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Resumo

O pinhdo manso é uma oleaginosa, da familia Euphorbiaceae, que tem grande
potencial para a producao de biodiesel. Este trabalho teve como objetivo utilizar
o protocolo geral de extracdao de DNA CTAB 2x para a espécie de pinhao
manso, visando estudos de diversidade genética através de marcadores de
AFLP. O DNA gendémico total foi isolado de folhas verdes e sadias de plantas
de pinhdo-manso, segundo protocolo do CTAB 2x com algumas adaptacdes
(500 mM Tris pH 8,0; 1,4 M NaCl; CTAB 0,2% (p/v); 2% &-mercaptoetanol;
20 mM de EDTA). A concentracao e a integridade do DNA genémico foram
observados em géis 0.8% de agarose, comparado a um DNA lambda de 30,
50 e 100 ng/uL. O protocolo CTAB 2x proporcionou a extracao de DNA
gendmico de boa qualidade, sem indicios de degradacdo para as 60 amostras
de pinhdo manso. A concentracédo estimada de DNA variou de 50 ng/uL a 200
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ng/iL, indicando que o protocolo proporcionou concentracées adequadas para
os trabalhos com PCR. As reacdes de AFLP com o DNA extraido com o
protocolo CTAB 2x foram eficientes, apresentando polimorfismo compativel
com outras espécies vegetais, indicando que o protocolo é eficiente para
extracao de DNA do pinhdo manso.
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Introducao

O Pinhdo manso (Jatropha curcas L.) é uma planta da familia Euphorbiaceae. O
género Jatropha possui cerca de 175 espécies distribuidas pela América
Tropical, Asia e Africa. Apresenta grande destaque entre as oleaginosas por ser
uma planta adaptada a diversos ambientes, rdstica, perene, pouco atacada por
pragas e doencas entre outros atributos, despertando interesse em diversos
setores (Saturnino, 2005).

Diversas técnicas de biologia molecular estao atualmente disponiveis para a
deteccédo da variabilidade genética ao nivel de seqiiéncia de DNA via PCR
(Polimerase Chain Reaction), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA),
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) e microsatélites visando a
deteccao de polimorfismo genético. Tais marcadores de DNA podem ser
utilizadas para as mais diversas aplicagGes, tanto no estudo de genética como
no melhoramento de plantas e animais (Ferreira e Grattapaglia, 1995). A
identificacao e caracterizacdo da diversidade genética de plantas por meio de
técnicas moleculares envolvem a avaliacdo de varios individuos, necessitando-
se, portanto, de métodos rapidos e precisos de extracdo do DNA.

Este trabalho teve como objetivo ajustar o protocolo geral de extracdo de DNA
CTAB 2x para a espécie de pinhdo manso (J. curcas L.), visando estudos de
diversidade genética através de marcadores de AFLP.

Material e Métodos

Foram coletadas folhas sadias de 60 acessos do pinhdo manso, das quais foi
extraido DNA gendmico segundo protocolo de CTAB 2x (Doyle e Doyle,
1990) com algumas adaptacdes (500 mM Tris pH 8,0; 1,4 M NaCl; CTAB
0,2% (p/v); 2% &a-mercaptoetanol; 20 mM de EDTA). Foi utilizada
concentracdo do 4-mercaptoetanol de 2%, um aumento de 10x em relacdo ao
protocolo padrao.
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Aproximadamente 100 mg de tecido foliar foi pulverizado em almofariz de
porcelana na presenca de nitrogénio liquido, para romper as paredes e
membranas celulares. Posteriormente, o tecido pulverizado foi coletado com
uma espatula de plastico descartavel, evitando-se contaminagao na tampa do
microtubo, para suspensao em 950 iL tampao de extracao CTAB 2x em
microtubos. Todas as amostras maceradas foram mantidas a temperatura
ambiente até a obtencao de um lote de para compor o rotor da microcentrifuga.
A suspensdo foi incubada a temperatura de 60 °C durante 30 minutos em
banho-maria e homogeneizada por inversado cuidadosa dos tubos a cada 10
minutos. Apés a retirada dos tubos do banho-maria, deixou-se esfriar por 5
minutos, adicionando-se 950 iL de Cloroférmio + Alcool Isoamilico) (24:1),
seguido da centrifugacdo das amostras por 10 minutos a 6000 rpm. A fase
aquosa superior foi transferida para um novo microtubo, adicionando-se 2/3 do
volume aliquotado (~320 iL) de alcool isopropilico (-20 °C) para a precipitacdo
dos acidos nucléicos. Os tubos foram mantidos no gelo por aproximadamente
30 min. Logo apés, centrifugou-se por 10 min a 11000 rpm, descartando-se o
sobrenadante em recipiente apropriado, utilizando-se uma capela de exaustao.
Esperou-se a evaporacao do alcool por 2h e o DNA foi diluido em 20 uL de TE
(10mM Tris-HCI, pH 8,0; 1TmM EDTA), armazenando-se em geladeira. No dia
seguinte, adicionou-se 10% do volume da solucdo de DNA de RNAse (10 mg/
uL) em cada microtubo e colocou-se em banho-maria a 37°C por 30 minutos.
As amostras foram armazendas a —20°C. Todo o material de extracao de DNA
(almofariz, pistilo e espatula de plastico descartavel) foi tratado com acido
cloridrico 3 N para evitar-se contaminacdes.

A concentracdo e a integridade do DNA gendmico foram observadas em géis
0.8% de agarose comum, comparando-se o DNA lambda de 30, 50 e 100 ng/
uL. Para cada amostra, foram aliquotadas 5 uL do DNA estoque e 3 uL do
tampao de carregamento (azul de bromofenol e glicerol), submetendo-se em
seguida a uma corrida em eletroforese a 100 V, por uma hora. O DNA
gendmico foi visualizado em transiluminador de luz UV e fotodocumentado por
meio do Sistema Digital Olympus.
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Resultados e Discussao

O protocolo CTAB 2x proporcionou a extracdo de DNA genémico de boa
qualidade, sem indicios de degradacao para as 60 amostras de pinhdao manso
(Fig. 1). A concentracao estimada de DNA variou de 50 ng/uL a 200 ng/iL
(Tabela 1), indicando que o protocolo proporcionou concentracées adequadas
para trabalhos com PCR. De modo geral as concentracdes de DNA para
trabalhos com PCR sdo de 10 a 20 ng/ul para RAPD, 20 a 30, ng/uL para
SSRs e 50 ng/uL para AFLP (Ferreira e Grattapaglia, 1995).

Tabela 1. Concentracdo DNA do Pinhdo-manso extraido pelo método do CTAB 2x.

Identificacdo Concentragao de DNA (ng/ul) Identificacao Concentracdo de DNA
(ng/u)
Triunfo 1 100 Tanzania 1 200
Triunfo 2 100 Tanzania 2 65
Triunfo 3 100 Tanzania 3 100
Triunfo 4 100 Tanzania 4 100
Triunfo 5 100 Tanzania 5 80
Brasil 1 250 Para 3. 1 100
Brasil 2 250 Pard 3. 2 100
Brasil 3 250 Pard 3. 3 100
Brasil 4 250 Para 3. 4 100
Brasil 5 250 Pard 3. 5 130
R. Dominicana 1 150 Pard 1.1 50
R. Dominicana 2 150 Pard 1. 2 50
R. Dominicana 3 100 Pard 1. 3 150
R. Dominicana 4 100 Pard 1. 4 60
R. Dominicana 5 125 Pard 1. 5 60
S. Paulo 1 50 Juazeiro 1 100
S. Paulo 2 100 Juazeiro 2 150
S. Paulo 3 100 Juazeiro 3 100
S. Paulo 4 100 Juazeiro 4 100
S. Paulo 5 100 Juazeiro 5 50
Janauba 1 50 Paraguai 1 100
Janautba 2 100 Paraguai 2 175
Janauba 3 200 Paraguai 3 200
Janauba 4 100 Paraguai 4 200
Janauba 5 100 Paraguai 5 100
Pard 2. 1 50 Petrolina 1 50
Paré 2. 2 100 Petrolina 2 50
Pard 2. 3 200 Petrolina 3 50
Paréd 2. 4 200 Petrolina 4 50

Pard 2. 5 150 Petrolina 5 60
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Fig. 1. Géis de agarose 0,8% corado com brometo de etidio, com padrdes de
30, 50 e 100 ng e volume de a-mercaptoetanol etanol 0,2% (A) e 2% (B).

O objetivo de qualquer protocolo de extragcdo é a obtencao de DNA de alta
qualidade, em quantidade, de forma rapida e eficiente. Os protocolos de
extracao devem evitar a degradacao do DNA pelas DNAses, eliminar os
polissacarideos que inibem a acdo de enzimas, e eliminar as substancias
fendlicas ou outros compostos secundéarios que podem danificar o DNA.
Geralmente, o que se observa é o uso de protocolos com algumas modificacdes
visando resolver problemas metodolégicos da espécie em estudo (Ferreira e
Grattapaglia, 1995).

Reacdes de AFLP com o DNA extraido com o protocolo CTAB 2x foram
eficientes (Fig. 2), apresentado polimorfismo compativel com outras espécies
vegetais, indicando que o protocolo é eficiente para extracdo de DNA do
pinhdo manso.

Fig. 2. Gel de poliacrilamida 6% com amostras de DNA de pinhdo-manso segundo
protocolo AFLP.
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