
METODOLOGIAS DE EXTRAcA0 DE DNA EM VIDEIRA PARA
ANALISES RAPD E AFLP1

Ana Veruska Cruz da SILVA'

RESUMO: 0 genero Vitis é de grande importancia economica mundial e esta se tomando assunto de

diversos estudos geneticos. 0 objetivo do presente trabalho é avaliar a qualidade de DNA extraido de

folhas jovens de 19 cultivares de videira, utilizando seis metodos de extracao - 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. 0 DNA obtido foi quantificado por

espectrofotometria e sua qualidade foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a 0,8% corado corn

brometo de etidio (0,05 g/mL). Para analise 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 extracao descrita por Shilito e Saul (1988) nao, se obteve DNA em

nenhuma das cultivares, o mesmo aconteceu quando se utilizou a metologia de Line Kuo (1998) quando

as cultivares foram os porta-enxertos. Apesar das demais metodologias possibilitarem a extracao de

DNA suficiente, esses DNAs apresentaram-se degradados ou nao amplificaram, corn excecao de Lodhi

et al. (1994), para analises PCR-RAPD, e Doyle e Doyle (1991), para analises AFLP.

TERMOS PARA INDEXACAO: 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, E 10, 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

ofAFLP.

INDEX TERMS: Molecular Markers, Vitis.

1 INTRODUCAO

Sabe-se que o genoma da videira
relativamente pequeno quando comparado a
outras especies perenes, e acreditava-se que
isso poderia facilitar os estudos em genetica
molecular (LODHI et al., 1994). Porem, sua
extracdo de DNA é bastante delicada, devido
a presenca de contaminantes, como polifenois

e polissacarideos. Segundo Fang, Hammar e
Rebecca (1992), ester compostos sac)

responsaveis pela dificuldade na purificacdo
do DNA, e sua presenca resulta em amostras
viscosas e de dificil digest& de endonuclease
e amplificacao da PCR.

A obtencao de bons resultados em
analises moleculares como RAPD
(Amplificacao casualizada de DNA
polimorfico) e AFLP (Polimorfismo de
comprimento de fragmentos amplificados por

fluorescencia) é condicionada a urn DNA de
boa qualidade. As extracaes de DNA devem
produzir amostras puras, de maneira a rfao
inibir os tratamentos enzimaticos ou interferir

nos padroes de amplificacao da PCR e
migracao em gel de agarose/acrilamida.

A escolha do tecido vegetal é muito
importante para uma boa extracao. No caso de
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videira, o use de tecidos muito jovens
resultam em baixas concentraciies de DNA
(LODHI et al., 1994). Segundo Ferreira e
Grattapaglia (1995), esses criterios sac)

ainda mais importantes em especies que
produzam grandes quantidades de
metabolitos secundarios que, em geral,
interferem na extra& de DNA.

Uma diferenca basica entre as
metodologias existentes é a composicao do
tampao de extracdo que, normalmente,
integra urn agente tamponante para
estabilizar o pH em tomo de 8; urn sal para
dissociar as proteinas do DNA; urn
detergente para solubilizar as membranas e
auxiliar na inativacao de algumas enzimas;
e um inibidor de DNAses para proteger o
DNA (BERED, 1998).

Atualmente, existem diversas
metodologias para extra& de DNA de
plantas, sendo que suas modificacties
objetivam, na maioria das vezes, resolver
problemas especificos para cada especie em

estudo. No caso especifico da videira, a
metodologia descrita por Lodhi et al.

(1994), utiliza NaC1 e PVP
(polivinilpirrolidona) para remover
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polissacarideos e polifenois,
respectivamente.

0 objetivo do presente trabalho é
avaliar seis metodologias de extracao de DNA

genomico em 19 cultivares de videira,
visando a obtencao de DNA para realizacao
de analises RAPD e AFLP.

2 MATERIAL E METODOS

0 material vegetal utilizado (folhas)
foi obtido na Embrapa Semi-drido, localizada
em Petrolina, (PE). 0 experimento foi
realizado no Laboratorio de
Micropropagacao e Biologia Molecular,
pertencente ao Departamento de Producao
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 Lavalle, Niagara
Rosada, Venus, Marron 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 e Boursiquot (1997) e Lin e Kuo
(1998). A quantidade de DNA obtida nas seis
metodologias de extra* foi determinada em
espectrofotometro, medindo a absorbancia
nos comprimentos de onda 260nm e 280nm,
utilizando a relacao 1DO = 50 ng/ de DNA
(MANIATIS; FRITSCH;
SAMBROOK,1982). Apos a quantificacao,
foi preparada uma solucao de trabalho de 500,

onde o DNA foi diluido em agua milli Q
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filtrada para a padronizacdo da
concentracdo do DNA de cada amostra
individual para 20 ng. 0 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 solucao de 0,05 g/mL de brometo de
etidio.

Para verificar o efeito da
metodologia de extracao 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, E 10

e J5) e um iniciador da University of British

Columbia (UBC 301).

Cada rend° de PCR foi realizada em
tubo previamente esteril, contendo: 5Ong de
DNA, tampao de PCR (GIBCO-BRL) 1X,
MgC12 1,5 mM, dNTP 0,2 mM, 1,0 U Taq
DNA polimerase (GIBCO), 30 ng/L de
iniciador, agua 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, fmalmente,
um ciclo de 72°C por 5 minutos.
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As amostras amplificadas foram
submetidas a eletroforese (100V por
1h3Omin.) em gel de agarose 1,5% ,

dissolvidas em solucao contendo 89 mM
acido borico; 89 mM Tris; 2,5 mM EDTA,
contendo brometo de etidio (0,05 g/mL) e
agua milli-Q filtrada. Como padrao de peso
molecular foi utilizado ladder de lkb
(GIBCO-BRL). A visualizacao dos resultados

foi realizada em equipamento de
fotodocumentacao (Gel Doc 1000 Bio Rad).

Para analise AFLP, empregou-se o
"AFLP Plant Mapping" (PE Applied
Biosystems). 0 DNA genomico foi digerido
utilizando-se a seguinte reacao: 500 ng DNA,
1,25 L de tampao React 1 (Gbco BRL) (500
mM Tris-HC1pH 8,0, 100 mM MgC12), 5U de

Eco RI, 1U de Mse I, agua milli-Q qsp 10 L. A

reacao foi incubada por 12 horas a 37°C e, 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 tampao 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 e 3,67 L da
reacao de digestao. A ligacao ocorreu por duas

horas a 20°C, e, entao, foi diluida 8,5 vezes.
Procedeu-se a amplificacao pre-seletiva dos
fragmentos, corn reaciies de 20 L. Utilizaram-
se 3 L do produto da ligacao diluido, 15 de

Core Mix (ILApplied Biosystems), 1 L do
iniciador para o adaptador Eco RI (1 M) e 1 L
do iniciador para o adaptador Mse I (5 M). As
condicoes de amplificacao consistiram de 30
ciclos de 94°C por 30segundos, 56°C por 1
minuto e 72°C por 1 minuto. Apos verificacao

da rend() pre- seletiva em gel de agarose, os
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produtos da amplificacao pre-seletiva
foram diluidos 10 vezes e utilizados para a
amplificacao seletiva, cuja rend() foi
semelhante a anterior; entretanto,
utilizaram-se iniciadores de mesmas
seqiiencias que os empregados
anteriormente, porem, corn adicao de 3
bases na extremidade 3' e corn marcacao
fluorescente. A amplificacao foi realizada
corn 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 e 72°C por 2 minutos e

uma etapa final de 60°C por 30 minutos. A
eletroforese das amostras foi realizada em
sequenciadorABl 377 (Perkin-Elmer) por 3
horas. As combinaceies de iniciadores
testadas foram: ACC/CTC; ACC/CTT;
ACC/CAT; ACC/CTA; AAG/CTC;
ACT/CTC; ACT/CTA; ACT/CTG e
AGG/CTT.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela quantificacao por meio de
espectrofotometria, verificou-se que os
metodos de extracao resultaram em
concentracoes de DNA consideraveis, isto
é, de media a alta (Tabela 1). A excecao do
metodo descrito por Shillito e Saul (1988),
que nao possibilitou leitura, as
concentraciies em mg/ µL de DNA dos
outros metodos testados variaram entre 34,1

para 'Niagara Rosada' (SAGHAI -
MAROOF; SOLEMAN; ALLARD, 1984)
a 2611 mg/ 111, para cv. Christman Rose
(LIN; KUO, 1998).
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Tabela 1 - Concentracao de DNA extraido de folhas de Vitis spp. em mg/ 1.1,L obtida pelos
metodos de Lin e Kuo (1997) - LK; Saghai-Marrof, Soleman e Allard (1984) - SM; This,
Cuisset e Boursiquot (1997); Doyle e Doyle (1991) DD e Lodhi et al. (1994). FCAV/UNESP,
Jaboticabal, 2002.

Cultivar LK SM This DD Lodhi

mg /1.4L 260/280 mg/pi 260/280 mg/piL 260/280 mg/µ.L 260/280 nigijuL 260/280

Sultanina 1206,4 1,27 113,6 1,34 179,2 1,30 337,4 1,55 517,9 1,82
Patricia 1780,3 1,25 105,4 1,29 201,7 1,28 211,6 1,57 243,9 1,37
Beauty 1142.9 1,21 157,5 1,24 71,0 1,23 410,9 1,70 252,6 1,70
D.Maria 1614,7 1,15 87,4 1,24 32,0 1,11 80,4 1,21 330,6 1,45
Perlette 1841,4 1,23 100,8 1,25 111,8 1,19 393,7 1,70 605,5 1,52
Benitaka 878,8 1,20 169,6 1,33 155,9 1,18 110,1 1,46 165,2 1,45
Superior 1465,5 1,27 109,8 1,28 87,0 1,26 115,2 1,72 247,1 1,73

Christmas 2611,1 1,22 108,3 1,35 171,4 1,35 169,3 1,52 195,9 1,60
Rose
Catalunia 2104,2 1,21 92,9 1,29 192,0 1,30 77,4 1,28 512,6 1,78
Alphonse 1778,5 1,20 126,3 1,31 172,6 1,25 99,2 1,54 481,0 1,67
Lavalle
Niagara 1330,7 1,23 34,1 1,22 102,9 1,22 141,3 1,68 1.307 1,64

Rosada
Venus 1328,6 1,26 276,8 1,56 114,7 1,18 98,8 1,40 311,9 1,49
Marroo 1137,9 1,28 102,5 1,28 89,1 1,32 173,6 1,43 372,8 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 73,8 1,31 178,9 1,22 949,3 1,84 611,4 1,61
Italia 1286,9 1,18 162,1 1,30 178,9 1,22 181,3 1,86 756,6 1,71

IAC 766 ** ** 157,2 1,27 125,5 1,28 246,5 1,50 327,0 1,48
IAC 572 ** ** 118,9 1,23 102,5 1,27 163,9 1,58 752,0 1,77
IAC 313 ** ** 146,8 1,28 119,2 1,24 78,1 1,40 514,0 1,81

* 260/280 relacao DNA/proteina
** sem leitura

A metodologia de Lin e Kuo (1998),
tambem conhecida como DNAzol,
apresentou as maiores concentraceies de
DNA, entretanto a relacao 260/280 foi muito
baixa e variou de 1,18 a 1,30, uma vez em que
se considera ideal uma relacao superior a 1,7
(SAMBROOK; MANIATIS; FRITSCH,
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1989). Houve, inclusive, algumas amostras
nas quais a leitura nao foi possivel como em
'IAC 313', 'IAC 766' e 'IAC 572', indicando
uma ma qualidade do DNA. Em
abacaxizeiro, Gottardi (2001) utilizou essa
metodologia com sucesso, obtendo DNA de
qualidade, que possibilitou analises RAPD
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para avaliar plantas matrizes da cv. Smooth
Cayenne. Esta metodologia é a mais rapida de
ser executada, alem de apresentar outras
vantagens como a ausencia de compostos
volateis e toxicos, como o 2 mercaptoetanol.

Quanto a metodologia de Saghai-
Maroof, Soleman e Allard (1984), a
concentracao de DNA obtida variou de 34,1
mg/µ.L em 'Niagara Rosada' a 276,8 mg/RL em

'Venus', e a relacao 260/280 variou de 1,23 a
1,58. Essa metodologia tem sido amplamente
utilizada em outras especies, como citros
(SILVA; MACHADO; LEMOS, 2004),
mama° (SANTOS et al., 2003) e maracuja
(AUKAR; LEMOS; OLIVEIRA, 2003);
porem, no caso da videira nao foi possivel a
obtencao de DNA de qualidade.

Alguns trabalhos realizados corn
videira citam a extracao de This, Cuisset e
Boursiquot (1997) como padrao
(LAHOGUE;THIS;BOUQUET, 1998; THIS
et al., 2000; NARVAEZ et al., 2000). No
presente estudo, as concentraceies de DNA
variaram de 71mg/ RI, em Beauty Seedless a
202,5 mg/ [I,L em Redglobe, corn relacao
variando de 1,18 a 1,35.

Apesar de todas as metodologias
possibilitarem a extracao de DNA suficiente
(com excecao de Lin e Kuo (1988), esses
DNAs apresentaram-se degradados ou nao
amplificaram.

Utilizando as cultivares e os
iniciadores testados no presente trabalho, e
tendo como base a quantificacao do DNA, as
melhores metodologias para extracao de
DNA da videira foram as descritas por Doyle
e Doyle (1991) e Lodhi et al. (1994).
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Pela extracao de Doyle e Doyle
(1991) obteveram-se concentraceies mais
expressivas de DNA, variando de 78,1
mg/ µL para o porta-enxerto IAC 313 a
949,3 mg/pL para cultivar de mesa Isabel, e

uma relacao 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) e na verdade uma modificacao de
Doyle e Doyle (1991). A esta foram
acrescentados NaC1 objetivando a remocao

de polissacarideos (FANG; HAMMAR;
REBECCA,1992), e PVP, para eliminar os
polifenois, que sao problemas especificos
encontrados na extracao de DNA de videira.

O hidrogenio complexo do PVP liga-se aos
compostos fenolicos que podem, assim, ser
separados por centrifugacao
(MALIYAKAL, 1992). Essa metodologia
tambem foi utilizada corn sucesso na
extracao de DNA em macs (Mallus
domestica), pera (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 concentracOes de DNA

- que variaram de 243,9 mg/ µL em Patricia
a 1,307ng/pi, em Niagara Rosada, corn uma

relacao 260/280 sendo satisfatoria, de 1,47 a
1,86.

Para confirmacao desses
resultados, foi realizada uma quantificacao
em gel de agarose 0,8%, utilizando 10111, de

cada amostra, para a visualizacao do DNA
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(presenca ou ausencia de degradacao ou
impurezas que interferem na migracao), o que
so foi possivel quando se utilizou as amostras

resultantes da extracao de Lodhi et al. (1994),
(Figura 1). 0 DNA obtido foi de boa
qualidade, pois ndo houve rastros nos gas de
quantificacao, indicando baixo nivel de
degradacdo.

Ap6s os resultados da quantificacdo e

dos testes de padronizacao de metodologia
para RAPD e AFLP, realizaram-se alguns
testes corn todas as cultivares, com diferentes
iniciadores (Figura 2).

Se por um lado a presenca de PVP foi
adequada para analises RAPD, o mesmo nalo

aconteceu para analises AFLP, onde a

metodologia de Doyle e Doyle (1991)
apresentou melhores resultados, uma vez
que so foi impossivel conseguir exit° nas
etapas de digestdo e amplificacao pre-
seletiva quando utilizaram-se as amostras
obtidas pela metodologia de Lodhi et
al. (1994) (Figura 3).

Este fato pode ter sido resultado do
use de PVP, NaC1 e/ou outras impurezas
que provocaram a digestdo parcial do DNA

na extracao de Lodhi et al.(1994), sendo que

a tecnica de AFLP e mais exigente na
integridade do DNA do que o RAPD. A
Figura 4 é urn exemplo de urn gel de AFLP

utilizando DNA de qualidade, obtidos pela
metodologia de Doyle e Doyle (1991).

FIGURAS

CN P 1 7 4 5 6
Pik

mew oft 4110

Figura 1- Padp5es de bandeamento de fragmentos de DNA amplificados por RAPD utilizando-
se o iniciador de sintese J5: (CN) controle negativo, (P) padrao de peso molecular de 1Kb, (1)
Shillito e Saul, 1988; (2) This, Cursset e Boursiquot 1997; (3) Doyle e Doyle, 1991; (4) Lodhi
et al.1994; (5) Saghai-Maroof, Soleman e Allard. 1984; (6) Line Kuo (1998).
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Figura 2- Padroes de bandeamento de fragmentos de DNA amplificados poror RAPD,
utilizando o "primer" UBC 301 para as amostras resultantes da extracao de Lodhi et al. 1994:
(P) padrao de peso molecular de 1Kb; canaletas corn os diferentes cultivares de uva (Thompson
seedless, Patricia, Beauty Seedless, Brasil, Perlette, Benitaka, Superior Seedless, Christmans
Rose, Catalunia, Alphonse Lavalle, Niagara rosada, Venus, Marroo Seedless, Centennial
Seedless, Isabel, Italia, IAC 766, IAC 572 e IAC 313); (CN) controle negativo.
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Figura 3- Geis da Pre-seletiva (AFLP) utilizando as extraceies de Lodhi et al. (1994) A, e Doyle
e Doyle (1991) - B. As setas indicam a observacao da digestao completa do DNA.
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Figura 4- Exemplo de um gel AFLP (JOE AAG/CTC; NED ACC/CAT; FAM ACT/CTG)
corn DNA de 19 cultivares de videira obtidos da extracao de Doyle e Doyle (1991).

4 CONCLUSAO

Para analise RAPD, a melhor
metodologia de extracao de DNA genomico
testada ern videira é a proposta por Lodhi et
al.(1994), e, paraAFLP, a descritapor Doyle e
Doyle (1991).
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