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RESUMO

O principal interesse pela ricinocultura, atualmente, reside na produgéo de biodisel; no entanto, existem
varias outras aplicagdes como: produgéo de plasticos, tintas e lubrificantes. Esta também assume um
papel sécio-econdmico importante em algumas regides do Brasil. Uma das maneiras de se aumentar a
producdo desta cultura € através dos programas de melhoramento, para isso, ndo bastam apenas
estudos de caracteres morfolégicos, mas sim estes associados a caracterizagdo a nivel molecular.
Para este tipo de analise se faz necessario extrair DNA em qualidade e quantidade adequadas de
forma rapida e eficiente. O objetivo deste estudo foi testar protocolos de extragdo de DNA para
mamoneira, visado uma boa quantificagdo e uma melhor qualidade do DNA extraido. Para tal, foram
utilizados seis métodos de extracdo (Ferreira e Grattapaglia; Ferreira e Grattapaglia, sem tampéo de
precipitacdo; Ferreira e Grattapaglia, sem tamp&o de precipitacdo e com tratamento de RNAse A no
meio da extragdo; Murray e Thompson; Dellaporta; Romano) obtendo-se resultados positivos com
todos os protocolos testados; no entanto, verificou-se que o protocolo de apresentou melhor
concentrag@o de DNA em relagéo aos outros.

INTRODUGAO
Dentre as espécies da familia das Euforbiaceas, a mamoneira (Ricinus communis L.) tem se
destacado como objeto de estudos devido sua vasta amplitude de utilizagdo. Desde os tempos mais
remotos o0 6leo extraido de suas sementes, apesar de impréprio para o consumo humano, € utilizado
como matéria-prima para a produgdo de medicamentos. Atualmente, devido a sua versatilidade, uma
gama de produtos industrializados e farmacéuticos atraem novos mercados consumidores além da
perspectiva de sua utilizagao para a sintese de biodiesel (FREIRE, 2001).

As técnicas de biologia molecular vém sendo amplamente utilizadas na caracterizagdo de

espécies vegetais e na identificagdo de polimorfismos intra-especificos. De acordo com FERREIRA ¢ -

GRATTAPAGLIA (1995) estes dados, quando combinados a métodos classicos de genética e
melhoramento, vem abrindo novas perspectivas para a ampliagdo do conhecimento e para a
aceleragéo de programas destas areas.

Para a aplicagdo destas técnicas moleculares, inicialmente se faz necessario isolar o DNA
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vegetal. Segundo ROMANO e BRASILEIRO (1999), independente do tipo de estudo molecular, as

preparagdes de DNA devem produzir amostras puras suficientes para n&o inibir os tratamentos

enzimaticos ou causar interferéncias nos padrdes de migragao em gel de eletroforese.
O presente trabalho teve por objetivo testar e comparar protocolos para a extragdo de DNA da

mamoneira, visando identificar o que apresentou melhores resultados

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido na Embrapa Algod&o, localizado na cidade de Campina
Grande - PB, no periodo de junho a agosto de 2004. Foram utilizados quatro genétipos do Banco Ativo
de Germoplasma (BAG) da mamoneira (CM-2000, CSRN-142, CSRN-226 e CSRN-393), cultivados em
camara de crescimento, aclimatados a 25°C, exceto 0 acesso CM2000 que foi coletado a campo de
uma planta adulta. Para a extragdo do DNA gendmico, foram coletados aproximadamente 300mg de
tecido foliar (folhas permanentes e jovens), em tubos de microcentrifuga de 1,5mL e submetidos
imediatamente a nitrogénio liquido. Com o auxilio de um basté&o de vidro, previamente resfriado em
nitrogénio liquido, as amostras foram maceradas até a obtengdo de um pé bem fino. A extragdo de
DNA total das amostras seguiu as metodologias descritas por: ( (1) DELLAPORTA et al., 1993; (2)
FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998; (3) FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998 modificado (sem
tampao de precipitagdo); (4) FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998 modificado (sem tampédo de
precipitacdo e com tratamento de RNAse A no meio da extracéo); (5) MURRAY e THOMPSON, 1998 e
(6) ROMANO, 1998)

O protocolo 4 foi baseado no descrito por Ferreira e Grattapaglia, 1998, sendo introduzida de
uma etapa de tratamento com RNaseA durante o procedimento de extragéo, apds os tubos terem sido
retirados do banho-maria & 65°C, de modo a evitar perdas de DNA durante o processo de tratamento
com RNAse realizado anteriormente ao final da extragdo. Exceto as amostras ao qual foram extraido o
DNA a partir do protocolo 4, por ja ter ocorrido o tratamento com a RNAse A, as demais amostras
submetidas aos protocolos acima citados foram tratadas com RNAse A, conforme descrito:

Tratamento com RNAse: Foram aplicados 4uL de RNAse A e deixada a 30 minutos a
temperatura ambiente. Adicionaram-se 100uL de cloroférmio-alcool isoamilico 24:1 e agitaram-se as
amostras, por inversdo, durante 5 minutos, ou até obter-se uma emulséo homogénea. Centrifugou-se a
7.000g, 4°C, durante 5 minutos. Transferiu-se a fase aquosa (superior) para novos tubos. Adicionou-se
0,1 do volume de NH4OAc 3,5 M e misturou-se por inversdo. Adicionaram-se 2,5 volumes de
isopropanol (-20°C) e misturou-se por inversdo dos tubos. Estes foram incubados a -20°C por 30

minutos. Centrifugaram-se as amostras a 7.000g, 4°C, por 10 minutos. Lavou-se duas vezes o
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sedimento com 500L de etanol 70%, gelado, centrifugando-o por 5 minutos. Lavou-se o sedimento

com 300uL de etanol 95% (ou absoluto) gelado, centrifugando-o por 3 minutos. Por fim, desprezou-se o
sobrenadante, deixando o sedimento secar ao ar livre. Em seguida, foi ressuspendido em 100uL de
agua MilliQm™.

A concentragdo das amostras de DNA foi realizada por espectrofotometria, onde:

[DNA] = D.0.260 X 50ng/uL X FD, sendo FD igual a fator de diluicdo. Para cada amostra foram
utilizados 2uL de DNA total, ajustando-se o volume para 500uL com agua MilliQ™, obtendo-se entdo

um fator de diluigdo de 250.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos pdde-se verificar que utilizando-se os protocolos
descritos foi possivel extrair DNA total de mamoneira; observou-se, através da quantificagdo por
espectrofotometria (Tabela 1), que a metodologia que apresentou melhor resultado foi a descrita por
FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998, no caso o protocolo 2, que gerou em média 1262,40ng/ulL. Foi
observado também, que apesar de terem sido empregados 300mg de tecido vegetal para o processo
de extragdo, ocorreu uma variagdo entre cada acesso empregado. Esta variagdo pode estar
relacionada com a idade da planta, tendo em vista que a amostra de tecido vegetal do acesso CM2000
foi coletada a campo de uma planta adulta e, as demais, coletadas de plantas em estadio inicial de

desenvolvimento cultivadas em camara de crescimento sob condigdes controladas.

Tabela 1. Quantificagdo de amostras de DNA de mamona extraidas com diferentes protocolos por
espectrofotometria,

D.O. . D.O. .
Acesso/Protocolo 260 280 320 [DNAJ2  Acesso/Protocolo 260 280 320 [DNA]
CM 2000/1 0,125 0,02 0,037 1562,5 CM 2000/ 4 0,183 0,07 0,022 22875
CSRN 393 /1 0,026 0,020 0,010 3250 CSRN 393/4 0,040 0,029 0,012 5000
CSRN 226 /1 0,069 0,045 0,017 8625 CSRN 226/ 4 0,076 0,050 0,020 950,0
CSRN 142 /1 0,066 0,036 0,012 700,0 CSRN142/4 0,086 0,054 0,019 1075,0
CM 2000/ 2 0,108 0,064 0,015 1350,0 CM 2000/5 0,028 0,024 0,012 3500
CSRN 393 /2 0,035 0,026 0,014 4375 CSRN 393/5 0,014 0,016 0,009 1750
CSRN 226 /2 0,212 0,116 0,017 2650,0 CSRN 226 /5 0,017 0,017 0,011 2125
CSRN 142 /2 0,049 0,035 0,016 6120 CSRN 142/5 0,011 0,016 0,013 1375
CM 2000/3 0,098 0,057 0,011 12250 CM 2000/ 6 0,096 0,070 0,033 1200,0
CSRN 393/3 0,025 0,018 0,009 3125 CSRN 393/6 0,004 0,011 0,011 50,0
CSRN 226 /3 0,014 0,009 0,000 175, CSRN 226/ 6 0,006 0,012 0,011 75,0
CSRN142/3 0,015 0,011 0,004 1875 CSRN 142/6 0,017 0,021 0,018 2125

aConcentragdo de DNA em ng/uL

CONCLUSOES
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e O protocolo que apresentou melhor resultado com relagdo a massa de DNA obtida foi o de Ferreira
e Grattapaglia, (1998).
¢ Novos ensaios devem ser realizados a fim de confirmar que a idade da planta realmente influencia

na recuperagéo de uma massa maior de DNA durante o processo de extragéo.
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