de Lodhi et al.(1994), sendo que
a técnica de AFLP ¢ mais exigente na
integridade do DNA do que o RAPD. A
Figura 4 € um exemplo de um gel de AFLP
utilizando DNA de qualidade, obtidos pela
metodologia de Doyle e Doyle (1991).

FIGURAS

CN 1 2

3 4 5 6

P
ol
| 3
-l

Figura 1- Padrdes de bandeamento de fragmentos de DNA amplificados por RAPD utilizando-
se o iniciador de sintese J5: (CN) controle negativo, (P) padrdo de peso molecular de 1Kb, (1)
Shillito e Saul, 1988; (2) This, Cursset e Boursiquot.1997; (3) Doyle e Doyle, 1991; (4) Lodhi
etal. 1994; (5) Saghai-Maroof, Soleman e Allard. 1984; (6) Lin e Kuo (1998).
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Figura 2- Padrdes de bandeamento de fragmentos de DNA amplificados poror RAPD,
utilizando o “primer” UBC 301 para as amostras resultantes da extragdo de Lodhi et al. 1994:
(P) padrio de peso molecular de 1Kb; canaletas com os diferentes cultivares de uva (Thompson
seedless, Patricia, Beauty Seedless, Brasil, Perlette, Benitaka, Superior Seedless, Christmans
Rose, Catalunia, Alphonse Lavalle, Niagara rosada, Vénus, Marroo Seedless, Centennial
Seedless, Isabel, Italia, IAC 766, IAC 572 e IAC 313); (CN) controle negativo.
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Figura 3- Géis da Pré-seletiva (AFLP) utilizando as extragdes de Lodhi et al. (1994) A, e Doyle
eDoyle(1991) - B. As setas indicam a observagao da digestdo completa do DNA.
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Figura 4- Exemplo de um gel AFLP (JOE AAG/CTC; NED ACC/CAT; FAM ACT/CTG)
com DNA de 19 cultivares de videira obtidos da extragdo de Doyle e Doyle (1991).

4 CONCLUSAO

Para andlise RAPD, a melhor
metodologia de extragdo de DNA gendmico
testada em videira € a proposta por Lodhi et
al.(1994), e, para AFLP, a descrita por Doyle e
Doyle (1991).
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