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Estudo de caracterizagdo molecular e de diversidade genética com base em marcadores
moleculares requer DNA de qualidade, livre de contaminantes como fendis e polissacarideos, e
também em quantidade suficiente para realizacdo de reagbes em cadeia da polimerase (PCR).
Os protocolos de extracdo de DNA vegetal sdo, em sua maioria, baseados no método CTAB
(Brometo de Cetiltrimetilaménio), contudo devido as particularidades de cada planta, séo
necessarios ajustes quanto aos reagentes utilizados e a quantidade dos mesmos. Diante do
exposto, este estudo teve por objetivo avaliar diferentes concentragdes de CTAB e de -
mercaptoetanol no protocolo de extragdo de DNA de Solenidium lunatum (Lindl.) Kraenzl
(Orchidaceae), visando futuros estudos de diversidade genética com utilizagdo de marcadores
moleculares. Para o CTAB foram testadas as concentragdes 2% e 5%, enquanto que para o j3-
mercaptoetanol, foram testados 0% e 2%. Para verificar se 0 material extraido era passivel de
amplificagdo, realizam-se testes com trés primers ISSR (Inter Simple Sequence Repeats). Os
resultados indicam que todos os métodos foram eficientes na extragdo do DNA em quantidade
e qualidade necessarias para realizacdo de PCRs. Todavia, recomenda-se a utilizacdo do
protocolo CTAB 2% sem adicdo de P-mercaptoetanol, uma vez que ndo foram verificadas
diferencas significativas nos resultados de amplificagdes. A utilizacdo desse protocolo produz
material de qualidade, passivel de amplificacdo, com redugdo de custos e de riscos de
intoxicacao.
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Molecular characterization and genetic diversity studies based on molecular markers require a
quality DNA, free of contaminants such as phenols and polysaccharides, and also a sufficient
quantity to perform polymerase chain reactions (PCR). Plant DNA extraction protocols are
mostly based on the CTAB (Cetyltrimethylammonium Bromide) method, however due to the
particularities of each plant, adjustments are required regarding the reagents used and the
amount of them. The objective of this study was to evaluate different concentrations of CTAB
and B-mercaptoethanol in the DNA extraction protocol of Solenidiumlunatum (Lindl.) Kraenzl
(Orchidaceae), aiming future studies of genetic diversity using molecular markers. For the
CTAB, 2% and 5% concentrations were tested, while for p-mercaptoethanol, 0% and 2%
weretested. To verify if the extracted material was amenable to amplification, tests were
performed with three primers ISSR (Inter Simple Sequence Repeats). The results indicated that
all the methods were efficient in extracting DNA with quantity and quality required to perform
PCRs. However, it is recommended to use the 2% CTAB protocol without addition of B-
mercaptoethanol, since no significant differences in amplification results were found. The use
of this protocol produces a quality material, capable of amplification, with reduction of costs
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and risk of intoxication.
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INTRODUGAO

Solenidium lunatum (Lindl.) Schitr., é uma orquidea nativa
do Brasil com registro de ocorréncia nos estados do Para,
Ronddnia, Roraima, Goias, Mato Grosso e Maranh&o, incluidos
nos biomas Amazonico e Cerrado (BARROS et al., 2015). E
uma espécie com potencial ornamental, que, no Brasil, é
encontrada em regides de grande pressdo antropica, onde o
extrativismo indiscriminado e as demandas do agronegécio tém
promovido a substituicdo de areas de vegetacdo nativa por
pastagens e monoculturas, o que, de acordo com Laurance e
Vasconcelos (2009) e Queiroz (2009), resulta em fragmentacédo
florestal e perda de habitat, reducdo da biodiversidade e
alteracdo no tamanho e na dindmica das populagdes, entre
outros fatores.

No inicio dos anos 2000, a exploragdo de orquideas
nativas pelo mercado de plantas ornamentais tem ganhado
espaco, bem como a producdo de mudas para utilizagdo em
projetos de reflorestamento, tendo em vista que, ao oferecerem
recursos florais e abrigo, estas espécies contribuem para a
manuten¢do da fauna local (DORNELES; TREVELIN, 2011,
ENDRES JUNIOR et al., 2015).

Entretanto, no Brasil, sdo poucas as pesquisas sobre a
biodiversidade de espécies ornamentais nativas (CARINI et al.,
2014), sendo que, estudos que avaliem a diversidade genética
destas espécies contribuem tanto para projetos de
reflorestamento e manutengdo da biodiversidade quanto para a
selecdo de gendtipos de maior valor comercial, para posterior
propagac¢do e comercializacdo. Dentre os diferentes métodos de
avaliacdo da diversidade genética estdo 0s marcadores
moleculares, que ndo sdo influenciados pelo ambiente e
detectam o polimorfismo a nivel de DNA (GRIFFITHS et al.,
2013).

Os marcadores moleculares permitem a caracterizacdo da
variabilidade genética e da estrutura genética nas populagfes
(SOUZA et al., 2008), sendo, portanto essenciais na melhoria
das préticas de manejo e conservacao de espécies (ROSSI et al.,
2014). Estudo com marcadores moleculares realizados via
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), requerem DNA de
qualidade, com baixo grau de impurezas, como metabolitos
secundarios que dificultam a acdo da Tag DNA polimerase, 0
que pode ser obtido por meio de um protocolo de extragdo
adequado (OLIVEIRA et al., 2010).

De acordo com Devi et al. (2013) protocolos que utilizam
Brometo de Cetiltrimetilaménio (CTAB) resultam em DNA
total de boa qualidade e séo utilizados para diferentes espécies,
mas ndo sdo universais, sendo necessarias adequacgdes e
adaptacGes de acordo com o organismo de interesse. As
adaptacGes podem ser feitas por meio de alteracfes nas
concentragBes tanto de CTAB quanto de outras substancias
como cloroformio, B-mercaptoetanol, proteinase, acetato de
amonia, entre outros, além de ajustes nas etapas de execucédo do
protocolo, tornando a extragdo de DNA pratica, rapida e
eficiente, estabelecendo um protocolo adequado para espécie
em estudo (DANNER et al., 2011; ZORTEA et al., 2016;
SOARES et al., 2016);

Considerando a auséncia de estudos com dados
moleculares da espécie S. lunatum, faz-se necessario estabelecer

um método de obtencdo de DNA de qualidade que possa ser
utilizado em amplificages via PCR e posterior avaliacdo da
diversidade genética da espécie. Nesse contexto, este trabalho
teve como objetivo testar protocolos de extracdo de DNA
guanto a qualidade e quantidade de material obtido bem como o
potencial de amplificacdo do mesmo.

MATERIAL E METODOS

Os testes de extragdo de DNA foram realizados no
Laboratério de Genética Vegetal e Biologia Molecular do
CEPTAM (Centro de Tecnologia e Pesquisa da Amaz6nia
Meridional) na Universidade do Estado de Mato Grosso,
Campus Universitario de Alta Floresta, MT. O tecido foliar de
S. lunatum foi coletado no Orquidario Altaflorestense da
UNEMAT, campus de Alta Floresta (9°51'41.31"S;
56°4'2.30"0), sendo amostrados dois individuos, considerados
como repeticdes nos testes. Os testes de extracdo do DNA total
basearam-se no método CTAB proposto por Doyle e Doyle
(1987), com variacfes na quantidade de CTAB (2% e 5%) e de
B-mercaptoetanol (0% e 2%), conforme apresentado na Tabela
1.

Tabela 1. Testes de extracdo de DNA em Solenidium lunatum,
com base no método CTAB (Doyle; Doyle, 1987), com
modificagoes.

Repeticbes Amostra CTAB B-mercaptoetanol
1 01 2% 0%
2 02 2% 0%
1 03 2% 2%
2 04 2% 2%
1 05 5% 0%
2 06 5% 0%
1 07 5% 2%
2 08 5% 2%

O tecido foliar foi pulverizado na presenga de nitrogénio
liguido com auxilio de almofariz e pistilo de porcelana e
transferido para microtubo de 2mL, ao qual foi adicionado 800
ul de tampéo de extragdo CTAB (100 mM Tris-HCI, pH 8,0;
1,4 mM NaCl; 20 mM EDTA; CTAB (2% e 5%, conforme
tabela 1) e polivinilpirrolidona (PVP) e B-mercaptoetanol). As
amostras foram homogeneizadas por meio de agitacdo em
vortex Kasvi e incubadas em banho-maria a 65°C por 30 min,
sendo realizada inversdo manual ap6s 15 min.

As amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10 min
em microcentrifuga Nova técnica (NT 800), promovendo a
separacdo do material em duas fases, sendo o sobrenadante
(fase aquosa) transferido para microtubo de 1,5 mL onde foram
adicionados 700 ul de CIA (cloroférmio: alcool isoamilico 24:1
(v/v)). A mistura foi novamente homogeneizada em vortex e
centrifugada por 10 min a 10.000 rpm. O sobrenadante foi
transferido para um novo microtubo de 1,5 mL e precipitado em
500uL de alcool isopropilico gelado por aproximadamente trés
h a -20°C para precipitagdo do DNA.

O material foi centrifugado a 10.000 rpm por 10 min e 0
precipitado foi lavado duas vezes com alcool etilico a 70% (v/v)
e uma vez com alcool etilico a 95% (v/v), sendo que a cada
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lavagem as amostras eram centrifugadas por 3 min a 10.000
rom. Em seguida, o precipitado foi seco em temperatura
ambiente e posteriormente ressuspendido em 40ulL de TE 0,1
mM (10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA, pH 8,0) com 0,12 ul de
RNAse e incubado em banho-maria a 37 °C, por 30 min. As
amostras foram acondicionadas em geladeira, a 4°C por um
periodo de 24 hs e, posteriormente, armazenadas a -20°C.

A integridade do DNA total extraido foi verificada por
meio de eletroforese em gel de agarose a 1% corado com
brometo de etidio (10 mg mL™). A avaliacéo da eletroforese foi
realizada em transiluminador com luz UVB (Loccus
Biotecnologia® — LTB-STi) e o registro fotogréafico realizado e
editado por meio de fotodocumentador L-Pix STi (Loccus
Biotecnologia®) e software L-Pix STi Image, respectivamente.
A concentragdo do DNA extraido foi estimada por meio de
avaliacéo visual por comparagdo com marcador de DNA A (100
ng/pL), sendo o DNA extraido diluido para uma concentragdo
de 10 ng pL™® e armazenado a -20 °C para posterior
amplificagdo.

Para os testes de amplificagdo do DNA foram utilizadas
duas amostras para cada um dos testes de protocolo de extracdo
e trés primers do tipo ISSR (Inter Sequence Simple Repeats),
desenvolvidos pela University of British Columbia (UBC),
Vancouver, Canada (tabela 2).

Tabela 2. Primers ISSR testados para amplificacdo do DNA de
Solenedium lunatum. TA = temperatura de anelamento.

Nome do

primer Sequéncia 5° > 3’ TA (°C)
UBC 807 AGAGAGAGAGAGAGAGT 48
UBC 826 ACACACACACACACACG 48
UBC842 GAGAGAGAGAGAGAGAYG* 48
*Y=CouT

As reacOes de amplificacdo via reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) foram realizadas conforme Rossi et al.
(2014), com alteragdo na concentragdo das dNTPs, resultando
em um volume final de 20 pl, contendo 5,8 ul de 4gua mili-Q®,
2,0 ul de tampéo 10x (500 mM de KCI, 200 mM de Tris e 0,1%
de Tween 20), 5 mM de MgCl,, 1 pl de DMSO, 0,2 mM de
cada dNTP (dGTP, dATP, dCTP, dTTP), 0,3 uM de primer, 1
U de taq polimerase e 20 ng de DNA.

As amplificagdes foram conduzidas em termocliclador
(Aeris), utilizando protocolo proposto por Rodrigues (2010),
com adaptagBes, compreendendo uma desnaturacéo inicial a 94
°C por 1,5 min, seguida de 35 ciclos de 94 °C por 40 segundos,
48 °C por 45 segundos e 72 °C por 1,5 min, concluindo com
uma extensdo final de 72 °C por 5 min. Os produtos das
amplificagbes foram separados via eletroforese em gel de
agarose a 1,5%, em tampdo TBE 1X, sob voltagem constante de
80V em sistema de eletroforese horizontal LCH 20x25 (Loccus
Biotecnologia®). Para auxiliar a analise dos fragmentos
amplificados (bandas), utilizou-se o marcador Kapa Universal
DNA Ladder (KK6302). Apds a eletroforese o gel foi corado
em solugdo de brometo de etidio (0,6 pg mL™), por 20 min e,
posteriormente, visualizado, fotografado e editado em
transiluminador com luz UVB LTB-20x20  STi,
fotodocumentador e software L-Pix STi, respectivamente
(Loccus Biotecnologia®).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise da Figura 1 possibilita inferir que as
concentracdes de CTAB e de -mercaptoetanol foram eficientes
na extracdo do DNA de S. lunatum, sendo portanto, Gteis em
trabalhos que visem acessar o DNA da espécie.

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 1%. DNA gendmico extraido de Solenidium lunatum com duas concentragdes de CTAB
(2% e 5%) e de B-mercaptoetanol (0% e 5%). M = marcador 100 ng DNA A.

CTAB 2% CTAB 5%
[ A [ A
0% B-met 2% B-met 0% B-met 2% B-met
SRR A RSSO

2 

CTAB

e/ou de PB-
mercaptoetanol sdo comumente testadas em protocolos de
extracdo de DNA de plantas, no intuito de obter maior
eficiéncia no rompimento das membranas plasméticas e no
isolamento do DNA e/ou na desnaturacdo de proteinas e
também inibir a acdo de agentes antioxidantes, respectivamente

Diferentes concentragdes de

(SOARES et al, 2016; SILVA, 2010; ROMANO;
BRASILEIRO, 1999). De acordo com essas consideracdes,
para a espécie em estudo, a utilizagdo de tampdo de extracdo

5

6

sem [B-mercaptoetanol e com 2% de CTAB mostrou-se
eficiente, resultando em DNA em quantidade e qualidade
suficientes para analises moleculares posteriores.

Dalbosco et al. (2015), por sua vez, em estudos com
Epidendrum viviparum (Orchidaceae), ao testar duas
concentragdes de CTAB (2% e 5%) e trés concentracdes de B-
mercaptoetanol (0; 1 e 2,5%), obtiveram resultados apenas com
0 tampéo contendo 2% de CTAB com adicéo de 1 ou 2,5% de
B-mercaptoetanol. Os diferentes resultados obtidos nos estudos
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realizados com S. lunatum e E. viviparum evidenciam que
protocolos de extracdo podem ter resultados distintos, mesmo
em se tratando de organismos pertencentes a mesma familia
boténica, o que reforca a necessidade de testes que possibilitem
0 ajuste do protocolo de extracdo para a espécie alvo de estudos
moleculares.

A quantidade de CTAB utilizada nos protocolos de
extracdo de DNA vegetal esta relacionada a separacdo dos
polissacarideos e 4acidos nucléicos pela diferenca de
solubilidade entre estes (ROMANO; BRASILEIRO, 1999), de
modo que a eficiéncia do processo em protocolos que utilizam
5%, ou mais, de CTAB sao indicativos que as folhas da espécie
possuem alto teor de polissacarideos. A utilizacdo de f-
mercaptoetanol por sua vez, estd relacionada & contaminacéao
por polifendis, uma vez que atua como antioxidante, assim
como o PVP (DEHESTANI; TABAR; 2007). Dessa forma, para
espécies cujas folhas apresentem baixa concentracdo destes
metabolitos secundarios, o PVP pode ser suficiente para
eliminar a contaminagdo do DNA, dispensando ou reduzindo a
utilizacdo do B-mercaptoetanol, que, de acordo com a FISPQ
805740 é um produto téxico por ingestdo, inalagdo e contato,
podendo causar irritacdo cutanea, lesées no globo ocular, dentre
outras complica¢cdes (MERCK, 2017). Os testes realizados com
S. lunatum indicam que os teores de polissacarideos e de
compostos fendlicos presentes nas folhas da espécie ndo sdo
capazes de interferir no processo de extracdo do DNA, uma vez

que as diferentes concentragdes de CTAB (2% e 5%) e de B-
mercaptoetanol (0% e 2%) ndo resultam em diferencas
significativas quanto a quantidade e integridade do DNA
extraido.

Os resultados obtidos neste estudo permitem inferir que,
embora, todos os testes tenham resultado em DNA de
qualidade, o protocolo CTAB 2% sem adicdo de J-
mercaptoetanol é o mais indicado para espécie devido a reducédo
dos custos e do manuseio de produtos toxicos. A utilizagdo de
protocolos sem [B-mercaptoetanol para extracdo de DNA de
diferentes espécies vegetais tem apresentado resultados
satisfatorios conforme os obtidos por Zortéa et al. (2016) para
Eugénia stipitata, por Soares et al. (2016), para duas espécies
do género Inga, por Schimitt et al. (2014) para Curcuma longa
e por Silva et al. (2014) para Anacardium giganteum, com
obtencdo de DNA integro e com baixo teor de contaminantes.
Todavia, a eficiéncia do protocolo ndo é determinada apenas
pela obtencdo de material visualmente avaliado como integro e
de qualidade, é necessario também que a quantidade e a
qualidade sejam adequadas para reacfes de amplificagdo do
DNA via PCR. Todos os DNAs extraidos resultaram em
amplificagdo com os marcadores dominantes UBC 807 e UBC
842 (Figura 2). A qualidade no padrdo de bandas apresentado
demonstra que as técnicas de extragdo utilizadas em todos os
testes foram satisfatorias e poderdo ser utilizados em futuros
estudos moleculares da espécie S. lunatum.

Figura 2. Produtos de amplificacdo da PCR do DNA gendmico de Solenidium lunatum com os primers UBC 807 e UBC 842.

UBC 807 — Di(AG)sT

UBC 842 - Di(GA)YG

CTAB2% CTAB2% CTAB5% CTAB5% |[CTAB2% CTAB2% CTAB5%
0% B-met

2% B-met C 0% B-met

2% B-met || 0% B-met

CTAB 5%

2%B-met C 0% P-met 2% B-met

A amplificacdo com dois dos trés primers ISSR testados
confirma que todos os testes do protocolo de extracdo foram
eficientes para obtencdo de DNA de qualidade, com baixo grau
de impurezas.

A avaliacdo dos produtos da amplificagdo indica que o
aumento na concentracdo de CTAB ndo implica em maior
qualidade e nimero de fragmentos amplificados e que nédo
houve diferenca relacionada a quantidade de B-mercaptoetanol
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utilizadas, indicando que, para a espécie em estudo, ndo é
necessaria a utilizacdo deste reagente. A ndo amplificacdo das
amostras pelo primer UBC 826 pode estar relacionada a
quantidade ou concentracdo dos reagentes utilizados para PCR
ou a auséncia desta sequéncia simples repetida ((AC)sG) no
genoma da espécie.

CONCLUSOES

O método CTAB ¢ eficiente para extragdo de DNA de
folhas de Solenidium lunatum, sendo que o aumento de CTAB
de 2% para 5% e a utilizagdo de PB-mercaptoetanol ndo
interferiram na quantidade e qualidade do DNA extraido. Dessa
forma, recomenda-se a utilizacdo do protocolo CTAB 2% sem
adicdo de f-mercaptoetanol na extragdo de DNA de S. lunatum.
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