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Resumo: Piper aduncum é uma espécie nativa da Amazonia com potencial para exploragio econdmica decorrente das suas
propriedades medicinais e da produgio de 6leo essencial, sendo utilizado como fungicida, bactericida, larvicida, moluscici-
da e acaricida. Assim, estudos de diversidade genética com P. aduncum podem auxiliar no desenvolvimento de estratégias
de conservagdo e na obtengdo de cultivares melhorados para a introdugdo da espécie em sistemas agricolas, pois é possivel
conduzir os estudos de diversidade genética pelo uso de marcadores moleculares, e muitas dessas pesquisas requerem acido
desoxirribonucleico (DNA) de alta qualidade. Logo, o objetivo do presente estudo foi ajustar um protocolo de extragdo de
DNA para P. aduncum, bem como avaliar o efeito da idade da folha na qualidade da extracdo, visando gerar informagoes
que contribuam para a realizagdo de posteriores estudos genéticos que utilizem técnicas moleculares. Para extracdo de DNA,
foram coletadas folhas jovens, adultas e senescentes de P. aduncum, e testaram-se duas concentracdes de brometo de cetiltri-
metilamonio (CTAB) (2 e 5%) e o tempo de incubagio em freezer com isopropanol. A qualidade e concentragdo de acidos
nucleicos foram analisadas por espectrofotometro, e a integridade do DNA extraido foi avaliada em gel de agarose 1%. A es-
pectrometria revelou que, por intermédio das folhas jovens, foi possivel obter maior quantidade de DNA, utilizando CTAB
5%. Folhas jovens e adultas produziram DNA puro com alta qualidade, porém nas amostras provenientes de folha senescen-
te foi observada a presenca de contaminantes como proteinas e polifendis. O tempo de incubagio das amostras em freezer
com isopropanol néo interferiu na qualidade do DNA. Apenas amostras de DNA de folhas jovens e adultas foram passiveis
de amplificagdo por meio dos marcadores inter simple sequence repeat (ISSR). Por fim, para extracdo de DNA de P aduncum,
recomenda-se o uso do protocolo de CTAB 5%, sem precipitagdo no freezer com isopropanol e a utilizagdo de folhas adultas.
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The effect of leaf age on the quality of DNA extracted from Piper aduncum L.

Abstract: Piper aduncum is a native species from the Amazon that can be economically exploited,, due to its medicinal
properties and the essential oil that comes from it, which can has been used as a fungicide, bactericide, larvicide, mollus-
cicide and acaricide. Genetic diversity studies with P. aduncum can help to develop conservation strategies and to obtain
improved cultivars for the insertion of the species in agricultural systems. Genetic diversity studies can be conducted
using molecular markers, and much of this research requires high-quality deoxyribonucleic acid (DNA). The objective
of this study was to determine a DNA extraction protocol for P aduncum, as well as to evaluate the effect of leaf age
on extraction quality, aiming to provide information that contributes to performed genetic studies utilizing molecular
techniques. For DNA extraction, young, adult and senescent leaves of P. aduncum were collected. Also, we tested two
concentrations of cetyl trimethylammonium bromide (CTAB) (2 and 5%) in addition to incubation time in a freezer with
isopropanol. The quality and concentration of nucleic acids were analyzed using a spectrophotometer, and the integrity
of the extracted DNA was evaluated in a 1% agarose gel. The spectrometry revealed that a greater quantity of DNA was
obtained from young leaves, using 5% CTAB. The young and adult leaves provided pure, high-quality DNA, but the sam-
ples from the senescent leaf presented contaminants, such as proteins and polyphenols. Incubation time in a freezer with
isopropanol did not interfere in the quality of the DNA. Only DNA samples from young and adult leaves were amplified
by inter simple sequence repeat (ISSR) markers. In conclusion, for DNA extraction of P aduncum, we recommend the
use of the 5% CTAB protocol, without putting it a freezer with isopropanol, and we recommend the use of adult leaves.
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1. INTRODUCAO

Piper aduncum L. (Piperaceae) é um arbusto nativo da regido amazonica popularmente conhecido como pi-
menta-de-macaco. Produz alto teor de 6leo essencial rico em dilapiol e vem sendo testado com sucesso como fungi-
cida, moluscicida, acaricida, bactericida e larvicida, além da vantagem de ser um produto biodegradavel (SILVA et al.,
2013). Na medicina popular, P. aduncum ¢é utilizado para tratamento de inflamagées e dores de estdbmago (LUSTOSA
et al., 2007).

O germoplasma de qualquer espécie deve ser protegido de eventuais perdas genéticas por meio de programas
de melhoramento que assegurem seu uso sustentével (VIANA et al., 2015). O desenvolvimento de estratégias de con-
servacao de germoplasma, selecdo e manejo de uma espécie inclui a realizagio de estudos de biologia reprodutiva e ca-
racterizagdo da variabilidade genética dentro e entre populagdes (LACERDA & KAGEYAMA, 2003; DANNER et al.,
2011). Com os avangos da biologia molecular, foram desenvolvidos varios métodos para estudos genéticos, com uso
de marcadores moleculares capazes de identificar divergéncias minimas entre dois ou mais individuos.

Para aplica¢io de técnicas moleculares, é crucial o isolamento de dcido desoxirribonucleico (DNA) puro de
alta qualidade. No entanto, o processo de isolamento de DNA ¢ laborioso em algumas espécies ou tecidos vegetais,
em razdo da presenca de altas concentragdes de metabdlitos secundarios e polissacarideos, sendo necessarias mo-
dificagbes e adequagdes nos protocolos para obtencdo de padroes satisfatérios de quantidade e qualidade de DNA
(OLIVEIRA et al., 2017; CANSACAO & COUTINHO 2013).

Sendo assim, foram desenvolvidos varios métodos para isolar o DNA de plantas que contém altos niveis de
metabolitos secundérios (SAHU et al., 2012), entre eles 0 método brometo de cetiltrimetilamoénio (CTAB) descrito
por Doyle & Doyle (1987), que é amplamente utilizado na maioria dos protocolos com espécies vegetais.

Considerando o potencial de P. aduncum para a exploragio econdmica, em fungdo de suas propriedades me-
dicinais e produgéo de dleo essencial, o presente estudo objetivou ajustar um protocolo de extragdo de DNA para essa
espécie, bem como avaliar o efeito da idade da folha na qualidade da extra¢do, visando gerar informag6es que contri-
buam para posteriores estudos genéticos aplicando técnicas moleculares.

2. MATERIAL E METODOS

Coletaram-se folhas jovens, adultas e senescentes de P. aduncun. As amostras foliares foram armazenadas em
silica gel em campo e, posteriormente, conduzidas ao Laboratdrio de Genética Vegetal e Biologia Molecular da Uni-
versidade do Estado de Mato Grosso (UNEMAT) para extragdo de DNA.

A extracdo de DNA foi realizada utilizando o método CTAB proposto por Doyle & Doyle (1987). Por meio
desse método, foram testados: tempo de incubagido em freezer com isopropanol (0 minuto e 2 horas) e duas concen-
tragdes de CTAB (2 e 5%). Utilizou-se tampao de extragdo com 100 mM de tris hidrocloreto (Tris-HCI) (pH 8), 1,4 M
de cloreto de sddio, 2% de polivinilpirrolidona (PVP), 1,8% de 3-mercaptoetanol, 20 Mm de 4cido etilenodiaminote-
tracético (EDTA) e CTAB.

O protocolo utilizado consistiu nos seguintes passos:

1. maceragdo do material vegetal em presenca de nitrogénio liquido;

2. transferéncia do p6 (proveniente da maceragdo) aos microtubos de 2 mL;

3. adigdo de 800 pL de tampéo de extragdo no material;

4. homogeneizagdo das amostras com auxilio de agitador tipo vortex;

5. incuba¢ido em banho-maria a 65°C durante 30 minutos, com agitacio manual a cada 15 minutos;
6. centrifugacdo a 10.000 rpm por 10 minutos;

7. transferéncia da fase aquosa (sobrenadante) para microtubos de 1,5 mL;

8. adic¢do de 700 pL de cloroférmio: dlcool isoamilico (24:1);

9. homogeneizacio da solucdo em agitador tipo vértex e centrifugagdo a 10.000 rpm por 10 minutos;
10. coleta do sobrenadante e transferéncia para novos microtubos de 1,5 mL;

11. adicdo de 500 pL de dlcool isopropanol gelado;

12. incubagdo em freezer a -20°C por 2 horas para apenas metade das amostras, sendo o restante das amostras nio

submetido ao freezer;

13. centrifugacdo a 10.000 rpm por 10 minutos;

14. descarte do sobrenadante e trés lavagens do pellet, sendo duas lavagens com etanol 70% e uma com etanol 95%.
A cada lavagem os microtubos foram centrifugados a 10.000 rpm por 3 minutos;

15. ressuspensdo do pellet em 40 pL de TE (10 mM Tris HCl e 1 mM EDTA) contendo RNAse na concentragio
40 pug/mL.
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A avaliagdo da integridade e qualidade do DNA extraido foi realizada em eletroforese, em gel de agarose a 1%,
corado com brometo de etidio. A quantificacdo e pureza do DNA foram analisadas em espectrofotdmetro, utilizando
1 pL de cada amostra.

Para os testes de amplificagdo via reagdo em cadeia da polimerase (PCR) foram utilizados cinco primers inter
simple sequence repeat (ISSR), obtidos da Universidade da Colimbia Britanica (UBC). Cada reagao de amplificagio
continha volume final de 15 UL, sendo: 1 uL de DNA (20 ng/uL); 2 UL de tampéo 10X (10 mM de Tris HCI (pH 8,3),
50 mM de cloreto de potassio e 0,1% de tween 20); 2 UL de cloreto de magnésio — MgCl, (25 mM); 2 UL de primer
(0,2 uM); 4 uL de desoxirribonucleotideos fosfatados — dNTPs (1 mM de cada trifosfato de desoxiguanosina — dGTP,
desoxiadenosina trifosfatada — dATP, desoxicitidina trifosfatada — dCTP, desoxitimidina trifosfatada — dTTP); 0,5 uL
de dimetilsulféxido (DMSO); 0,15 UL de Taq DNA polimerase; e 3,4 L de agua destilada autoclavada.

A amplificagio foi realizada sob as seguintes condigdes: um ciclo inicial de desnaturagio a 94°C por 5 minutos,
seguido por 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 50°C (temperatura do primer) por 1 minuto, 72°C por 3 minutos e um
ciclo de extensio final de 72°C por 7 minutos.

Os produtos da amplificagdo foram submetidos a eletroforese, em gel de agarose a 1,5%, em tampao de corrida
TBE 1x (89,15 mM de Tris Base; 88,95 mM de acido bérico e 2,23 mM de EDTA), com tensédo de 80 V. Os géis foram
corados com brometo de etidio e fotografados sob luz ultravioleta, utilizando fotodocumentor.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que a idade da folha interferiu na qualidade e quantidade de DNA extraido de P. aduncum.
Com folhas jovens, foi possivel a obten¢ao de maior concentragdo de DNA utilizando CTAB a 5% (Tabela 1).

Os valores de absorbancia (A260/280) variaram entre 1,83 e 2,00 para folhas jovens e adultas, indicando que foi obti-
do DNA puro de boa qualidade. Ja com a folha senescente, as razdes de absorbancia variaram de 1,52 a 2,36, demonstrando
que houve produgio de DNA contaminado por proteina e polifendis em algumas amostras (Tabela 1). Isso pode estar rela-
cionado com o acumulo de metabdlitos secundarios, que sdo mais abundantes em folhas maduras, visto que essas substan-
cias se acumulam na folha ao longo de seu processo de desenvolvimento fisiologico (MOREIRA & OLIVEIRA et al., 2011).

Verificou-se que o aumento da concentragiao de CTAB de 2 para 5% possibilitou a extragdo de maior quantida-
de de DNA, sugerindo que esse componente tem efeito sobre a extragdo de DNA de amostras foliares de P aduncum.
De acordo com Romano & Brasileiro (1999), o CTAB ¢é um detergente utilizado para separar o DNA dos polissacari-
deos, pois tais compostos apresentam solubilidade diferenciada na presenca dele.

Resultados semelhantes ao encontrado neste estudo foram relatados por Schmitt et al. (2014) em Curcuma
longa L. e por Zortéa et al. (2016) em Eugenia stipitata McVaugh. Ambos constataram que a maior concentragio de
CTAB (5%) foi mais eficiente para isolamento do DNA.

De acordo com a analise de integridade do DNA extraido de P. aduncum (Figura 1), as folhas adultas e senescentes
produziram amostras integras com padrao satisfatorio de banda, independentemente do tempo de incubagio em freezer com
isopropanol, utilizando CTAB a 5%. Nas amostras de folhas jovens, notou-se a presenca de arraste vertical no gel, o que indica
degradagio por DNAses ou quebra mecanica durante a extracdo com cloroférmio (ROMANO & BRASILEIRO, 1999).

Em relagdo ao tempo de incubagdo em freezer com isopropanol, observou-se que nao houve influéncia sobre a
qualidade do DNA extraido. Portanto, ndo é necessario incubar as amostras em freezer, reduzindo assim o tempo de
trabalho no laboratério durante o processo de extragao.

As reagdes de amplificagdo com cinco primers ISSR (Tabela 2) demonstraram que a quantidade e a qualidade
de DNA extraido tanto de folhas jovens quanto de folhas adultas de P. aduncum com CTAB a 5% foram passiveis de
amplificagdo via PCR (Figura 2).

Tabela 1. Quantificagdo e andlise de pureza de amostras de 4dcido desoxirribonucleico (DNA) extraidas de folhas jo-
vens (FJ), folhas adultas (FA) e folhas senescentes (FS) de Piper aduncum, testando duas concentragdes de brometo de
cetiltrimetilamoénio (CTAB) (2 e 5%) e tempo de incubagdo em freezer com isopropanol (TP).

Concentrac¢iao de DNA (ng/uL) Qualidade de DNA A260/280
TP FJ FA ES FJ FA ES
0 min 353,20 134,25 101,90 1,84 1,83 1,74
CTAB 2%
2 horas 146,75 103,80 126,75 1,85 1,80 1,52
0 min 1.125,35 709,70 532,95 2,00 2,00 2,36
CTAB 5%

2 horas 996,85 550,80 378,65 2,00 2,00 2,35
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A amplificagdo de regides gendmicas de P. aduncum por meio dos primers ISSR sugere que esses marcadores podem ser
utilizados em andlise de diversidade genética com a espécie, pois apresentaram bom padrio de amplificagdo com bandas nitidas.

O isolamento de DNA é um passo importante para analises moleculares e pode ser obtido por intermédio de folhas
de diferentes idades ou até mesmo caules (NOVAES et al., 2009). Em estudos moleculares de plantas, antes de o trabalho de
campo ser conduzido para a coleta de amostras, faz-se necessario realizar testes de fontes de DNA (folhas adultas ou jovens,
caule, raizes ou outros tecidos) para auxiliar na escolha de materiais vegetais que proporcionem a extragio de acidos nuclei-
cos em maior quantidade e alta qualidade. Portanto, os resultados encontrados neste estudo sio tteis para o planejamento
de futuras expedi¢des de campo que visem a coleta de fontes de DNA para pesquisas de genética molecular com P. aduncum.

4. CONCLUSOES

O protocolo de extracdo com uso de CTAB 5% foi mais eficiente para extragao de DNA genoémico de P. aduncum,
permitindo a obtenc¢do de amostras com maior quantidade de DNA e de boa qualidade. Recomenda-se o uso do protoco-
lo de CTAB 5%, sem precipitagdo no freezer com isopropanol, assim como o uso de folhas adultas para extracio de DNA
da espécie, visando estudos moleculares.

Folha jovem Folha adulta Folha senescente

| | |
Al A2 Bl B2 'A1 A2 Bl B2 'A1 A2 Bl B2 M

Figura 1. Perfil eletroforético do 4cido desoxirribonucleico (DNA) extraido de folhas jovens, adultas e senescentes
de Piper aduncum testando duas concentragdes de brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB) e tempo de incubagéio
em freezer com isopropanol. (A) Extragdo com CTAB 2%; (B) CTAB 5% e zero minuto de incubagio em freezer com
isopropanol (1) e 2 horas de incubagdo em freezer com isopropanol (2). M: marcador DNA A de 100 ng.

Tabela 2. Relagdo de primers inter simple sequence repeat (ISSR) utilizados para amplificagdo de Piper aduncum,
com suas respectivas sequéncias e temperatura de anelamento (TA).

Primers Sequéncia 5------ 3 TA (°C)

UBC 808 — DiAG3’C AGAGAGAGAGAGAGAGC 50

UBC 889 — DiAC5’DBD DBDACACACACACACAC 50

UBC 835 — DiAG3’YC AGAGAGAGAGAGAGAGYC* 50

UBC 825 — DiAC3’T ACACACACACACACACT 50

UBC 826 — DiAC3’C ACACACACACACACACC 50
*Y: (CouT).

808 889 835 825 826
— S s s

Figura 2. Produtos da amplificagio via reagao em cadeia da polimerase (PCR) usando cinco primers inter simple sequence repeat
(ISSR): UBC808, UBC889, UBC835, UBC825, UBC826, com 4cido desoxirribonucleico (DNA) gendmico de Piper aduncum
obtido de folhas jovens e adultas utilizando brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB) a 5%. M: marcador 100 pb DNA Ladder.
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