XXVII Congresso Brasileiro da Ciéncia das Plantas Daninhas
19 a 23 de julho de 2010 - Centro de Convengdes - Ribeirdo Preto — SP

DETERMINAGAO DE PROTOCOLO PARA EXTRAGAO DE DNA DA ESPECIE DANINHA
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Resumo

A espécie daninha Euphorbia heterophylla L. (EPHHL), conhecida popularmente como leiteira
ou amendoim-bravo é uma das espécies infestantes mais disseminadas no pais. O uso
exclusivo de herbicidas juntamente com o manejo inadequado das culturas levou a selegao de
plantas daninhas resistentes. Atualmente foram descritos biétipos de EPHHL resistentes aos
herbicidas inibidores das enzimas ALS, PROTOX e EPSPS. O uso da biotecnologia visando
elucidar os mecanismos de resisténcia vem se tornando uma técnica cada vez mais utilizada
dentro da ciéncia de plantas daninhas. O objetivo deste trabalho foi determinar protocolo de
extragcdo de DNA da espécie daninha EPHHL. Ressalta-se que por ser uma planta leitosa a
extracdo de DNA se torna dificultada em fungédo da contaminag&o por compostos polifendlicos.
Foram avaliados diferentes protocolos: adaptado de Murray & Thompson (1980); Doyle & Doyle
(1991) e adaptado de Haberer et al. (1996). Os resultados indicaram a necessidade de
congelamento do material vegetal, em nitrogénio liquido, imediatamente ap6s a coleta das
folhas. Melhores resultados em relagdo a quantidade e qualidade de DNA extraido foram
obtidos quando a extragao realizou-se a partir de folhas mais jovens. O protocolo adaptado de
Murray & Thompson (1980) mostrou ser o Unico a nao apresentar nenhuma contaminagao nas
amostras testadas. Os demais protocolos, apesar de serem mais expeditos, ndo foram
satisfatorios. O pior resultado foi obtido com protocolo adaptado de Haberer et al. (1996).
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Abstract

Euphorbia heterophylla L. (EPHHL), popularly known as wild poinsettia, is one of the most
troublesome weed species in crops and it is widely disseminated in Brazil. The continuous use
of herbicides and the wrong crop management led to the selection of resistance weeds.
Currently, it has been described EPHHL resistant biotypes to inhibitors of ALS, PROTOX and
EPSPS enzymes. The use of biotechnology to elucidate the mechanism of resistance has
become a tool increasingly used in weed science. The objective of this work was to determine
the protocol for DNA extraction in weed EPHHL. It is emphasized that because of the latex, the
DNA extraction becomes difficult due to the contamination by polyphenol compounds. It was
tested different protocols: adapted from Murray & Thompson (1980), Doyle & Doyle (1991) and
Haberer et al. (1996). The results indicated the need to freeze the plant material in liquid
nitrogen immediately after harvesting the leaves. Better results for the quantity and quality of
extracted DNA were attained when the extraction was performed with young leaves. The
protocol adapted from Murray & Thompson (1980) proved to be the only one that did not
present any contamination in the samples tested. The other protocols, although quickier, were
not satisfactory. The worst result was obtained with a protocol adapted from Haberer et al.
(1996).
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Introdugao

Euphorbia heterophylla L. (EPHHL) esta amplamente distribuida na regido Centro-Sul
do Brasil, infestando diversas culturas de interesse econdmico. E uma planta de ciclo anual e
com rapido crescimento e produgcdo de grande numero de sementes, sendo altamente
competitiva com as culturas agricolas (Kissmann & Groth, 1999).

O uso exclusivo de herbicidas juntamente com o manejo inadequado das culturas
selecionou plantas daninhas resistentes. Atualmente estdo descritos bidtipos de EPHHL
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resistentes aos herbicidas inibidores das enzimas ALS, PROTOX, EPSPS e com resisténcia
multipla a estes herbicidas (Trezzi et al., 2005; Vidal et al., 2007).

Plantas daninhas apresentam resisténcia aos herbicidas através de diferentes
mecanismos: absorg¢ao reduzida do produto, translocagédo reduzida ou compartimentalizagéo
do produto, metabolizagcdo acentuada, local de agéo alterado, superexpresséo de proteinas
ligadas a enzima alvo (Powles & Shaner, 2001) e multicopias da enzima alvo
(Gaines et al., 2010).

O uso da biotecnologia visando elucidar os mecanismos de resisténcia vem se
tornando uma técnica cada vez mais utilizada dentro da ciéncia de plantas daninhas.
Recentemente, em Bidens subalternans DC foi elucidado o mecanismo de resisténcia aos
herbicidas inibidores da ALS por intermédio do uso destas tecnologias (Lamego et al., 2009).

O isolamento de DNA de plantas € uma etapa importante na analise da estrutura e
organizagao do genoma de plantas. Preparacdes de DNA vegetal sdo, comumente, utilizadas
como substratos em reagbes de PCR, estudos filogenéticos ou no desenvolvimento de
marcadores moleculares. Independente do tipo de estudo molecular, as prepara¢gdes de DNA
devem produzir amostras puras suficientes para nao causar interferéncias. Na espécie EPHHL
a producao de latex é considerada um problema para a extracdo de DNA de boa qualidade
devido a contaminagao por compostos polifendlicos. O objetivo deste trabalho foi determinar
protocolo de extragdo de DNA da espécie E. heterophylla L.

Material e Métodos

Plantas de EPHHL foram cultivadas no Laboratério da Flora Ruderal da Faculdade de
Agronomia da UFRGS. As coletas ocorreram no estadio inicial do desenvolvimento das
plantas, com quatro folhas expandidas. Foram coletadas de trés a cinco folhas jovens. Duas
formas de coleta foram testadas. Na primeira, o material vegetal foi coletado em tubos
ependorfes de 2,0 ml sendo imediatamente congelado e acondicionado em nitrogénio liquido.
No segundo tipo, as amostras foram coletadas em tubos ependorfes de 2,0 ml e imediatamente
acondicionadas em gelo.

A condugdo dos procedimentos de extracdo de DNA foi realizada no Laboratério de
Biotecnologia do Departamento de Plantas de Lavoura da UFRGS. Em todos os protocolos as
amostras coletadas foram maceradas em nitrogénio liquido diretamente nos tubos ependorfes
de 2,0 ml. Apés a maceragao seguiram-se os procedimentos de acordo com cada tipo de
protocolo utilizado (Tabela 1). No total foram testados trés diferentes protocolos: adaptado de
Murray & Thompson (1980); de Doyle & Doyle (1991) e de Haberer et al. (1996).

A quantificacdo das amostras de DNA foi realizada através de leitura
espectrofotométrica, medindo a absorbancia da solugdo no comprimento de onda de 260 nm. A
concentragdo de DNA da amostra sera dada pela seguinte formula:

[DNA] = 50 mg/ml x D x A260;

onde: D é o fator de diluicdo usado para fazer a leitura espectrofotométrica e A260 ¢é a leitura
obtida no comprimento de onda de 260 nm. O fator de diluicdo usado foi 100. A concentragéo
de DNA dada em mg/ml equivale a concentragdo em ng/ul. Outra forma atribuida de
quantificacdo e qualificagcdo das amostras de DNA foi realizada por meio de gel de agarose
concentrado a 1%, através da comparagcéo com padrées de DNAs lambda.

A qualidade de DNA extraido das amostras foi aferida de acordo com a razao medida
pelo espectrofotdmetro entre DNA e proteina. Outros pardmetros qualitativos foram analisados
como: amostra de DNA (pelet) marrom ou muito escuro; amostra de DNA com aspecto
gelatinoso e excessivamente viscoso; DNA apresenta arraste vertical no gel de quantificagao;
DNA apresenta forma cénica no gel, em direcdo ao pdlo positivo; apds a corrida, muito DNA
retido no pogo do gel; DNA no gel apresenta contaminagdo com RNA.
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Tabela 1. Diferencas entre etapas dos protocolos de extragdo utilizados para extragdo de DNA
de EPHHL. Porto Alegre, 2009.

ETAPAS

Protocolos adaptados de

Murray & Thompson (1980)

Doyle & Doyle (1991)

Haberer et al. (1996)

Rompimento de
paredes celulares

Maceragéo com N liquido em
ependorfe de 2,0 ml com auxilio
de bastdo de aluminio.

Idem anterior

Idem anterior

Rompimento de
membranas
celulares e
exposigao do
conteudo celular

Tampao de extragdo (50 ml):
1M Tris pH 8,0

0,5 M EDTA

5 M NaCl

2 % CTAB

H,O para completar

Tampao de extragdo (50 ml):
1 M Tris pH 8,0

0,5 M EDTA

5 M NaCl

2 % CTAB

1% PVP

H,0 para completar

Tampao de extragao (50 ml):
1M Tris pH 8,0

0,5 M EDTA

5 M NaCl

1% CTAB

H,0 para completar

Digestao de
proteinas

Incubar o tecido macerado a
65°C por uma hora mexendo de
20 em 20 minutos em 620 pl da
solugao tampao + 1,56 ul de
proteinase K + 69 pl SDS 20 %.
Ap6s, esfriar por 5 minutos na
bancada e adicionar 315 pl de
fenol e imediatamente 315 pl de
cloroférmio-alcool isoamilico
(24:1). Inverter até formar
emulsdo. Centrifugar 5 minutos
para separagao de fases.
Remover o maximo de
sobrenadante possivel para novo
tubo.

Incubar o tecido macerado a
65°C por 90 minutos mexendo de
eventualmente em 650 pl da
solugédo tampéo + 0,1 mg/ml de
proteinase K + 13 pl de 2-
Bmercaptoetanol (2 %) . Apos,
esfriar por 5 minutos na bancada
e adicionar 650 ul de cloroférmio-
alcool isoamilico (24:1). Inverter
até formar emulsdo. Centrifugar
10 minutos para separagéo de
fases. Remover o maximo de
sobrenadante possivel para novo
tubo.

Incubar o tecido macerado a
65°C por 30 minutos mexendo
de 10 em 10 minutos em

650 pl da solugéo tampéo.
Apbs, esfriar por 5 minutos na
bancada e adicionar 550 pl de
cloroférmio-alcool isoamilico
(24:1). Mexer por 5 minutos.
Centrifugar por 5 minutos.
Transferir o maximo de
sobrenadante para um novo
tubo.

Precipitagéo do
DNA

Adicionar 2/3 do volume da
amostra de isopropanol gelado e
mexer vagarosamente (nesta
etapa é possivel visualizar uma
nuvem de DNA). Centrifugar por
seis minutos para peletizar o
DNA.

Adicionar igual volume da
amostra de isopropanol gelado e
mexer vagarosamente (nesta
etapa é possivel visualizar uma
nuvem de DNA). Levar no freezer
no minimo 2 horas até 24 horas.

Lavagem do DNA

Lave o pelet com 500 pl de etanol
70 % gelado. Centrifugar por trés
minutos. Desprezar o
sobrenadante e secar o DNA
(37°C por 2 horas).

Centrifugar 10 minutos para
formacao do pelet. Descartar.
Secar. Lavar com 500 pl de
solugéo de lavagem (76 % etanol
+ 10 mM de acetato de amonia)
durante 20 minutos. Centrifugar.
Descartar. Secar. Adicionar 100
yl de TE 0,1X.

Degradagédo RNA

Adicionar 50 pl de TE 0,1X com
RNAse. Incubar em banho maria
por 30 minutos a 37°C.

Precipitar o DNA com 50 pl de
acetato de aménia (7,5M)e
375 pl de etanol. Centrifugar 15
minutos. Descartar. Secar.
Resuspender com 10 yg/ml TE
RNAse. Incubar em banho maria
por 30 minutos a 37°C.

As etapas de precipitagao,
lavagem do DNA e
degradacao de RNA séo
diferentes dos protocolos
anteriores. Estes seguem os
seguintes passos: Apos a
transferéncia do sobrenadante
para novo tubo, adicionar 17%
do volume de sobrenadante
em RNAse (10mg/mL).
Incubar por 60min a 37°C.
Precipitar o DNA adicionando
67% do volume do
sobrenadante de isopropanol,
mexendo levemente. Possivel
colocar na geladeira durante a
noite, ou freezer por 15
minutos. 13.

Centrifugar por 30 minutos.
Lavar o pelet com 500 ul de
etanol 70 %.

Re-precipitacao
DNA

Precipite o DNA com 5 pl acetato
de sédio (3 M) e 100 pl de etanol
95 %, ambos gelados. Manter a
-20°C por 10 minutos.

Manter em camara fria por 24
horas no minimo.

Secar pelet até desaparecer
odor de alcool.

Preparo da solugéo
estoque

Centrifugar por 5 minutos.
Descartar cuidando para ndo
perder o pelet. Lavar novamente
com 300 pl de etanol 70 %.
Descarte e seque bem o pelet até
desaparecer odor de alcool. Re-
suspender com 50 pl de TE 0,1X.

Manter em camara fria por 24
horas no minimo.

Re-suspender o DNA em 30
uLde TEpH 80, 1x ou em
agua mili Q.
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Resultados e discussao

A primeira etapa de extragdo envolve a forma como o tecido foi coletado bem como o
tipo de material. Nesta etapa as paredes celulares devem ser rompidas com o objetivo de
liberar os constituintes celulares. Melhores resultados em relagdo a quantidade e qualidade de
DNA extraido foram obtidos quando a extragao realizou-se a partir de folhas mais jovens. A
maceragdo em pequena escala utilizando um bastdo de aluminio e um tubo ependorfe,
mostrou ser mais eficiente quando o material coletado foi imediatamente congelado. Nas
amostras mantidas no gelo ocorreu degradacdo do DNA que pode ser observada pelo pelet
com a coloragdo marrom (Figura 1). Por ser uma espécie que produz um latex, especula-se
que o tempo em que as plantas ficam descongeladas, embora mantidas em gelo, seja
suficiente para contaminar o DNA com compostos polifendicos. Para solucionar este problema
deve-se congelar as plantas imediatamente em N, liquido ap6s a coleta ou adicionar PVP e/ou
BSA no tamp&o de extragdo, a concentracdo de 1 a 2%. Aumento da concentragdo de
B-mercaptoetanol para até 5% também ajudam a solucionar problemas associados aos
compostos polifendlicos.

Figura 1. Tubos ependorfes de 1,5 ml mostrando pelet de DNA com contaminagao por
polifendis. A) DNA de EPHHL extraido a partir de amostras imediatamente
congeladas apos coleta; B) DNA de EPHHL extraido a partir de amostras mantidas
em gelo apos coleta.

O protocolo adaptado de Murray & Thompson (1980) mostrou ser o uUnico a nao
apresentar nenhum tipo de problema de contaminagdo nas amostras testadas e a quantidade
de DNA extraida também foi superior aos demais protocolos (Tabela 2).

Tabela 2. Quantificagdo das amostras de DNA extraidas de EPHHL, principais problemas
encontrados e possiveis solugdes. Porto Alegre, 2009.

Protocolo Amostras Concentragéao (ng/pl) Principais problemas Possiveis solugdes
1 3650
mz;;?;fn 2 5013 Nao foram observados problemas com a utilizagédo deste
(1980) 3 2660 protocolo.
4 5108

Verificar o pH do tampéo
de extragéo.

1 633 Este deve estar por volta
de 8,0. Seo
pH estiver por volta de 7,0
facilitara a

2 2272 acao de DNAses.

Arraste vertical no gel e Mistura das fases aquosa e
Doyle & Doyle retengédo do DNA no poco de A
(1991) do gel cloroférmio menos

3 1134 ' vigorosamente. DNA retido
no pogo pode ser
solucionado com
purificagdo da amostra em
gradiente

4 2329 de CsCl ou por
precipitacdo com
acetato de amdnio.

1 0

2 63 . .

Haberer (1996) 3 10 Pouco DNA extraido. Utilizar fenol.
4 0
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No protocolo Doyle & Doyle (1991) os problemas observados foram principalmente
amostras com arraste vertical no gel e retengdo do DNA no pogo do gel. O arraste vertical no
gel pode ser porque o DNA foi degradado por DNAses ou ocorreu quebra mecénica durante a
extragdo com o cloroféormio. A causa da retencdo no pogo pode ser explicada pela
contaminagdo das amostras com polissacarideos. O pior resultado foi obtido com protocolo
adaptado de Haberer ef al. (1996) e especula-se que o0 motivo seja a nao utilizacdo de fenol.
Deste modo, conclui-se que para a extragcdo de DNA da espécie EPHHL o protocolo de
extracdo recomendado é o adaptado de Murray & Thompson (1980).
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