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RESUMO: Métodos de extragdo de DNA' de
Bryophyta para analises filogenéticas

A medida que novos métodos cladisticos aliados a
biologia molecular vem aumentando nosso entendi-
mento dos processos evolutivos e consequentemente
de sua classificagdo, o so dessas ferramentas tem se
tornado fundamental. No Brasil, tais técnicas ainda
ndo alcangaram a comunidade briolégica. Este artigo
apresenta uma breve revisdo, em portugués, dos mé-
todos mais utilizados atualmente para a extragdo de
DNA de musgos. Espera-se que dessa forma se es-
timule o uso pelas novas geragdes de botanicos. Co-
mentérios e discussdes acompanham o texto.
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METHODS FOR DNA EXTRACTION OF
BRYOPHYTES FOR PHYLOGENETIC
ANALYSES

ABSTRACT: The use of new methods of
molecular biology and cladistics have increased our
understanding of the evolution of living beings and
therefore of its classification. The use of such tools
"has become fundamental in taxonomy and other
sciences as well. As in Brazil such techniques have
not yet reached the bryology community, this paper
presents the first effort to present an overview, in

Portuguese of the most currently used methods for

. DNA extraction of mosses. Hopefully it will enhance -

the use of such techniques by the new generation of
botanists. Comments and discussions are also
presented.
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Molecular phylogeny.
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INTRODUCAO

O uso de métodos cladisticos de andlise filo-
genética causou recentemente uma revolugdo na
sistematica. Estudos sistematicos envolvendo mar-
cadores moleculares tem se tornado de uso cada vez
mais rotineiro na boténica, em parte pela maior popu-
larizagdo dos métodos moleculares (devido em parte
a sua simplificacdo e consequente baixa de custos),
bem como pelo seu maior entendimento e aceitagdo
pela comunidade taxonOmica. . '

Diversos novos sistemas de classificagdo
tem sido recentemente propostos para os mais di-
versos grupos de plantas: Angiospermas (APG I, II),
Marchantiophyta (Crandall - Stotler & Stotler, 2000),
Antocerothophyta (Duff et al. 2007) e Bryophyta
(Buck & Gofffinet, 2000 ; Goffinet & Buck, 2004).
Vive-se atualmente um periodo particularmente cria-
tivo e dindmico, ha muito nfo vivido na sistematica,
na medida em que novos dados aumentam o enten-
dimento das relagdes evolutivas entre os taxa, nos-
sa compreensdo se amplia e os inevitaveis ajustes
sdo feitos. Esta € a fase que vivemos atualmente e
¢ provavel que conviveremos com uma classificagio
assim por um prazo de médio a longo.

Tais mudangas ainda alcangam proporgdes
relativamente modestas nos grupos vegetais avascu-
lares, em especial em Bryophyta. Estudos molecula-
res em musgos tiveram seu inicio em fins da década
de 1990 tendo alguns de seus primeiros artigos
publicados em 2000 (Newton et al. 2000, de Luna et
al. 2000, Buck et al. 2000). Com menos de 10 anos
de atividade e contando ainda com menos recursos e
um nimero menor de pesquisadores (comparado com -
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_fanerogamas) uma grande quantxdade de questoes
muitas ainda basicas, esperam para ser averiguadas sob

o ponto de vista da filogenia molécular em Bryophyta.-

Atualmente, a grande maioria de estudos em

briologia no Brasil se refere- principalmente realiza-

¢do de inventarios e florulas. Na 4rea da taxonomia,
até 0 momento, comparativamente poucos trabalhos
publicados lidam com o tema e a majoria absoluta uti-
liza-se apenas de dados morfoldgicos, tendo até o mo-
mento um Unico trabalho publicado utilizando dados
moleculares (Camara, 2006).
Emboraa discussdo sobrea relevancia de dados
* moleculares versus morfologia em sistematica ainda
permeie alguns circulos cientificos, a medida que novas
geracgdes de bridlogos se formam o interesse no temada
sistemética molecular tem crescido substancialmente.
/ " Entre alguns dos principais fatores, na opinifo
do autor; que restringem ainda a utilizagéo e aplicagio
* de métodos moleculares na sistematica de bridfitas no
Brasil estdo: dificuldade de acesso a literatura especi-
fica que lida com os protocolos moleculares em bri-
fitas, -caréncia de profissionais com formag&o teérica
ou pratica ho tema, pouca familiaridade do taxono-
mista de briofitas com o ambiente de laboratério e
a pequena quantidade de laboratdrios devidamente
equipados‘ para tal nas diversas regides do Brasil.
- ‘Afim de aliviar o primeiro problema, este arti-
go pretende facilitar o acesso aos protocolos mais co-
mumente utilizados para extragdo de DNA de bridfitas
para fins de analise filogenética e de sistematica mo-
' lecular Espera-se ndo apenas fornecer uma lista dos
artigos.e descrever os protocolos utilizados, repetindo
assim o que ja foi publicado, porém apresentar uma
compllag:ao dos métodos mais utilizados, adicionando
comentérios sobre as adaptagdes necessérias e dife-
rentes aplicagdes dos métodos, baseados na literatura
e principalmente em experiéncia pessoal. ‘
Bridfitas apresentam certas peculiaridades nos
métodos. Uma das primeiras coisas a serem notadas
na literatura brioldgica é qué a maioria dos artigos
que lidam com extragdo de DNA apresentam sem-
pre a frase “método com modificagdes” ou “modifi-
cado de”, porém tais modificagdes quase nunca sdo
_explicitadas, neste artigo apresentaremos também no
que consistem as mesmas. :
O autor é oriundo da area taxopOmica € nido
pretende discorrer a fundo os aspectos puramente
moleculares, apenas facilitar o acesso ao que para o

~
s

‘cos

sistemata deve ser uma ferramenta poderosa ¢ util. O
artigo ndo pretende, dessa forma, esgotar o tema, lem-
bramos que existem diversos outros métodos ndo dis-
cutidos aqui € apenas os mais utilizados em briologia
serdo apresentados. Sugere-se que se consulte os arti-
gos de Doyle & Doyle (1987); Doyle & Doyle (1990);
Barthomieu et al. (1994); Edwards et al. (1991),
Rogers & Parkes (1999), Steginen (1999) ¢ Wang et
al. (1993) para maior aprofundamento e comparagio.

Espera-se que este artigo, publicado em por-
tugués, possa facilitar-as atividades daqueles que
pretendem e desejam utilizar-se dessa ferramen-
ta tdo’ poderosa, em especial estudantes e demais_
boténicos sem ‘muita farniliaridade com . bio-
logia molecular, contribuindo para  estabe-
lecer uma ponte (cada vez mais urgente) en-
tre a sistemadtica cldssica e a biologia molecular.

METODOLOGIA

Embora material fresco sempre represente -

.a melhor op¢do de trabalho, bridfitas sdo particular-

mente viaveis de se extrair DNA de material depo-
sitado em herbario. A principal razdo é que, ao-con-
trario das plantas vasculares, bridfitas ndo sdo secas
em estufas, preservando assim de forma melhor a in-
tegridade do DNA. Sabe-se de extra¢des feitas com
sucesso de material' briolégico com até 100 anos
(Jankowiak et al. 2005). Porém, na pratica, apenas
de material herborizado com até 25 anos de idade es-
pera-se poder obter DNA de qualidade e com relativa
facilidade, esta regra obviamente varia e esta rela-
cionada com varios fatores, tais como tolerdn-
cia a dessecacio (Wemner er al. 2002), além
da quantidade e qualidade dos produtos quimi-
utilizados nas fumigagdes dos- herbarios.
Pode-se basicamente dividir o trabaiho de la-
boratério do bridlogo-sistemata molecular em quatro
etapas: 1) Extragio do DNA, 2) Amplifica¢do’ do
marcador alvo do estudo (PCR), 3) Sequenciamento
e 4) Analise dos dados. Tais passos incluem suas pré-
prias subdivisGes, porém nesse artigo serd apresen-

tado apenas com o primeiro passo: Extracde de DNA.
Devido ao seu tamanho, extrair DNA de mus- .

gos foi inicialmente uma tarefa bastante dificil pois
grande quantidade de material era necessaria, incom-
pativel com a realidade brioldgica. Isso foi sanado
com a criagd@o de protocolos de extragdo em “pequena
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.escala” como alguns dos apresentados a seguir.

- E importante lembrar que para se ter uma rea-
¢do de PCR (reagdo em cadeia da polimerase) bem
sucedida, existem diversos fatores envolvidos, sabe-
se, por exemplo, que diversos componentes celulares
(proteinas, compostos secundarios, carboidratos entre
outros) podem agir como inibidores da polimerase,

devido a isso, geralmente o excesso de tecido vegetal -

e ndo a falta deste € mais provavel que seja a causa de
um PCR mal sucedido. Da mesma forma, uma extra-
¢d0 que resulte com 0 DNA o mais “limpo” possivel
deve ser sempre o mais desejado, embora tais méto-
dos sejam também os mais demorados.

1) Mini-CTAB

~ Este é de fato o método mais utilizado em
sistematica molecular de bridfitas atualmente, descri-
to originalmente por Doyle & Doyle (1987) e adap-
tado por Doyle & Doyle (1990). O nome do método,
a sigla CTAB, ¢ a abreviagdo de “brometo de cetil
trimetil amo6nio”. Este método fornece DNA de alta
qualidade, suficientemente “limpo” para amplifica-
¢do da maioria dos marcadores, incluindo nucleares.
Porém, se o material precisa ser processado em larga
escala, este método € possivelmente o mais lento.

a) Primeira fase: destrui¢do da parede celular.

Retirar o CTAB (100 mM Tris com pH 8.0, 1.4
MNaCl, 20 mM EDTA, 2% de brometo de cetil trimetil

amonio) do freezer e colocar em banho maria a 60°C -

até liquefazer; adicionar 0.2 % de -mercaptoetanol ao
volume de CTAB a ser utilizado; rotular dois micro-
tubos de 1.5 ml por amostra; adicionar um pouco de
areia esterilizada aos tubos (no ha uma quantidade
fixa, sugere-se o equivalente a uma ponta de espatula);
adicionar as amostras (plantas) aos tubos; adicionar
2501 de CTAB quente (60°C) a cada tubo utilizando-se
de um micro-almofariz (blue pestles) triturar a planta
a fim de destruir a parede celular adicionar 4501 de
CTAB (60°C) a cada tubo; misturar suavemente por
invers&o; incubar por uma hora (ou uma hora e meia) a

60°C 1nvertendo gentilmente duas vezes neste per10d0 ,

Comentarios: A ndo adi¢cdo de mercaptoetanol pa-
rece ndo interferir no processo de extragdo. Existem
pesquisadores que ndo o utilizam, porém, em tese, a

qualidade final do seu DNA podera ser afetada. E im-
portante lembrar que se deseja um DNA final o mais
puro possivel.

O processo tedioso de destrui¢do da parede
celular com almofariz pode ser amenizado pelo uso
de N2 liquido. Neste caso procede-se da seguinte
maneira: apos adicionar areia € a amostra, adicione
um pouco de N2 liquido (suficiente apenas para co-
brir sua amostra; imediatemente apds a evaporagdo
do mesmo, triture a planta com almofariz e sé entdo
adicione o tampdo (CTAB). O restante do processo
segue 0 protocolo descrito anteriormente. Outra pos-
sibilidade ¢ colocar os tubos fechados imersos em N2
liquido por alguns segundos, dessa forma evita-se que
o material saia do tubo.

A trituragdo também pode ser feita por equipa-
mento especializado como “genogrinder”. Neste caso -
siga as instru¢des constantes do manual da maquina.
Geralmente para musgos o ritmo de 100 impactos por
minuto por um ou dois minutos ¢ suficiente. Neste
caso ndo se utiliza areia e 0 CTAB ¢ adicionado apos
a trituragcdo em um volume tnico de 7001.

b) Segunda fase: desproteinizagéo.

Preparar uma mistura de cloroférmio com
alcool isoamilico 24:1 (conhecido como SEVAG);
adicionar 7001 de SEVAG; misturar por inversdo gen-
tilmente (sugere-se 50 vezes) até produzir-se uma
emulsdo; centrifugar a 7.000 rpm por um. minuto a
temperatura ambiente; utilizar uma pipeta para trans-
ferir o sobrenadante para novos micro-tubos devida-
mente rotulados, ndo tocar a interface; descartar o
resto. .
Comentrios: A centrifugacio a 10.000 rpm por um
periodo maior (um a cinco minutos) pode ser também

- utilizado, em especial para material de herbario. E im-

portante observar as regras de sua institui¢do para o

-descarte do SEVAG.

Deve-se lembrar aqui que as proteinas sdo
inibidoras das reagdes de PCR, mas que existe rela-
tivamente poucas proteinas nos tecidos vegetais,
em especial quando comparados com outros tecidos
como sangue em animais. Quanto menos impurezas
estiverem presentes na amostra, mais facil sera res-
suspender, ¢ melhores resultados serdo obtidos nas
reagdes de amplificagdo (PCR), lembre-se que o DNA

estd presente apenas no sobrenadante, dessa forma é
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importante evitar a outra fase bem como a interface
(rica em proteinas).

Obtem-se melhores resultados na transferén-
cia do sobrenadante de tubos quando as pontas das
pipetas (P1000) a serem utilizadas forem cortadas
cerca de 2 a 3 mm do éapice, aumentando assim sua
abertura.

¢) Terceira fase: precipitacdo.

Adicienar 7001 de isopropanol gelado (aprox.

-20° C) a cada tubo, misturar por inversio gentilmente

(sugerimos cinco a vinte vezes), deixar precipitando

“por, no minimo, oito horas a -20°C, sugere-se deixar
durante toda a noite.

"Comentarios: A maior parte do \DN.A precipitard na

primeira hora, no entanto aumenta-se o rendimento
deixando-se por mais tempo. Sugere-se que o pro-
cesso de extragdo seja iniciado a tarde, dessa forma o
DNA podera permanecer por toda a noite a -2°C, per-
mitindo-se assim a continua¢do do processo na manha
seguinte, de forma mais comoda.

Devido a relativamente pequena quantidade de.

DNA obtido nesse processo, ndo se espera nenhuma
evidéncia visivel da presenga do DNA, porém muitas
vezes a formagdo de diminutas bolhas denuncia a sua
precipitagéo.

- d) Quarta fase: limpeza,-secagem e ressuspencao.

Retirar as amostras do freezer e centrifugar a 13.000
rpm por 10 minutos, descartar o sobrenadante; adi-
cionar 1 ml de etanol a 70%; centrifugar 13.000 rpm
por cinco minutos; deixar os tubos secarem (veja co-
méntarios sobre secagem abaixo); adicionar 251 de
tampdo EB (10mM tris-Cl, pH 8.0) ou TE (10mM
tris-HCl, 1mM EDTA), ou ainda dH20 previamente
aquecida a 60°C; deixar os tubos em banho a 60°C por
cinco minutos. O DNA devera estar pronto para ser
utilizado nas reag¢des de amplificag@o.

Comentarios: A secagem podera ser feita em cen-

-trifuga a vacuo (speed-vac), por cinco minutos, porém,

existe uma tendéncia, nesta técnica, de secar em dema-
sia. Nunca deixe.as amostras por mais de dez minutos,
ou sera virtualmente impossivel ressuspender o DNA.
. Outra forma, mais lenta, porém mais segura, ¢ deixar

.08 fgbos secarem de ponta cabega em papel toalha, o

eventual excesso de alcool presente nas paredes dos
tubos podera ser retirado delicadamente com papel
absorvente.

e) Gel de verificagéo. .

Neste momento sugere-se correr um gel a fim de veri-
ficar a presenca de DNA, comumente usa-se gel de
agarose a 1%, contendo algum agente intercalante
(como brometo de etidio ou SYBR Safe) usando um
marcador de alto peso molecular (como). E funda-
mental citar que mesmo que nenhuma banda possa ser
vista, ainda assim o DNA pode estar presente, assim
sendo, a forma mais certa de verificacdo € a propria
reagdo de PCR. T

Comentarios: Este método resultard em um volume
final de 251 de DNA total (gendmico), dependendo de
quantas rea¢des de PCR serdo feitas, esta quantidade
podera ser insuficiente. Dessa forma sugere-se que se
tenha pelo menos dois tubos por amostra, totalizando
ao final 501 de DNA. Lembre-se que, embora seja
bastante estavel quando em tampio, o DNA deve ser,

‘preferencialmente, armazenado a -20°C.

Em alguns casos, apds a extra¢do pode-se ain-
da realizar uma limpeza do DNA, para tal] existem di-
versos métodos além de “kits” de limpeza disponiveis
no mercado. Porém esse passo raramente é necessario
e o detalhamento desse processo foge do escopo deste

“artigo.

2) Extragé‘io alcalina

Este método, ¢ bastante adequado para plantas
de tamanho bastante reduzido, como por exemplo os
representantes da familia Pottiaceae. Ou quando é im-
portante poder se obter DNA de um unico iridividuo,
apesar de seu tamanho. o

a) Limpar a planta com agua bi-destilada retirando da
planta as impurezas visiveis (utilizar uma lupa), se ne-
cessario cortar os rizoides fora.

b) Colocar uma planta inteira em um micro-tubo de
1.5 ml (ou 0.5 ml); adicionar 5 1 de NaOH 0.5 M;
triturar com uma pinga ou agulha (a agulha deve ter
sido esterilizada com HCI 0.5 M); quando néo hou-.
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ver mais fragmentos visiveis adicionar, mais 15 1 de
NaOH 0.5 M; continuar triturando (um a dois minu-
tos); centrifugar a 13.000 rpm por dois minutos; diluir
o sobrenadante em 1:10 com tampdo de extragdo
( 100mM Tris-HCI, pH 8.3).

Comentarios: Apos a utilizagdo, armazene o DNA a

-20°C. As vantagens desse método, somam o tempo
(trata-se obviamente de uma extracdo mais rapida),
e a ndo utilizacdo de solventes organicos e outros
produtos potencialmente toxicos. Outra vantagem ¢ a
minimizagdo de contaminagdo, pois manipula-se me-
nos a amostra.

' 3) Extracéo rapida de Pedersen et al.

Este método foi desenvolvido por Pedersen
et al. (2006). Consiste em uma versdo bastante sim-
_ plificada e que apresenta bons resultados, em especial

~ para cpDNA. O método podera nio ser adequado para
amplificagdo de marcadores nucleares com poucas
" cOpias, pois 0 DNA obtido podera ndo apresentar a
quantidade e o grau de pureza necessarios para tal.

a) Rotular dois micro-tubos de 1.5 ml por amostra;
adicionar um pouco de areia esterilizada em um dos
tubos; em seguida adicionar a amostra (planta), reco-
menda-se fragmentos com menos de 10 mg; adicionar
N2 liquido e imediatamente apds a evaporagdo do
mesmo, triturar a planta no tubo usando um micro-
almofariz; adicionar a sua amostra 501 de tampéo TE;
deixar em banho a 60°C por 15 minutos; centrifugar a
13.200 rpm por 15 minutos; transferir o sobrenadante
para um novo tubo devidamente rotulado. Descartar
o restante.

Comentiarios: Sendo uma técnica desenvolvida re-
centemente, pouco se sabe sobre a estabilidade do
DNA a longo prazo, (recomenda-se armazenar a
— 20°C), bem como sua aplicabilidade dentro do
espectro de possibilidades de marcadores, os unicos
testados até o momento foram trnL-F e ITS.

4) Extracéao rapida de Timme & Ross
a) Rotular dois micro-tubos de 1.5 ml por amostra;

adicionar aproximadamente 250g de tecido vegetal;
adicionar N2 liquido em quantidade suficiente para

cobrir a' amostra; imediatamente apds a evaporagdo
triturar ‘utilizando o micro-almofariz; adicionar 400 1-
de tampao (200mM Tris HC1 com pH 7.5, 250 mM
NaCl, 25 MMEDTA, 0.5% SDS); misturar utilizando
vortex; centrifugar a 10.000 rpm por 5-10 minutos.

b) Descartar o sobrenadante; secar o tubo de ponta-
cabeca com a tampa aberta em um freezer a —20°C;
adicionar 1001 de RNAse (10mg/ml).

Comentirios: Trata-se de um método pouco utilizado
atualmente. Desenvolvido por Timme & Ross (1997).
E possivel que o DNA resultante ndo seja adequado -
para marcadores nucleares com poucas cépias.

'5) Amplificacido direta

Quando a obtengdo de DNA na quantidade
necessaria, ou quando a manipulacdo da planta é
muito dificil, devido ao tamanho, como no caso de
Pottiaceae, alumas Bryaceae ou de andes machos
( Pedersen et al. 2006). Pode-se optar por adicionar a
planta inteira no tubo de PCR. A desvantagem é que
este método s6 permitira a realizagdo de uma reacio
de PCR, ou seja ndo € replicavel e permite que apenas
um marcador seja amplificado por individuo.

a) Limpar a planta cuidadosamente, enxaguando em
agua bi-destilada, remover com a lupa os residuos, se
necessario cortar fora os rizdides. Pode-se utilizar um
esterilizador ultra-sonico, pois 0 mesmo ndo afeta o
método. , '

b) Preparar a reagdo de PCR na forma adequada,
sugere-se reagdes de 251.

c¢) Adicionar fragmentos com ca. de 0.2 mm2 direta-
mente no tubo de PCR (ao invés do DNA).

d) Realizar a rea¢do de PCR na forma adequada ao
marcador selecionado.

CONSIDERACOES FINAIS

O uso da biologia molecular em sistematica ja
¢ uma pratica consolidada na ciéncia. As publicagdes
de maior impacto em Sistematica vegetal, bem como
em outras areas, dedicam grande numero de suas pa-
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ginas a trabalhos que se utilizam dessa poderosa fer-

ramenta, com cerca mais diversas finalidades.
Espera-se que os procedimentos descritos e co-

mentados acima possam servir de norte para aqueles

que desejam ou necessitam utilizar-se de técnicas mo- .

leculares em suas teses, dissertagdes € projetos nos
mais variados niveis académicos, afastando precon-
ceitos e auxiliando seu maior entendimento.
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