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RESUMO: (Extra¢do de DNA de Catasetum gladiatorium K. G. Lacerda (Orchidaceae) para uso em estudos moleculares).
Catasetum gladiatorium é endémica do Brasil e localiza-se em regides com perturbagdes ambientais que podem afetar sua
diversidade genética. Analises de diversidade genética necessitam de DNA integro, obtido por meio de protocolos de extragdo
rapidos e eficientes. Este estudo objetivou propor um protocolo eficiente para a extragdo de DNA de C. gladiatorium, para uso
em futuras analises moleculares. O DNA foi extraido do tecido foliar com oito protocolos baseados no método CTAB. Testou-
se o tipo de trituragdo do material vegetal (com tampao STE e nitrogénio liquido) e a concentragdo de CTAB (2% e 5%) e de
B-mercaptoetanol (0% e 2%) no tampao de extragdo. O DNA extraido foi submetido a amplificagdo com dois primers ISSR.
Os métodos de trituragdo do material vegetal influenciaram na qualidade e quantidade de DNA extraido de C. gladiatorium. A
triturag@o com nitrogénio liquido permitiu a extragdo de DNA de boa qualidade em todas as demais variag¢des dos protocolos
testados, enquanto a trituragdo com STE possibilitou a extragdo de DNA com baixa concentragio e alta taxa de degradacao.
Melhores resultados foram obtidos com CTAB a 5%. A auséncia de B-mercaptoetanol ndo influenciou a qualidade do DNA
extraido. A amplificagdo via PCR, demonstrou que o DNA extraido com base nos oito protocolos testados foi passivel de
amplificacdo utilizando os dois marcadores ISSR selecionados. Os oito protocolos de extragdo testados foram capazes de
extrair DNA passivel de amplifica¢do de C. gladiatorium, e podem ser indicados para futuros estudos moleculares da espécie.

Palavras-chave: Orquidea, CTAB, nitrogénio liquido, STE.

ABSTRACT: (DNA extraction of Catasetum gladiatorium K.G.Lacerda (Orchidaceae) for use in molecular studies). Catasetum
gladiatorium is endemic to Brazil, being usually found in areas subjected to environmental disturbances that may affect its genetic
diversity. Analyses of genetic diversity require extraction of pure DNA through fast and efficient protocols. We propose here
an efficient protocol to extract the DNA of C. gladiatorium for use in molecular analyses. DNA was extracted from leaf tissue
using eight protocols based on the CTAB method. We tested: (1) two types of plant material maceration (using STE buffer and
liquid nitrogen); (2) two CTAB concentrations (2% and 5%); and (3) two concentrations of B-mercaptoethanol (0% and 2%) in
the extraction buffer. We performed amplification reactions with the extracted DNA using two ISSR primers. The methods of
plant material maceration influenced the quality and amount of DNA extracted from C. gladiatorium. Maceration with liquid
nitrogen allowed us to obtain high-quality DNA in all other variations of the tested protocols. On the other hand, maceration
with STE yielded DNA at low concentrations and highly degraded. The best results were obtained using 5% CTAB. The absence
of B-mercaptoethanol did not influence the quality of the extracted DNA. PCR demonstrated that DNA extraction using the
eight tested protocols allowed for amplification with both ISSR markers. The eight protocols were able to extract amplifiable
C. gladiatorium DNA, and may thus all be indicated for future molecular studies on the species.

Keywords: Orchid, CTAB, Liquid nitrogen, STE.

INTRODUCAO

O género Catasetum Rich. ex Kunth (Orchidaceae)
possui um nimero controverso de espécies, apresentando
entre 130 a2 200 espécies (Engels ef al. 2016). As espécies
deste género estao distribuidas pelas Américas Central e
do Sul e possuem grande representagdo no Brasil, com
113 espécies descritas, sendo a maior riqueza encontrada
na Amazonia (Barros et al. 2010, Engels et al. 2016, Flora
do Brasil 2018). O género foi registrado em diversos
biomas e nas diversas fitofisionomias desses biomas
(Petini-Benelli & Smidt 2017) e suas espécies possuem
grande plasticidade morfologica se adaptando facilmente
a novas areas e mudancas ambientais (Petini-Benelli
2012). Recentemente, novas espécies foram descritas
na Amazonia (Petini-Benelli & Soares-Lopes 2015, En-

gels et al. 2016), ampliando os registros de distribuicao
geografica de espécies ja conhecidas.

Catasetum gladiatorium K. G. Lacerda ¢ uma espécie
de orquidea epifita endémica do Brasil, distribuida pelo
planalto central brasileiro e com registro nos estados de
Mato Grosso, Goias e Tocantins (Oliveira et al. 2010).
Individuos dessa espécie podem ser encontrados em
areas de cerrado, matas ciliares ou de galeria (Barros et
al. 2015, Flora do Brasil 2018).

As regides onde esta espécie ¢ encontrada sofrem
perturba¢des ambientais, tais como: queimadas, desma-
tamento e expansao da ocupacao humana (Petini-Benelli
et al. 2007). Devido a estas perturbacdes, ndo so esta es-
pécie mas muitas outras espécies de orquideas do género
podem estar perdendo seus habitats e consequentemente
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sua diversidade genética (Petini-Benelli ez al. 2007).

Para auxiliar no processo de caracterizacdo, clas-
sificagdo e relagdo filogenética das novas espécies de
orquideas descritas, bem como compreender o efeito das
perturbacdes ambientais na diversidade genética destas
espécies, podem ser realizados estudos com marcadores
moleculares (Machado Neto & Vieira 2011, Abbas et al.
2017, Hartati 2017). No entanto, para a aplicagdo desses
marcadores € necessario primeiramente a extracio de
DNA integro e em quantidade adequada para realizagao
das analises (Fu et al. 2017).

O protocolo CTAB (Brometo de Cetiltrimetilamoénio),
descrito por Doyle & Doyle (1987) vem sendo ampla-
mente utilizado para extrair DNA de espécies vegetais,
principalmente pela alta quantidade e qualidade do DNA
extraido (Schmitt et al. 2014). Contudo, mesmo em es-
pécies do mesmo género ou relacionadas, a quantidade
de metabolitos secundarios e polissacarideos produzidos
pode variar, fato que interfere na qualidade e na quanti-
dade de DNA extraido, sendo necessario a realizacao de
adaptagdes no protocolo de extracdo visando diminuir
gastos e maximizar resultados (Danner ez al. 2011, Devi
et al 2013).

Diante do exposto ¢ visando futuros estudos sobre
a caracterizacdo molecular, relacdes filogenéticas
e avaliacdo da diversidade genética de espécies do
género Catasetum, com especial atencdo para a espécie
C. gladiatorium, este estudo objetivou estabelecer
um protocolo eficiente para a extragdo de DNA de C.
gladiatorium para uso em estudos moleculares.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de
Genética Vegetal e Biologia Molecular do CETAM (Cen-
tro de Tecnologia da Amazonia Meridional) na Universi-
dade do Estado de Mato Grosso, Campus Universitario
de Alta Floresta, estado do Mato Grosso.

O material vegetal utilizado consistiu em folhas em
estagio intermedidrio de desenvolvimento, coletadas de
dois individuos de C. gladiatorium. A coleta foi realizada
um dia antes da extracdo, no orquidario da Universidade
do Estado de Mato Grosso e o material vegetal foi acon-
dicionado em sacos plasticos estéreis e, armazenado em
geladeira a 4 °C até o momento do uso.

A extragdo de DNA foi realizada com base no pro-
tocolo CTAB descrito por Doyle e Doyle (1987), com
modificagdes na concentragdo de CTAB (2% e 5%), de
B-mercaptoetanol (0% e 2%), trituragdo das folhas em
tampao STE (130 g de sacarose, 4,5 mL de Tris HCl 1M
pH 8,3, 15 mL de EDTA 0,5M, completando o volume
com agua destilada para 1.500 mL) (Bhattacharjee ef al.
2009) e nitrogénio liquido. As modificagdes no protocolo
de extragdo foram estimadas visando a eficiéncia no pro-
cesso de extragdo, bem como, reducdo da degradacdo do
material genético vegetal. Foram testados oito protocolos
de extragdo (Tab. 1). Todos os protocolos foram aplicados
em duplicatas para cada individuo.

Aproximadamente 200 mg de folhas foram trituradas
em almofariz com auxilio de pistilo na presenc¢a de ni-
trogénio liquido nos protocolos 1 a 4 e na presenca de
2 mL de tampao STE nos protocolos 5 a 8. Em seguida
transferiu-se o material triturado para microtubos de 2
mL, nos quais foram acrescentados 800 puLL de tampao de
extracdo CTAB (100 mM Tampao Tris-HCI pH 8,0; 1,4
M NaCl; 20 mM EDTA; CTAB 2% ou 5% e PVP 1%). O
B-mercaptoetanol foi adicionado proporcional ao volume
de tampao CTAB de cada amostra seguindo as informa-
¢oes descritas na Tabela 1. Os microtubos foram agitados
por um minuto em vortex e incubados a 65 °C por 30
minutos no banho-maria. A solugdo foi homogeneizada
uma vez apos 15 minutos de incubagdo. Em seguida os
microtubos foram centrifugados a 10.000 rpm por 10
minutos, o sobrenadante foi transferido para um novo
microtubo e adicionou-se 700 pL de cloroférmio:alcool
isoamilico (24:1). Agitou-se novamente os microtubos
em vortex por 30 segundos, sendo em seguida centrifu-
gados por 10 minutos a 12.000 rpm. O sobrenadante foi
transferido para um novo microtubo (1,5 mL), adicionou-
-se entdo 500 pL de isopropanol gelado misturando-se
levemente. As amostras foram incubadas a -20 °C por
trés horas.

Ap6s a incubagdo, os microtubos foram centrifugados
a 12.000 rpm por 10 minutos, o liquido sobrenadante foi
descartado. Foram realizadas trés lavagens do precipitado
sendo duas com etanol 70% e uma com etanol 95%, os
tubos foram centrifugados a 10.000 rpm por trés minutos
a cada lavagem. Deixou-se o pellet secar a temperatura
ambiente por 1 hora.

Em seguida, o material foi ressuspendido em 40 pL
de tampao TE (10 mM Tris-HCI pH 8,3; I mM EDTA)
contendo RNAse em concentracdo de 40 pg/mL. As
amostras foram incubadas por mais 30 minutosa 37 °Ce
levadas a geladeira a 4 °C overnight. Em seguida, foram
armazenadas a -20 °C.

A qualidade e a quantidade de DNA foram verificadas
por eletroforese em gel de agarose 1% e por comparagdo
com marcador de DNA (100 ng/uL). O gel foi corado
com brometo de etidio e visualizado em transluminador
UVB LBT-20x20 STi Loccus Biotecnologia. As imagens
do gel foram obtidas com fotodocumentador L-Pix STi
Loccus Biotecnologia.

Para o teste de amplificagcdo por Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), foram utilizados dois primers ISSR
(Tabela 2) obtidos da Universidade de British Columbia
(UBC setn®9).

As reagdes foram realizadas em termociclador Ae-
risTM (Esco®) seguindo o protocolo descrito por Rossi
et al. (2014) com ajustes nas concentra¢des dos reagen-
tes. Cada reagdo foi realizada em volume final de 20 puL
contendo: 2 pL de Tampao 10X (200 mM Tris-HCI pH
8,3; 500 mM KCI; 0,1% de tween 20), 2 uL MgCl, (50
mM), 4 uL de dNTPs (1 mM), 1 uL DMSO, 0,2 uL de
Taq polimerase (5 U), 3 uL primer (2 uM), 0,5 pL de
DNA (10 ng/pl) e 4gua Milli-Q para completar o volume.
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Tabela 1. Protocolos testados para extragdo de DNA total de C. gladiatorium, partindo do protocolo CTAB (Doyle e Doyle 1987), com alteragdes.

Identificac¢do das

Protocol Tipo de trituraci CTAB - toetanol
rotocolo ipo de trituragio B-mercaptoetano Amostras
- Tel
1 Nitrogénio liquido 2% 0% 5 : 2
2 Nitrogénio liquido 2% 2% 3ed
4e4
3 Nitrogénio liquido 5% 0% ses
6e6
4 Nitrogénio liquido 5% 2% ; Z ;
9¢9
0, 0,
5 STE 2% 0% 010
1ell
0, 0,
6 STE 2% 2% 1212’
13e¢13
0, 0,
7 STE 5% 0% T eiw
15¢15°
0, 0,
8 STE 5% 2% ele

O programa de amplifica¢do seguiu as recomendacdes
propostas por Rodrigues (2010), com modifica¢des na
extensao final e consistiu em um ciclo inicial de desnatu-
ragdo a 94 °C por 90 segundos, 35 ciclos de 94 °C por 40
segundos, 48 °C por 45 segundos e 72 °C por 90 segundos
e ciclo de extensdo final de 72 °C por cinco minutos.

Os produtos de amplificacao foram submetidos a ele-
troforese em gel de agarose a 1,5 % em tampao de corrida
TBE 1X (89,15 M de Tris HCI; 88,95 M de Acido Bérico
e 2,23 M de EDTA) com voltagem constante de 80 V
por cerca de cinco horas, para verificagdo dos produtos
amplificados. O gel foi corado com brometo de etidio
e visualizado em transluminador UVB LBT-20x20 STi
Loccus Biotecnologia. As imagens do gel foram obtidas
com fotodocumentador L-Pix STi Loccus Biotecnologia.

RESULTADOS E DISCUSSAQO

Os métodos de trituragdo do material vegetal influen-
ciaram na qualidade e quantidade de DNA extraido de C.
gladiatorium. A trituragdo mecanica inicial do material
vegetal tem fungdo de facilitar a separagdo do material
genético e seu isolamento devido a quebra das paredes
e membranas celulares (Ferreira & Grattapaglia 1998,
Kotchoni & Gachomo 2009), sendo, portanto, uma etapa
decisiva no processo de extragdo de DNA.

A trituragao com auxilio de nitrogénio liquido resultou
em uma extracdo de DNA de boa qualidade e em maior
quantidade. Em todos os protocolos testados com a tri-
tura¢do em nitrogénio liquido, obteve-se bandas de DNA
definidas e auséncia de arraste vertical no gel ou material
retido no pogo (Fig. 1). O congelamento do tecido vegetal
em nitrogénio liquido e posterior trituragdo mecanica,
com almofariz e pistilo, ¢ comumente utilizado e permite
aextracdo de DNA em larga escala (Romano & Brasileiro

Tabela 2. Primers ISSR testados para amplificagdo do DNA de
C. gladiatorium.

Primer Sequéncia 5°- 3° TA (°C)
UBC 807 AGAGAGAGAGAGAGAGT 48
UBC 842 GAGAGAGAGAGAGAGAYG* 48

*Y = C ou T. Abreviatura: TA, temperatura de anelamento.

1999). Danner et al. (2011), ao propor o protocolo de
extracdo de DNA de jabuticabeira sugeriram a adi¢ao de
nitrogénio liquido na maceragdo como necessaria para
otimizar a extragdo de DNA, assim como neste estudo.

O DNA extraido pela trituragdo das folhas com STE
apresentou arrastes e auséncia de bandas de DNA bem
definidas no gel de agarose (Fig. 2), indicando que pou-
co DNA foi extraido e grande parte dele foi degradada
durante o processo. Resultados semelhantes foram encon-
trados por Dalbosco et al. (2015) ao realizar a trituragdo
das folhas diretamente no tampao de extragdo, para uma
espécie da familia Orchidaceae.

As duas concentragdes de CTAB possibilitaram a ex-
tracdo de DNA de C. gladiatorium, sendo que, a concen-
tragdo de 5% proporcionou melhores resultados. Maiores
concentracdes de CTAB também tém apresentado me-
lhores resultados na extragdo de DNA de outras espécies
(Schmitt et al. 2014, Silva et al. 2014, Zortéa et al. 2016,
Rocha ef al. 2017). Por ser um detergente, o CTAB tem
a fun¢do de solubilizar as membranas e separar o DNA
de polissacarideos durante a extragdo, impedindo que as
amostras fiquem excessivamente viscosas ¢ retidas no
pogo do gel durante a eletroforese (Romano & Brasileiro
1999). Nao se verificou retengdo de DNA no pogo em
nenhuma das amostras extraidas, indicando, portanto, a
auséncia de contaminagdo por polissacarideos.

Foi possivel extrair DNA integro tanto na presenga
quanto na auséncia de f-mercaptoetanol. Este reagente é

CTAB 2% CTAB 5%

|

0% Beta 2% Beta 0% Beta 2% Beta

Figura 1. Gel de agarose a 1% demonstrando o padrdo de extracdo
de DNA de dois individuos de C. gladiatorium com os protocolos 1 a
4. Bandas definidas e auséncia de arraste vertical. A identificagao no
gel esta de acordo com a tabela 1. Abreviatura: M, marcador lambda
100 ng.
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CTAB 2%

CTAB 5%
| |

0% Beta 2% Beta 0% Beta 2% Beta

13 13 14 14 15 15 16

Figura 2. Gel de agarose a 1% demonstrando o padrido de extragdo
de DNA de C. gladiatorium com os protocolos 5 a 8. Auséncia de
bandas definidas e presenca de arraste vertical. A identificacao no
gel estd de acordo com a tabela 1.Abreviatura: M, marcador lambda
100 ng.

utilizado no tampao de extragdo com fungao antioxidati-
va, assim como o polivinilpirolidona (PVP) (Romano &
Brasileiro 1999). Em um teste de protocolo de extragdo de
DNA de seis espécies de Catasetum, Rossi et al. (2014)
conseguiram extrair DNA utilizando menor concen-
tragdo de B-mercaptoetanol (0,25%). Assim, sugere-se
que apenas o uso do PVP pode ser suficiente para evitar
a oxidacao do DNA durante o processo de extracao.
Desse modo, recomenda-se, sempre que possivel, evitar
o uso de B-mercaptoetanol na extragdo de DNA de C.
gladiatorium, a fim de evitar possiveis contaminagdes
dos usuarios e diminuir os custos da extracdo, sem que
haja prejuizo na qualidade do DNA extraido.

O resultado do teste de amplificacdo por Reagdo
em Cadeia da Polimerase (PCR) mostrou que o DNA
extraido com base nos oito protocolos foi passivel de
amplificacdo (Fig. 3). Verificou-se também que os dois
marcadores ISSR foram eficazes, podendo ser utilizados
em estudos de diversidade genética da espécie.

Embora o DNA extraido com tampao STE ndo tenha
apresentado uma boa qualidade no gel de agarose, e baixa
concentragao, foi possivel amplifica-lo utilizando os dois
marcadores ISSR selecionados. As amostras de DNA
com baixa concentra¢do ndo inviabilizam a reprodutibi-
lidade nas rea¢des de PCR (Murray & Thompson 1980,
Faleiro et al. 1996), contudo, nos casos em que se obtém
amostras com baixa concentragdo de DNA, recomenda-se
nova tentativa de extragdo para melhor aproveitamento
do tempo e diminui¢@o de custos com futuras extracdes
e replicagdes por PCR (Silva et al. 2015). Sendo assim,
a escolha do método de extra¢do dependera da disponi-
bilidade de recursos e da estrutura dos laboratorios. Na
auséncia de nitrogénio liquido ou de B-mercaptoetanol, a
extracdo de DNA de C. gladiatorium podera ser realizada
sem prejuizo das anélises moleculares com PCR.

CONCLUSAO

Todos os protocolos testados possibilitaram a extracao
de DNA de C. gladiatorium para uso em analises molecu-
lares. A macerag@o do material vegetal de C. gladiatorium
com STE ndo gerou DNA com bandas definidas e apre-
sentou grande quantidade de arraste no gel de agarose.
Porém, foi possivel obter o DNA adequado para realizar

M P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8

M P1 P2 P3 P4 PS5

P6 P7 P8

L

Figura 3. Padrao de amplificagdo de primers ISSR no DNA de C.
gladiatorium extraido com diferentes protocolos. A. Padrao de am-
plificacdo do primer UBC 842. B.Padrdo de amplificagdo do primer
UBC 807. P1 a P8 indicam o protocolo pelo qual o DNA foi extraido.
Abreviatuta: M, marcador 100 pb DNA ladder.

as amplificagdes via PCR. O uso do tampao STE para
trituracao do material vegetal facilita e diminui os custos
de extragdo, sendo uma boa alternativa para laboratdrios
que ndo dispdem de muitos recursos.

Os resultados deste estudo sugerem que os marcado-
res ISSR podem ser utilizados em futuros estudos de
caracterizagdo e analise de diversidade genética de C.
gladiatorium.
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