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Introducao

A familia Piperaceae apresenta dez
géneros que englobam aproximadamente
2 mil espécies no mundo, sendo
encontrada em toda a regi&do tropical,
principalmente em condigcbes
sombreadas  (Cronquist,1981).  No
Brasil, dentro do género Piper, foram
identificadas 265 espécies (Yuncker,
1972), as quais apresentam potencial
medicinal, sdo fontes de alimentos para
alguns grupos de mamiferos (Di Stasi
et al. 1989; Pio-Correa, 1974; Mello,
2002) e também atuam como plantas
aromatizantes, ornamentais, inseticidas
ou condimentares, como a espécie Piper
nigrum L. (pimenta-do-reino), conhecida
como a rainha das especiarias. As
espécies desse género acumulam
compostos e metabdlicos de grande
importancia para industrias quimicas
e alimentares, consequentemente
despertando interesse cientifico em
areas como melhoramento genético,
biologia molecular, fitotecnia, sanidade
animal e vegetal, entre outras.

Em virtude da ampla importancia
cientifica de espécies do género, ha a
necessidade da realizagdo de estudos
genéticos e moleculares envolvendo
avaliagao de variabilidade e diversidade
genética, identificacdo de espécies e
uso em programas de melhoramento
genético de espécies do género com
expressiva importancia econdmica. Para
tal, faz-se necessario trabalhar com
protocolos eficientes para obtengao de
acidos nucleicos de qualidade. A escolha
do protocolo de extracdo de DNA é
decisiva, principalmente quandosebusca
a utilizagdo de técnicas de PCR, que,
em razao da sensibilidade de deteccao,
necessita de DNA padrdo de qualidade
para nao comprometer o resultado final
da técnica, uma vez que, ocorrendo a
oxidagao das amostras, o processo de
isolamento de acidos nucleicos pode
ser comprometido. Para neutralizar a
acgao de enzimas oxidantes, usualmente
sdo usados B-mercaptoetanol, acido
ascoérbico, albumina do soro bovino
(BSA), polivinilpirrolidona (PVP) ou
polivinilpolipirrolidona  (PVPP)  nos
protocolos de extracdo (Dehestani;
Tabar, 2007; Silva, 2010).



O processo de extragdo inclui
essencialmente dois procedimentos
basicos, os quais consistem da lise
celular e do isolamento do DNA. Este
ultimo deve ser obtido livre de restos
celulares, proteinas e/ou compostos
fendlicos que contribuem para a
oxidagdo e o comprometimento da
qualidade do DNA. Para cada espécie
ou tecido vegetal, varios protocolos
devem ser testados, visando otimizacao
e obtencdo de DNA de alta qualidade
(Oliveira et al., 2007).

Neste trabalho, faz-se o relato do
protocolo de extragcdo e amplificacao
do DNA para 12 espécies do género
Piper nativas da Amazobnia (Piper
tuberculatum, Piper arboreum, Piper
hispidum,  Piper aduncum,  Piper
alatipetiolatum, Piper  colubrinum,
Piper peltatum, Piper callosum, Piper
marginatum, Piper montealegreanum,
Piper divaricatum, Piper schwakei) que
fazem parte da colegdo de piperaceas
pertencentes a Embrapa Amazbnia
Oriental, em Belém, PA, localizada na
sede da Unidade (latitude 01°. 27’S,
longitude 48°. 30°'W e altitude de 10 m)
e deverao ser usadas no programa de
melhoramento genético da pimenteira-
-do-reino pela Embrapa. Subamostras
dessas espécies sao mantidas em
vasos com 22 cm de altura e 25 cm
de didmetro, cultivadas em casa de
vegetagao, com irrigagao diaria, visando
a conservacgao desses germoplasmas.

Amostras de folhas jovens de todas

as espécies foram coletadas, colocadas
em sacos plasticos, depositadas

imediatamente em isopor com gelo e
levadas ao laboratério para a imediata
extracdo de DNA. O protocolo de
extragdo otimizado teve como base o
desenvolvido por Doyle e Doyle (1990)
com modificagdes, incluindo-se PVPP
e [B-mecaptoetanol no processo de
maceragdo. O processo utilizado é
descrito a seguir:

e Primeiramente, folhas tenras foram
desinfestadas com hipoclorito de sédio
(NaClO) a 0,1%, sendo em seguida
lavadas em agua destilada e secas
com papel-toalha antes de iniciar o
processo de extragao do DNA.

* A maceragdo dos tecidos foi
realizada em cadinho com auxilio
de pistilo na presenga de nitrogénio
liquido, acrescido de 0,10 g de
PVPP e 100 uL de B-mecaptoetanol
até a formagao de um po.

» Foram transferidos para um tubo tipo
Falcon de 15 mL 5 g do macerado
e adicionou-se 5 mL de tampao de
extragdo (tampao CTAB) contendo
1,4 M de NaCl, 20 mM de acido
etilenodiamino tetracético (EDTA)
pH 8,0, 100 mM de Tris-HCI pH 8, 0,
1% de PVP e 0,2% de CTAB.

* Os tubos foram agitados por 5
minutos e incubados em banho-
-maria a 65 °C por 60 minutos,
sendo homogeneizados a cada
10 minutos.



* Apds a incubagao por 60 minutos,
adicionou-se igual
cloroférmio e &lcool
na proporgdo de 24:1 (vlv),
homogeneizado por 5 minutos e
centrifugado novamente por duas
vezes a 10 mil rpm por 10 minutos.

volume de
isoamilico

» O sobrenadante foi transferido para
novo tubo tipo Falcon e adicionou-
-se igual volume de alcool 95%
para a precipitacdo do DNA. Os
tubos foram mantidos em -20 °C
por 24 horas e centrifugados por 10
mil rpm durante 10 minutos, antes
do descarte do sobrenadante.

* O pellet foi lavado com etanol 70%
(v/v), centrifugado por 10 mil rpm
durante 10 minutos e seco em estufa
a 37 °C durante 30 minutos. O DNA
foi ressuspendido em 400 pL de
tampao TE (10 mM Tris-HCI pH 8,0
e 1 mM de EDTA) contendo RNase,
antes de ser congelado.

. Uma aliquota do DNA foi
submetida a eletroforese em gel de
agarose 1%, corado com brometo
de etidio (0,5 mg/mL) e comparada
com amostras do DNA do fago
lambda (A) em trés concentracdes
(50 ng/uL, 100 ng/uL e 150 ng/pL)
para confirmar a integridade das
amostras.

As concentragbes das amostras
de DNA obtidas foram avaliadas em

espectrofotdbmetro Biodrop pLite a 260 nm,
e a pureza foi medida com a relagéo
entre as medidas de absorbancia
a 260 nm e 280 nm. Para a analise
espectrofotométrica, as amostras foram
diluidas (1:50) em tampao TE.

Apos a quantificagao em
espectrofotdbmetro, foi retirada uma aliquota
de DNA de cada uma das espécies, as
quais foram diluidas para a concentragao
final de trabalho de10 ng/pL para uso nas
reagbes de amplificacao por PCR por meio
do uso de primers randémicos (RAPD). O
volume final de reacao foi de 20 uL, sendo:
1,5 uL do DNA; 3,5 uL (1 mM) do primer
RAPD OPA-07 (5’ - GAAACGGGTG - 3))
ou 3,5 pL (1 mM) do primer RAPD OPA-15
(5’ - TTCCGAACCC - 3’); 1,5 L de dNTP
(10 mM); 1,2 uL MgCl, (25 mM); 2,0 uL do
tampao da enzima 10X; 11,3 yl de H,O e
0,2 U de Taq DNA polymerase (Invitrogen).

APCR foi feita em termociclador PTC-
200 thermocycler (MJ Research), usando
as seguintes condi¢des de amplificagao:
94 °C por 5 minutos, seguido de 40
ciclos de 94 °C por 1 minuto, 37 °C por
1 minuto, 72 °C por 2 minutos e um
passo final de 72 °C por 7 minutos. Uma
aliquota de cada uma das reagbes de
PCR foi submetida a eletroforese em gel
de agarose 1,5% e corada com brometo
de etidio (0,5 mg/mL) para confirmar a
amplificagdo das amostras de DNA.

Esse protocolo foi realizado com
sucesso para as espécies, usando
0 método descrito, exigindo poucos
reagentes e apresentando facilidade
para ser conduzido em laboratérios. Ao
processo de maceracao foi acrescentado



0,10 g de PVPP para facilitar a maceragéao
dos tecidos e evitar excesso de oxidagéo
destes, juntamente com os 100 pL de
[B-mercaptoetanol que foram acrescidos
ao tampéo de extragdo/homogeneizagao,
para maximizar a eficiéncia do processo.
Além disso, a atividade da polifenol oxidase
foi reduzida em razao do pH alcalino do
tamp&o de homogeneizagéo. O acréscimo
de PVPP foi necessario para a extragao
de DNA de tecidos foliares das espécies
de piperaceas usadas neste estudo, ja
que sua eliminagéo resultou na obtengéo
de DNA degradado, demonstrando a
ineficiéncia do protocolo inicial.

Nesse protocolo, apenas foi utilizado
CTAB, cloroférmio e alcool isoamilico para
atuarem na dissolugdo de membranas
e promover a eliminacdo de proteinas
desnaturadas, lipideos e restos celulares.
Diferentemente do protocolo sugerido por
Doyle e Doyle (1990), a incubagdo em
banho-maria ocorreu no dobro do tempo
utilizado pelos autores. Cloroférmio e alcool
isoamilico foram suficientes para precipitar
quantidades pequenas de polissacarideos,
0 que resultou numa melhor condi¢do
de integridade das amostras de DNA.
Observou-se a obtencdo de amostras de
DNA com qualidade e bem concentradas,
0 que demonstrou a eficiéncia do protocolo
modificado (Figura 1).

Pela analise espectrofotométrica
a 260 nm, apds tratamento com
RNase, foi constatado que o método
produziu grandes quantidades de DNA
(2.383 ng/uL), reforcando que o novo
protocolo foi eficaz em promover a
precipitacdo de acidos nucleicos livres
de contaminantes celulares. A pureza

(razdo) 260/280 variou de 1,859 a
2,932 (Tabela 1), sugerindo que o DNA
pode ser utilizado em analises mais
sensiveis.
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Figura 1. Visualizacdo em gel de agarose
da qualidade das amostras de DNA das
12 espécies do género Piper nativas da
Amazonia e obtidas de folhas jovens, apds
realizagdo do protocolo de extragdo. As
Moo Mso: DNA do fago A nas concentragdes
de 50 ng/uL, 100 ng/uL e 150 ng/uL,
respectivamente; 1-12: Piper tuberculatum,
P. arboreum, P. hispidum, P. aduncum, P
alatipetiolatum, P. colubrinum, P. peltatum, P.
allosum, P. marginatum, P. montealegreanum,
P. divaricatum, P. schwakei.

A amplificacgo do DNA em PCR
usando primers RAPD demonstra que o
novo protocolo foi capaz de extrair DNA
integro e ndo degradado, o que permitiu
que os primers se anelassem em diversos
pontos do DNA fita simples, o que pode
ser observado pela obten¢ao dos multiplos
produtos de amplificacdo nas amostras.
Foi possivel obter, no minimo, duas
bandas de comprimentos distintos para
cada amostra utilizada, o que confirma
a qualidade do DNA obtido com o uso
do protocolo (Figura 2). Nao foi possivel
a obtencao de produtos de amplificagéo
utilizando o primer OPA 07 nas amostras
de DNA provenientes de P. marginatum e
P. schwakei, as quais foram submetidas a
amplificagdo com o uso do primer OPA-
15, confirmando a eficiéncia do protocolo
de extracdo para as 12 espécies de
piperaceas avaliadas nesse estudo.
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Tabela 1. Quantificacdo espectrofotométrica das amostras de DNA de 12 espécies do género
Piper extraidas de folhas jovens.

Espécie de Piper sp. Total de DNA (ng/uL) Az60280
P. tuberculatum 261,1 2,194

P. arboreum 567,5 2,580

P. hispidum 725,9 2,063

P. aduncum 850,8 2,076

P alatipetiolatum 574,2 2,117
P. colubrinum 399,4 2,202

P. peltatum 1.320,0 1.935

P. allosum 705,3 2,079

P. marginatum 2.383,0 1,859

P. montealegreanum 570,8 2,100
P. divaricatum 1.835,7 1,979

P. schwakei 385,4 2,932
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Figura 2. Visualizagdo em gel de agarose
dos produtos da PCR obtidos nas amostras
de DNA das 12 espécies do género Piper
nativas da Amazoénia, utilizando os primers
OPA-07 e OPA-15. Os numeros indicam as
espécies usadas no estudo, segundo a ordem
(1-12): Piper tuberculatum, P. arboreum, P.
hispidum, P. aduncum, P alatipetiolatum,
P. colubrinum, P. peltatum, P. allosum,
P. marginatum, P. montealegreanum, P.
divaricatum, P. schwakei.

Tomados em conjunto, pode-
-se considerar que os resultados
confirmaram a viabilidade do protocolo

apresentado aqui, facilitando futuras
investigacdes envolvendo estudos de
genomas, filogenia, DNA barcodes e
marcadores moleculares das referidas
espécies. Esse protocolo também
poderia ser util para outras espécies do
género Piper contendo niveis elevados
de compostos oxidaveis, como o acumulo
de compostos fendlicos, encontrado em
P. cernuum Vell.; P. dilatatum Rich; P.
glabratum Kunth; P. gaudichaudianum
Kunth; P hispidinervum C. DC.; P
lindbergii C. (Gogosz et al., 2012).

Embora existam varios protocolos
de isolamento de DNA de planta, foi
possivel padronizar a extragdo para
essas espécies do género Piper nativas
da Amazobnia, pois o protocolo testado
com as modificagdes feitas mostrou-
-se eficiente, o que trara avangos aos
estudos moleculares dessas espécies.
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