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1. INTRODUGCAO

O morango (Fragaria X ananassa) € um pseudofruto de clima temperado,
que tem efeitos positivos a saude (GIAMPIERI et al., 2015) devido aos seus
compostos antioxidantes, anti-inflamatérios, entre outros. Além das caracteristicas
sensoriais, 0 morango é de relevante valor econémico e, por isso, 0s estresses
bidticos e abidticos que atingem o morangueiro sdo amplamente estudados.

O Botrytis cinerea € um fungo filamentoso fitopatogénico do género
Botryotinia (GARFINKEL, 2021), sendo um dos estresses bidticos que atingem o
morangueiro. As infecgbes causadas pelo fungo podem causar perdas pré e pos-
colheita, e devido a isso, s&o desenvolvidos métodos de controle como agentes
bioldgicos e fungicidas, para os quais o fungo ja apresenta formas de resisténcia
(LEROUX et al., 2002).

Considerado o segundo fungo patogénico de plantas de maior importancia
cientifica e econdmica (DEAN et al., 2012), o Botrytis apresenta algumas formas
de infeccdo como a excregao de proteinas que degradam a parede celular e
pequenas moléculas de RNA, as quais atuam como efetores de supressdo do
sistema imune do hospedeiro (WEIBERG et al., 2013). Esses RNAs sao
chamados RNAs de interferéncia, e se apresentam tanto no modo de infeccédo do
fungo, quanto na resposta de defesa da planta (WANG et al., 2016).

Para que sejam desenvolvidas técnicas de controle biolégico do Botrytis,
como aquelas baseadas em RNAI, é necessario primeiramente a obtencdo de
DNA de qualidade, para posteriormente amplificar regides de interesse através da
técnica de PCR (reagcdo em cadeia da polimerase). Para tais fins, o presente
trabalho baseou-se no protocolo de extragdo de DNA a base de CTAB (brometo
de cetiltrimetilamdnio), descrito por Doyle e Doyle (1990) para o isolamento de
DNA de plantas.

Sabendo da necessidade de otimizagédo das extragdes de DNA (SCHENK
et al., 2023), pretende-se padronizar o protocolo de isolamento de DNA de
Botrytis, visando a minimizagdo de degradacgéo e perda do material genético, bem
como um material de alta qualidade e concentragcdo. Assim, o método CTAB
modificado para RNA (MESSIAS et al., 2014) foi utilizado como referéncia devido
a sua utilizacao na rotina do laboratério.

2. METODOLOGIA

2.1 Coleta de amostras e propagacgao de Bofrytis em placas

As amostras de Botrytis cinerea foram isoladas a partir de morangos
infectados, coletados diretamente do produtor. A inoculagdo do fungo foi feita
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através de propagacdo em placas contendo meio BDA (Batata Dextrose Agar),
cultivados por 14 dias. Foram feitas 24 placas, divididas em 4 grupos com 3
repeticdes.

2.2 Extracao de DNA CTAB

Foram utilizados 200 mg de tecido fungico macerados com nitrogénio
liquido e entdo divididos em dois tubos de 2 mL. Em seguida, adicionamos 1 mL
de um tampéao de extracdo CTAB (100 mM Tris-HCI pH 8,0, 2% CTAB, 2 M de
NaCl, 25 mM de EDTA) homogeneizando a amostra. Foram adicionados 3% (v/v)
de B-mercaptoetanol. As amostras foram incubadas a 65 °C por 30 minutos,
agitando-os a cada 15 minutos. Apds, foram adicionados 500 pL de
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), e entdo agitados por 10 minutos. Os tubos
foram centrifugados a 16.500 x g por 10 minutos, e apos o sobrenadante foi
colocado em um novo tubo. Adicionou-se novamente cloroférmio:alcool isoamilico
(24:1), repetindo a centrifugagao.

A fase aquosa foi transferida para um novo tubo, adicionando 1x o volume
de isopropanol gelado, e entdo os tubos foram incubados a -60 °C por 10
minutos. Depois da incubagdo, os tubos foram centrifugados, e descartado o
sobrenadante. O DNA foi lavado com etanol 80% e centrifugado duas vezes a
16.500 x g por 2 minutos. Por fim, o DNA foi ressuspendido em 100 pyL de agua
Milli-Q estéril e os tubos foram armazenados a -20 °C.

2.3 Quantificagcao de DNA

Para averiguar a qualidade do DNA extraido, foram feitas as analises de
quantificacdo em espectrofotbmetro NanoVue™ Plus, e a integridade em
eletroforese em gel de agarose 0,8%, utilizando o marcador de peso molecular
1Kb Kasvi e corado com brometo de etidio.

2. RESULTADOS E DISCUSSAO

O método CTAB é largamente utilizado tanto no isolamento de DNA
(SILVA, 2010) como de RNA (MESSIAS et al., 2014) em amostras vegetais, além
de ser utilizado para isolamento de DNA de amostras fungicas (WATANABE et
al., 2010), e por isso foi avaliada sua eficacia no presente estudo.

Para tanto, inicialmente foram obtidas as amostras de Botrytis cinerea.
Como observado na figura 1, apenas duas das 24 placas mostraram padrao de
crescimento e cor da col6nia caracteristicos, que coincidem com os trabalhos de
Botrytis presentes na literatura (KUMARI et al., 2014; WANG et al., 2022), e por

isso foram selecionadas para o isolamento de DNA.
Figura 1. Crescimento micelial caracteristico de Botrytis cinerea, placa A
(esquerda) e placa B (direita).



M ‘ 98 SEMANA

INTEGRADA XXXII CIC — CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA
l ‘ UFPEL 2023

A tabela 1 expbe os resultados obtidos a partir da analise quantitativa com
espectrofotometria, onde as amostras, em geral, ttm concentragcbes de DNA
adequadas, porém a qualidade das amostras tem uma variagao significativa.

Ao analisarmos as amostras individualmente, podemos ver que a amostra A1
obteve concentragcdo inferior as demais amostras. Ja ao analisar a razao
A260/A280, usada para avaliar a pureza dos &cidos nucleicos em relagédo a
contaminagao por proteinas, esta amostra obteve o valor de 2,13, sugerindo um
DNA relativamente puro. Enquanto isso, a razao A2so/A230, que € uma medida
secundaria para a pureza de acidos nucleicos, foi de 2,39, sugerindo entado que a
amostra ndo tem contaminacgao significativa de outros compostos.

E possivel observar o mesmo padr&o ao analisarmos as razées das amostras
A2 e B1, sendo que estas apresentaram valores maiores de concentragdo. Dentre
todas as amostras, a amostra B2 obteve a maior concentragédo, entretanto,
apresentou a menor razdo Azeo/A230, indicando ainda uma qualidade adequada,
porém inferior as demais amostras.

Tabela 1 — Concentragao de DNA e pureza das amostras (razao A2so/Az2s0 €
A260/A230) obtidas a partir da extracdo de DNA CTAB.

Amostra Concentracao de DNA Razao Razao (A2s0/A230)
(ng/uL) (Az60/A280)
A1 115,0 2,13 2,39
A2 280,0 2,08 2,34
B1 211,0 2,12 2,36
B2 323,5 2,06 1,80

Fonte: elaborado pelo autor (2023).

Ao analisar a integridade do DNA extraido, na figura 2 podemos visualizar
bandas visivelmente grandes, padrao esperado para DNA gendmico. No entanto,
ha um arraste significativo que indica degradagdo do material gendmico, além da
presenca de RNA, indicado na figura 2.

Sendo assim, apesar da obtencido de boas concentragcdes e baixo nivel de
contaminacgao indicados pela quantificacdo em espectrofotometria, o método nao
garantiu a total integridade do DNA, e devido a presenca de RNA, as amostras
poderdo ser submetidas a tratamento com RNase para verificar de fato a
qualidade das amostras.

Embora o método de extragcdo de DNA utilizado neste trabalho seja
eficiente nas rotinas de laboratério para tecidos de plantas, para que apresente
melhores resultados na extragcdo de DNA de Botrytis € possivel otimizar alguns
passos, como por exemplo, o uso de SDS (dodecilbenzeno sulfonato de sédio) na
lise celular ou a precipitacdo com isopropanol e etanol (WATANABE et al., 2010).
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Figura 2 — Eletroforese em gel de agarose 0,8% das amostras obtidas a partir da
extragdo de DNA utilizando o método CTAB, indicando a presenga de RNA. M-
Marcador de peso molecular, A1, A2, B1 e B2.

4. CONCLUSOES

O método foi eficiente na extragdo do DNA do fungo Botrytis cinerea,
porém para que se estabelega como padrdo, o protocolo deve sofrer pequenas
alteragbes que garantam maior integridade ao produto da extracéo.
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