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RESUMO - As relações filogenéticas, quando associadas às distribuições geográficas (filogeografia), contribu-
em para o entendimento dos processos de diversificação e permitem testar as hipóteses da história biogeográfi-
ca das espécies. Esta pesquisa teve como objetivo selecionar métodos de extração de DNA para a sua amplifi-
cação e testar primers de DNA cloroplastidial (cpDNA), visando a inferência filogeográfica de Ficus bonijesu-
lapensis. A análise comparativa dos métodos de extração baseou-se no protocolo de CTAB e no protocolo de 
Moog e Bond. Após a extração, o DNA foi amplificado pela reação em cadeia da polimerase (PCR), utilizando 
pares de primers universais para amplificação das sequências específicas do cpDNA. Os produtos da PCR fo-
ram separados por eletroforese em géis de agarose, corados com brometo de etídio, visualizados em luz ultravi-
oleta e fotografados. O método de extração de Moog e Bond mostrou-se mais eficiente na amplificação do 
DNA. Este método será utilizado no estudo filogeográfico por ser um método de extração de DNA de alta qua-
lidade, além de econômico, prático e rápido, comparado ao método CTAB. Os primers de cpDNA testados que 
apresentaram melhor desempenho na amplificação foram HA, SG, BF, Q16, F32, FV, DT, CS e JA. O método 
de extração e os primers selecionados irão subsidiar o estudo filogeográfico, importante para identificar os cen-
tros de diversidade genética e indicar áreas prioritárias para a conservação da espécie. 
 
Palavras–chave: DNA de cloroplasto. CTAB. Moog e Bond, Regiões não codificantes. 
 
 
DNA EXTRACTION PROTOCOLS AND cpDNA PRIMERS TO Ficus bonijesulapensis (MORACEAE) 
 
 
ABSTRACT - Phylogeography has become a powerful approach for elucidating contemporary geographical 
patterns of evolutionary subdivision within species and species complexes. The aim of this paper was to evalu-
ate the extracted quality of DNA and amplification of noncoding chloroplast DNA for phylogeography studies 
in Ficus bonijesulapens. The comparative analysis of protocol DNA extraction was based in the CTAB method 
and protocol from Mogg and Bond. DNA samples were assessed for successful PCR amplification of universal 
primers for the amplification of noncoding regions of cpDNA. Amplified DNA was separated by electrophore-
sis, stained with ethidium bromide and photographed under UV light. The protocol Moog e Bond produced the 
best DNA quality. This method will be used because it produces a high quality DNA in a short time and is less 
expensive. The primers HA, SG, BF, Q16, F32, FV, DT, CS and JA provided the strongest support for the in-
ferred phylogeography, genetic diversity centers and for successful management in tree-conservation pro-
grammes. 
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INTRODUÇÃO 
 

Ficus bonijesulapensis R.M. Castro 
(Moraceae), conhecida como gameleira, é uma espé-
cie arbórea de Floresta Estacional Decidual com dis-
tribuição geográfica descontínua, sendo restrita a 
afloramentos de rocha carbonática (CASTRO; RA-
PINI, 2006). O nome científico da espécie foi assim 
determinado em referência ao município Bom Jesus 
da Lapa no Estado da Bahia, local onde foi amostra-
do o exemplar utilizado para a primeira descrição 
botânica da espécie (coleta type). A cidade possui 
relevância regional, pois é visitada por muitos pere-
grinos católicos que acreditam que as grutas calcá-
rias de Bom Jesus da Lapa têm propriedades mila-
grosas (CASTRO; RAPINI, 2006). 

Os ambientes de ocorrência de F. bonijesula-
pensis são considerados críticos para a conservação, 
em virtude da extração das rochas principalmente 
pelas indústrias de cimento. Além disso, a Floresta 
Estacional Decidual sobre os afloramentos de rocha 
calcária possui considerável importância por apre-
sentar fisionomia e florística próprias, destacando-se 
pela extrema raridade, bem distintas das demais for-
mações do bioma da Caatinga (SANTOS et al., 
2008). Portanto, é importante a indicação de locais 
que possuem populações com atributos genéticos 
significativos, capazes de garantir a manutenção das 
linhagens evolutivas (ESU's, Evolutionary Signifi-
cant Unit) e discernindo entre as diferentes popula-
ções, quais seriam prioritárias para a conservação 
(MORITZ; FAITH, 1998). 

Para isso, as relações filogenéticas, associadas 
às distribuições geográficas (filogeografia), têm sido 
utilizadas para o entendimento dos processos de di-
versificação, permitindo testar as hipóteses da histó-
ria biogeográfica (BEHEREGARAY, 2008). Dife-
rentemente do genoma nuclear, o DNA cloroplastidi-
al (cpDNA) é geralmente de herança uniparental (em 
angiospermas é frequentemente maternal). Conse-
quentemente, a estrutura genética dos marcadores de 
cpDNA depende do fluxo de gênico via dispersão de 
sementes, já a estrutura genética dos marcadores 
nucleares depende do fluxo de gênico via dispersão 
de sementes e de pólen (PETIT et al., 1993). Por 
isso, os estudos de filogeografia têm se baseado prin-
cipalmente no polimorfismo do cpDNA, devido ain-
da à ausência de recombinação e à baixa taxa de mu-
tação (NEWTON et al., 1999). 

Para a aplicação das técnicas que visam obter 
o polimorfismo do cpDNA é necessário realizar a 
adequação da metodologia para a espécie que se pre-
tende estudar, pois nem sempre o método de extra-
ção de DNA para uma espécie é funcional para ou-
tras espécies (CSAIKL et al., 1998). Os ajustes vi-
sam escolher o tecido vegetal a ser macerado para 
obtenção do DNA (folhas ou caule), o método de 
extração ideal para obter DNA de alta qualidade e os 
pares de primers de cpDNA (MOOG; BOND, 2003; 
SHAW et al., 2007; NOVAES et al., 2009). A ade-
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quação de todas estas variáveis metodológicas são 
imprescindíveis por se conseguir resultados satisfató-
rios nos procedimentos de PCR e interpretação do 
polimorfismo do cpDNA. 

Assim, este trabalho teve como objetivo sele-
cionar métodos de extração de DNA para amplifica-
ção e testar primers universais de cpDNA, visando a 
inferência filogeográfica de Ficus bonijesulapensis. 
 
 
MATERIAL E MÉTODOS 
 
Amostragem 

Para a definição do protocolo de extração de 
DNA e seleção de primers de cpDNA da espécie 
foram amostrados 13 indivíduos em Bom Jesus da 
Lapa (BA), nas coordenadas 13°02’35”S e 43°
16’35”W, e 17 indivíduos em São Desidério (BA) 
nas coordenadas 12°22’52”S e 44°56’58”W. O nú-
mero de indivíduos amostrados se refere ao tamanho 
populacional da espécie no afloramento de rocha 
calcária de cada local. A distância entre as duas po-
pulações é de aproximadamente 195 km. A amostra-
gem dos indivíduos abrangeu a área de ocorrência 
dos indivíduos nos afloramentos de calcário. As a-
mostras foliares foram condicionadas em sacos plás-
ticos contendo sílica gel, identificados, e encaminha-
dos ao Laboratório de Conservação Genética de Es-
pécies Arbóreas da Universidade Federal de Lavras 
(UFLA). Em seguida estas foram armazenadas em 
freezer a -80 oC até o momento da extração do DNA. 
 
Extração de DNA 

A análise comparativa dos métodos de extra-
ção baseou-se no protocolo de CTAB (DOYLE; DO-
YLE, 1990) e no protocolo de Moog e Bond (2003): 
 
A) Protocolo CTAB 

Aproximadamente 1 cm2 de tecido foliar liofi-
lizado para cada amostra foram macerados em 600 
µL de tampão de extração (DOYLE; DOYLE, 1990), 
com modificações, adicionando-se 0,2% de β-
mercaptanol, areia lavada e PVP 
(polivinilpirrolidona), em um almofariz. O tampão 
de extração constituiu de 2% de CTAB 
(cetyltrimethylammonium bromide), 100 mM de Tris 
(pH 8,0), 20 mM de EDTA (pH 8,0), 1,4 M de NaCl 
e 1% PVP. O material macerado foi colocado em 
tubos no banho-Maria por 60 minutos a 65ºC. A pri-
meira extração dos ácidos nucléicos foi realizada 
com 600 µL de clorofórmio álcool isoamil (24:1), 
separando-se a fase orgânica da aquosa por centrifu-
gação a 12000 rpm por 10 minutos, e coletando-se o 
sobrenadante. Este foi transferido para novo tubo, no 
qual adicionaram-se 50 µL de solução 10% CTAB e 
1,4 M NaCl. À fase aquosa do novo tubo foram mis-
turados 450 µL de isopropanol gelado, sendo precipi-
tado por cerca de 3 horas no freezer. Após precipita-
ção do DNA centrifugou-se novamente por 15 minu-
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tos a 12000 rpm a uma temperatura de 4 ºC. A este 
material acrescentou-se 100 µL de etanol 70%, antes 
da centrifugação a 12000 rpm por 15 minutos a 4 ºC. 
O pellet foi deixado em temperatura ambiente para 
secar. Posteriormente, os ácidos nucléicos foram 
solubilizados em tampão TE (100 µL) [1 mM de Tris 
e 0,1 mM EDTA]. 
 
B) Protocolo Moog e Bond 

Cerca de 1 cm2 de tecido foliar liofilizado 
para cada amostra foram maceradas em 600 µL de 
tampão de extração (MOOG; BOND, 2003), com 
algumas modificações, adicionando-se areia lavada e 
PVP. O tampão constituiu de 100 mM de Tris pH 
8,0; 50 mM de EDTA 0,5 M pH 8,0; 500 m M de 
NaCl 5 M; 0,7% de SDS 7%; 50 µg.mL-1 de Protei-
nase K (10 mg.mL-1) e 50 µg.mL-1 de RNAse (10 
mg.mL-1). O material macerado foi colocado em 
microtúbulos de 1,5 mL, incubados em estufa a 37oC 
e deixados por aproximadamente 12 horas. Após este 
período, os tubos foram retirados da estufa, adicio-
nou-se 320 µL de NaCl 5 M, e após serem agitados 
(vortex), centrifugou-se por 5 minutos a 12000 rpm. 
Após serem retirados da centrífuga, pipetou-se a fase 
superior (aquosa) para um novo microtubo e adicio-
nou-se 800 µL de isopropanol gelado. As amostras 
foram então levadas ao freezer por 3 horas para pre-
cipitação do DNA. Após precipitação do DNA, cen-
trifugou-se novamente por 10 minutos a 12000 rpm a 
uma temperatura de 4 ºC. A este material acrescen-
tou-se 500 µL de etanol 70% e centrifugou-se a 4000 
rpm por 10 minutos (este procedimento foi realizado 
duas vezes). Fez-se então uma última lavagem, utili-
zando-se 500 µL de etanol 100%. O pellet foi deixa-
do em temperatura ambiente para secar. Finalmente, 
os ácidos nucléicos foram solubilizados em tampão 
TE. O DNA extraído foi submetido à eletroforese em 
gel de agarose 1,0% e corado em seguida em solução 
de brometo de etídio. 
 
Seleção de primers e Reação em Cadeia da Poli-
merase (PCR) 

Para a amplificação do cpDNA pela reação 
em cadeia da polimerase (PCR) foram testados pares 
de primers universais descritos por Taberlet et al. 
(1991), Demesure et al. (1995), Dumolin-Lapegue et 
al. (1997) e Shaw et al. (2007), para amplificação das 
sequências específicas do cpDNA (Tabela 1). Após a 
quantificação e diluição do DNA, as reações de am-
plificação foram conduzidas em termociclador Gene-
Amp PCR System 9700 (Applied Biosystems, CA). 
Foi utilizado um volume de aproximadamente 13 µL 
(PCR Mix) contendo: DNA (3 ng), tampão (10 mM 
de Tris-HCL, pH 8,3, 50 M KCl, 1,5 mM MgCl2), 
primers (0,5 µM de cada), MgCl2 (1,5 mM), soro 
albumina bovina-BSA (0,25 mg.mL-1), dNTP (0,25 
mM) e 1 unidade de Taq polimerase. A amplificação 
foi realizada seguindo o programa descrito em Grivet 
e Petit (2002): 4’ a 94 °C, seguido de 30 ciclos com 
45” de desnaturação a 94 °C, 45” de anelamento a 47 

– 62 °C (dependendo do par de primer), 1 a 4’ de 
extensão a 72 °C (dependendo do tamanho do frag-
mento a ser amplificado) e 10’ de extensão final a 72 
°C. Os produtos da PCR foram separados por eletro-
forese em géis de agarose 1,3%, corados com brome-
to de etídio, visualizados em luz ultravioleta e foto-
grafados. 
 
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

O método de extração de Moog e Bond mos-
trou-se mais eficiente na extração do DNA. O proto-
colo de Moog e Bond é mais rápido de ser executa-
do, enquanto o protocolo de CTAB é mais trabalho-
so, necessitando de maiores cuidados devido à vola-
tilidade e toxicidade do β-mercaptoetanol. Normal-
mente, os estudos de genética de populações em 
plantas e animais, por meio de técnicas moleculares 
(CAVALCANTE; LIRA, 2010) envolvem a avalia-
ção de um grande número de indivíduos, necessitan-
do-se de métodos práticos e rápidos de extração de 
DNA (WHITLOCK et al., 2008). Além disso, os 
estudos moleculares dependem diretamente da quali-
dade do DNA extraído, e nem sempre os protocolos 
de rotina são reproduzíveis em todas as espécies ve-
getais. 

Para a espécie Ficus bonijesulapensis, o mé-
todo Moog e Bond se destaca em relação ao protoco-
lo de CTAB devido à extração de DNA de alta quali-
dade, obtendo-se melhores resultados na amplifica-
ção do DNA para a maioria dos primers (Figura 1). 
Nas células vegetais a presença de polissacarídeos, 
fenóis e compostos secundários é o principal proble-
ma encontrado no isolamento e purificação do DNA, 
podendo inibir a ação da Taq polimerase no processo 
de amplificação do DNA (JIN et al., 1997). Além da 
praticidade e melhor qualidade do DNA extraído, o 
método Moog e Bond apresenta menor custo, com-
parado ao método CTAB.  

Os primers de cpDNA testados que apresenta-
ram melhor desempenho na amplificação foram HA, 
SG, BF, Q16, F32, FV, DT, CS, e JA (Tabela 1). 

O uso da reação da polimerização em cadeia 
(PCR) proporciona a amplificação dos segmentos do 
cpDNA de interesse, que são delimitados por dois 
iniciadores (ou primers), comumente com 20 bases 
na sequência (Tabela 1), que são complementares a 
dois sítios de nucleotídeos, um em cada fita do 
DNA, posicionados inversamente a uma distância 
geralmente não superior a 4 kb. As variações nos 
nucleotídeos do DNA devido à mutação (deleção, 
inserção ou inversão) podem ser detectadas por meio 
de diferentes métodos. Para isso, a variação genética 
do cpDNA tem sido revelada, na maioria das vezes, 
através de métodos de digestão de enzimas de restri-
ção do cpDNA inteiro (LUMARET et al. 2002) ou 
de regiões específicas do cpDNA (NOVAES et al., 
2010), utilizando pares de primers universais descri-
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DT

1     2     3   4 1     2     3     4

CTAB
MOOG & 

BOND

SG

CTAB
MOOG & 

BOND

1      2      3    4 1     2     3      4

HA BF

MOOG & 

BOND

MOOG & 

BOND
CTAB CTAB

1     2     3   4 1     2     3     4

1     2     3   4 1     2     3     4

DT

1     2     3   4 1     2     3     4

CTAB
MOOG & 

BOND

SG

CTAB
MOOG & 

BOND

1      2      3    4 1     2     3      4

HA BF

MOOG & 

BOND

MOOG & 

BOND
CTAB CTAB

1     2     3   4 1     2     3     4

1     2     3   4 1     2     3     4

Figura 1. Comparação entre os protocolos de extração de DNA pelo método CTAB e Moog e Bond e primers de cpDNA 
(DT, SG, HA e BF) por análise eletroforética. Utilizaram-se os mesmos quatro indivíduos na comparação que apresentaram 
desempenho na amplificação, conforme os primers da Tabela 1. 

Primer Abreviatura Sequência 5’ – 3’ pb Amplificação 

trnH 
HA 

GTT ATG CAT GAA CGT AAT GCT C 
495 SIM psbA CGC GCA TGG TGG ATT CAC AAA TC 

trnS 
SG 

GCC GCT TTA GTC CAC TCA GC 
844 SIM trnG GAA CGA ATC ACA CTT TTA CCA C 

rpl 20 
20-12 

CGY YAY CGA GCT ATA TAT CC 
884 NÃO 

rps 12 ATT AGA AAN RCA AGA CAG CCA AT 
psbB 

BF 
GTT TAC TTT TGG GCA TGC TTC G 

853 SIM psbF CGC AGT TCG TCT TGG ACC AG 

trnQ 
Q16 

GCG TGG CCA AGY GGT AAG GC 
1046 SIM rps16 GTT GCT TTY TAC CAC ATC GTT T 

ndhF 
F32 

GAA AGG TAT KAT CCA YGM ATA TT 
960 SIM rpl32 CCA ATA TCC CTT YYT TTT CCA A 

trnT 
TC 

GCC CTT TTA ACT CAG TGG TA 
3236 NÃO psbC GAG CTT GAG AAG CTT CTG GT 

trnF 
FV 

CTC GTG TCA CCA GTT CAA AT 
3511 SIM trnV CCG AGA AGG TCT ACG GTT CG 

trnV 
VL 

CGA ACC GTA GAC CTT CTC GG 
3850 NÃO rbcL GCT TTA GTC TCT GTT TGT GG 

trnC 
CD 

CCA GTT CAA ATC TGG GTG TC 
3167 NÃO trnD GGG ATT GTA GTT CAA TTG GT 

trnD 
DT 

ACC AAT TGA ACT ACA ATC CC 
1213 SIM trnT CTA CCA CTG AGT TAA AAG GG 

psbC 
CS 

GGT CGT GAC CAA GAA ACC AC 
1611 SIM 

trnS GGT TCG AAT CCC TCT CTC TC 
trnS 

SfM GAG AGA GAG GGA TTC GAA CC 
1254 NÃO 

trnfM CAT AAC CTT GAG GTC ACG GG 
psbJ 

JA 
ATA GGT ACT GTA RCY GGT ATT 

1040 SIM petA AAC ART TYG ARA AGG TTC AAT T 
trnT 

TF 
CAT TAC AAA TGC GAT GCT CT 

1754 NÃO trnF ATT TGA ACT GGT GAC ACG AG 

trnH 
HK 

ACG GGA ATT GAA CCC GCG CA 
1831 NÃO trnK CCG ACT AGT TCC GGG TTC GA 

trnK 
K2Q 

TAA AAG CCG AGT ACT CTA CCG TTG 
3075 NÃO trnQ CTA TTC GGA GGT TCG AAT CCT TCC 

Tabela 1. Sequência dos primers universais de cpDNA usados neste estudo, o tamanho esperado do fragmento amplificado 
em pares de bases (pb) e o desempenho na amplificação. 
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tos por Taberlet et al. (1991), Demesure et al. (1995), 
Dumolin-Lapegue et al. (1997) ou Shaw et al. 
(2007). 

O modo conservativo de evolução do cpDNA 
sugere que qualquer mudança em estrutura, arranjo 
ou conteúdo do genoma pode ter implicações filoge-
néticas significativas. Atualmente, observa-se o cres-
cimento de estudos filogeográficos em plantas que 
utilizam microsatélites de cpDNA (MAGRI et al., 
2007; FAY et al., 2009) ou o sequenciamento de 
pequenas regiões do cpDNA, como regiões intergêni-
cas não codificantes (RAMOS et al., 2009; COLLE-
VATTI et al., 2009; NOVAES et al., 2010). Na regi-
ão Neotropical, estudos recentes têm utilizado o poli-
morfismo do cpDNA para inferir sobre os padrões 
espaciais e temporais da fragmentação e dispersão 
das populações de plantas como consequência das 
variações climáticas durante a época do Pleistoceno 
(CAETANO et al., 2008; RAMOS et al. 2009; COL-
LEVATTI et al., 2009; NOVAES et al., 2010). 

 
 

CONCLUSÕES 
 

O método de extração de Moog e Bond é mais 
eficiente na extração do DNA de Ficus bonijesula-
pensis. Os primers de cpDNA testados que apresen-
tam melhor desempenho na amplificação são HA, 
SG, BF, Q16, F32, FV, DT, CS e JA. O método de 
extração e os primers selecionados irão subsidiar o 
estudo filogeográfico, importante para identificar os 
centros de diversidade genética e indicar áreas priori-
tárias para a conservação da espécie. 
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