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RESUMO:

Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae), é utilizada na
produgdo de biodiesel. Objetivou-se ajustar o
protocolo de extracdo de DNA vegetal de Doyle e
Doyle (1987) e medir a eficiéncia do corante
fluorescente de acidos nucléicos GelRedTM,
considerado de baixo risco para a saude humana,
em substituicao ao Brometo de Etidio (EtBr), na
visualiza¢do de DNA extraido de Jatropha curcas
L. As extracdes de DNA foram realizadas nos
laboratorios da Universidade Federal do Piaui, em
Parnaiba, e no da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria, em Teresina, Piaui. GelRedTM
revelou-se nitido para a visualizagdo das bandas,
conferindo uma opg¢ao na substituicdo do EtBr.
Palavras-chave: brometo de etidio,

ABSTRACT:

Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae) is used in the
production of biodiesel. Aimed to adjust the plant
DNA extraction protocol of Doyle and Doyle
(1987) and measure the efficiency of fluorescent
dye GelRedTM nucleic acids, considered low risk
to human health, replacing Ethidium Bromide
(EtBr) in DNA extracted from viewing Jatropha
curcas L. DNA extractions were performed in the
laboratories of the Federal University of Piaui,
Parnaiba, and the Brazilian Agricultural Research
in Teresina, Piaui. GelRedTM proved to be clear
for viewing the bands, giving an option to replace
the EtBr.

Keyword: ethidium bromide, spectrophotometric,
biodiesel

espectrofotometria, biodiesel.

1. Introducao

O pinhéo manso (Jatropha curcas L.) ¢ uma das fontes de bioenergia mais promissora. Esta
oleaginosa de origem tropical é produtora de 6leo e bem adaptada a diversas regides do Brasil. E de
polinizacgdo cruzada e apresenta individuos com 22 cromossomos (2n=22), (Carvalho et AL, 2008)

De acordo com Dange et al. (2006) e Sharma (2006), o pinhdo manso apresenta vantagens especiais
que o destacam como fonte de matéria-prima para a producado de biodiesel, tais como, o fato de ser
uma fonte de energia renovavel, promover o balango de didxido de carbono do ambiente, emitir
menos poluentes que os combustiveis fosseis, apresentar tecnologia simples de producao de
combustivel, possuir elevado conteido de dleo nas sementes comparativamente a outras espécies
com potencial para biodiesel. Além disso, segundo os autores, o pinhdo ¢ capaz de sobreviver as
mais variadas condi¢des ambientais devido a dorméncia de suas sementes, tem um curto periodo
para o inicio de producao, ¢ uma planta perene.

O uso do pinhdo manso na producao do biodiesel traz grandes possibilidades e perspectivas para o
crescimento das areas de plantio dessa cultura no semidrido nordestino, no qual ainda existem

poucos estudos relativos a sua completa caracterizagao morfoldgica e molecular (DANTAS et al
2009).
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Apesar das caracteristicas citadas, sua domesticagdo teve inicio somente nos ultimos 30 anos, €
ainda ndo foram desenvolvidos cultivares dessa planta.

Um dos métodos mais eficientes para se descrever uma espécie ¢ estudando a sua diversidade
genética através de caracteristicas fenotipicas e moleculares. Estas sdo informagdes importantes para
que se possam conduzir programas de conservagdo e melhoramento genético das espécies, inclusive
para o pinhdao manso.

Existem varias metodologias disponiveis para o isolamento de DNA gendmico de plantas, mas, na
pratica, esses procedimentos sdo empiricos em funcao da variabilidade existente na composi¢ao do
tecido vegetal utilizado. Os métodos convencionais simples de extragdo ndo sao necessariamente
reproduziveis para todas as espécies, sendo necessarias adaptacdes e modificagdes.

Um dos protocolos mais utilizados para a extragdo de DNA vegetal ¢ o baseado no uso do detergente
CTAB descrito por Doyle e Doyle (1987). A maioria dos protocolos descritos que utilizam esse
protocolo de CTAB padrao realizam algumas alteragdes, visando resolver os problemas especificos
da espécie em estudo.

Os métodos mais utilizados com sucesso para diferentes espécies sao os que derivam basicamente
do método descrito por Dellaporta et al. (1983), e aqueles baseados no uso do detergente CTAB
(brometo de ciltetrametilamonio), descrito por Doyle e Doyle (1987), onde esse detergente
solubiliza as membranas, formando com o DNA um complexo que facilita uma posterior
precipitagdo (WEISING apud ROMANO e BRASILEIRO, 1999; DANTAS, 2011).

A principal diferenga entre os protocolos de extracdo de DNA de plantas estd na composi¢ao do
tampao de extragdo que, normalmente integra um agente tamponante para estabilizar o pH em torno
de 8; um sal para dissociar as proteinas do DNA; um detergente para solubilizar as membranas e
auxiliar na inativacao de algumas enzimas; e um inibidor de DN Ases para proteger o DNA
(BERED, 1998).

Os principais problemas encontrados no isolamento do DNA vegetal sdo, geralmente, relacionados
ao co-isolamento de polissacarideos, substancias fenolicas e compostos secundarios (VIDAL et al
2003). Além disso, durante a realizagao desses protocolos sdo utilizadas substancias que exigem
cuidados especiais durante o seu manuseio e estocagem. Por exemplo, o nitrogénio liquido, que
necessita de uma camara especial para o seu armazenamento, ou o corante de acidos nucléicos
brometo de etidio, que ¢ uma substincia carcinogénica e mutagénica, o que implica cuidados de
biosseguranga nao somente do manipulador, mas de todos que compartilham o uso do laboratério,
cujos cuidados incluem, o uso de mascara, luvas, 6culos de protecdo, além de um ambiente isolado
para este fim (TEIXEIRA, et AL, 1998).

Atualmente sugerem-se alternativas para a substituicao do brometo de etidio. O corante GelRedTM
configura-se como uma destas opcdes pelo fato de ndo apresentar risco a saude, ser de facil
manuseio e descarte, por ser ultrassensivel, extremamente estavel e ambientalmente seguro
(BIOTIUM,INC.,2011).

Faz-se necessario entdo, protocolos de purificagdo de DNA ideais para cada organismo, capazes de
extrair DNA em qualidade e quantidade adequadas, de forma rapida e eficiente, além da
identificacdo de marcadores que permitam quantificar a variabilidade genética destes
(DANTAS,2011, XAVIER et AL., 2004).

O presente trabalho teve como objetivo geral o ajuste do protocolo de extragdo de DNA de Doyle e
Doyle (1987) tornando-o mais especifico para o pinhdo manso (Jatropha curcas L.), utilizando o
corante de nucleotideos GelRedTM visando a obtengdao de DNA de alta qualidade, em quantidade,
de forma répida e eficiente. Gerar dados que serdo suporte para um estudo de caracterizagao
molecular e um posterior estudo de divergéncia genética que ira sugerir dentre estas variedades
promissoras possiveis progenitores em um programa de melhoramento genético a ser desenvolvido
nesta regiao.

2. Metodologia da Pesquisa

A coleta dos 18 acessos de pinhdo manso (Jatropha curcas L.) foi realizada no Perimetro Irrigado
dos Tabuleiros Litoraneos do Piaui, localizado a 2°55' de latitude Sul e 41°50' de longitude Oeste, a
40 metros acima do nivel do mar, na cidade de Parnaiba. Possui os seguintes tipos de solo: latossolo
amarelo, podzoélico vermelho amarelo e areia quartzosa, As folhas jovens foram coletadas e
armazenadas em gel de CTAB 2x, depositadas em geladeira no Laboratdrio Células e Moléculas da
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Universidade Federal do Piaui, Campus Ministro Reis Veloso, Parnaiba PI, e posteriormente
procedeu-se a extracdo de DNA genomico.

2.1. Extracao e Visualizacdo do DNA Genomico

As extragoes e visualizagdes foram realizadas no Laboratério de Células e Moléculas da
Universidade Federal do Piaui, Campus Ministro Reis Veloso, Parnaiba PI, assim como na Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecudria, EMBRAPA, no Laboratério de Biologia Molecular, Teresina,
PL

O DNA gendmico das folhas foi extraido utilizando-se como base o método proposto por DOYLE e
DOYLE, 1987, com modificagdes.

Fez-se uso para a extragdo de DNA 500 pg de folhas frescas, maceradas na presenga de 200 ul de
CTAB 2x. Depois de macerado o material foi transferido para microtubos Eppendorf de 1,7 ml
contendo 800ul de CTAB 2x + 4pul de - mercaptanoetanol previamente aquecidos em banho-maria
durante 10 min a 60-64°C, homogeneizado e deixados em banho-maria por 20 min com a mesma
temperatura. Posteriormente, adicionou-se 800l de solug@o de cloroformio/alcool isoamilico (24:1)
as amostras e levadas ao shaker durante 1 hora. Em seguida, centrifugou-se as amostras a 13000 rpm
por 5 min a temperatura ambiente, retirou-se o sobrenadante para um novo microtubo Eppendorf de
1,7 ml, no qual foi adicionado 2/3 ou mais do volume, aproximadamente 500ul, das amostras de
isopropanol gelado e deixado as amostras em freezer de um dia para o outro. Retornou-se as
amostras a temperatura ambiente e centrifugou-se a 13000 rpm por 5 min a temperatura ambiente
seguido do descarte da parte liquida por inversdo, deixando somente o pellet, e da lavagem do
material com alcool etilico 70%, aproximadamente 400 pl, homogeneizando bem por 5 min,
centrifugando-se novamente por 5 min a 13000 rpm e descartando-se o dlcool. Esse processo de
lavagem foi repetido 2 vezes. Apos a lavagem as amostras secarem com os microtubos Eppendorf
abertos de um dia para o outro e, para finalizar a extracdo, foram ressuspendido em 100 ul de TE -
BORATO 100 em até 48 horas.

O DNA extraido dos acessos de pinhdo manso foram corados com GelRedTM, diluido a 1:1000 (1
ul de GelRedTM para 1000 pl de dgua miliQ), numa propor¢ao de 1 pl de GelRedTM, 2 ul de
corante (azul de bromotimol) e 5 pl de amostra no poco do gel; e brometo de etidio, 2 ul de EtBr
misturado ao gel, 2 pl de corante (azul de bromotimol) e 5 pl de amostra no pogo do gel, em géis de
agarose 0.8% (0,8g de agarose para 100 ml de TBE 0,5X — Tris-Borato 0,045 mM, EDTA 1 mM pH
8,0). Os acessos foram expostos a corrida em eletroforese, a 120 V.

As bandas resultantes das corridas foram observadas em um transluminador UV LTB — 20X20ST. O
registro dos resultados foi realizado utilizando sistema de foto-documentacao. As foto-
documentacgdes dos géis corados com EtBr e GelRedTM foram realizadas, respectivamente, no
Laboratorio Células e Moléculas da UFPI, pelo sistema de captura de imagem L-PIX — HE da
Loccus do Brasil, e no Laboratorio de Biologia Molecular da EMBRAPA.

Posteriormente a extragdo, visualizacao e registro do DNA gendmico foi realizada a anélise
espectrofotométrica.

2.2. Analise Espectrofotométrica

A analise espectrofotométrica foi realizada na EMBRAPA, Teresina, PI. Foram analisados os 18
acessos de pinhao manso no equipamento NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific),
que quantifica acidos nucléicos quantitativamente e qualitativamente, sem distingdo de DNA e
RNA, assim como proteinas, polissacarideos, medindo assim a pureza do material.

Para a determinacdo da concentracdo de DNA foi utilizada a leitura em espectrofotdometro, medindo-
se a absorbancia em comprimento de onda de 260 nm (A260)

Para se obter a concentragao de DNA de cada amostra foi feita a leitura na absorbancia com
comprimento de onda de 260 nm, que mede a quantidade de 4cidos nucléicos presente na amostra,
em seguida a leitura foi feita na absorbancia de 280 nm, que mede a quantidade de polissacarideos
na amostra. A razao entre as leituras A260 e A280 em um DNA puro deve estar entre 1,8 e 2,0.
Razao menor significa contaminag¢do com proteinas, razdo maior indica contaminacdo com fenol.

A quantidade e qualidade de DNA extraido dos 18 acessos de pinhdo manso foi verificada por meio
de espectrofotometria e por migracdo de 5 pl das amostras em gel de agarose 0,8% corados com 2ul
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de EtBr e 1ul de GelRedTM, realizado, respectivamente, no Laboratorio Células e Moléculas da
UFPI, e no Laboratodrio de Biologia Molecular da EMBRAPA.

3. Resultados e Discussao

O detergente CTAB 2x utilizado durante a coleta dos acessos permitiu a conservacao do material
fresco por todo o periodo de testes, na forma de gel, sendo os 4acidos nuclé€icos suficientemente
preservados de degradacdo, como indicado no resultado do gel de agarose nas Figuras 1 € 2, e na
analise espectrofotométrica na Tabela 1, assim como na sua utilizagdo durante a maceracao do
material. Uma vantagem ¢ o melhor manuseio assim como uma mais fécil estocagem desse
detergente se comparado, por exemplo, com o nitrogénio liquido, que exige uma camara propria
para seu armazenamento.

As amostras dos 18 acessos de pinhao manso foram avaliadas quanto a concentragdo de DNA obtida
no processo de extragcdo pela leitura em gel de agarose e posterior comparagdo com a leitura
espectrofotométrica.

A analise da integridade e qualidade dos DNAs extraidos, verificada pela eletroforese em gel de
agarose 0,8%, corados com GelRedTM e EtBr, esta apresentada, respectivamente, nas Figura 1 e
Figura 2.

Conforme podemos constatar pela analise da Figura 1, existe nas amostras uma contaminagao por
polissacarideos, que, de acordo com Romano e Brasileiro (1999), pode ser observada pela retengdo
de DNA no poco do gel.

Virios autores como, Kidwell e Osborn; Mercado ef al. apud Barbosa (2009); Romano e Brasileiro
(1999), descrevem problemas no isolamento e purificagdo de DNA vegetal de boa qualidade, sendo
estes resultantes principalmente do co-isolamento de polissacarideos, compostos fenolicos e
compostos secundarios. Os polissacarideos sao dificeis de serem retirados durante a extragao de
DNA genomico. O detergente CTAB ¢ utilizado para esse fim, ja que polissacarideos e 4cidos
nucléicos possuem solubilidade diferenciada na presenca desse detergente. O uso de gradiente de
cloreto de césio (CsCl) durante a extragdo do material genomico vegetal também configura-se como
uma alternativa para a remog¢ao dos polissacarideos (ROMANO e BRASILEIRO, 1999).

Observa-se no gel de agarose corado com GelRedTM (Figura 1) a formagao de rastro de DNA
degradado, que, segundo Romano e Brasileiro (1999), pode ser efeito de degradagdo por DNAses ou
pela quebra mecanica durante a extragdo com cloroférmio. Além da formagao de bandas de RNA,
efeito da falta do uso de RNAses durante a extragdo do DNA dos acessos.

Os resultados obtidos com a leitura do gel corado com o EtBr (Figura 2), reafirmam os resultados da
extracdo do DNA genomico de folhas jovens de pinhao manso, uma vez que podem ser observados
no gel a retengdo de DNA no poco, indicando a presenca de polissacarideos nas amostras, € a
formagao de rastro de DNA degradado, formado pela acdo de DN Ases ou pela quebra mecanica
durante a extracdo. Porém o gel corado com GelRedTM se mostrou mais eficiente em permitir a
visualizagao destas contaminagdes, além do fato de o gel corado com EtBr nao evidenciar a
contaminagdo das amostras por RNA. Este resultado sugere uma maior eficiéncia no uso de
GelRedTM em comparagdo com o EtBr, uma vez que o padriao das bandas foi equivalente ¢ a
analise feita pelo gel corado com GelRedTM mostrou ser mais completa na obtencao de
informagdes sobre a qualidade do DNA extraido.

Obteve-se a leitura realizada em gel de agarose a partir da observagao de fragmentos de DNA pela
comparagdo com marcadores de peso molecular. Estes permitem inferir uma estimativa visual do
tamanho dos fragmentos presentes nas amostras analisadas. O tamanho e intensidade dos fragmentos
produzidos pelas amostras de DNA extraidas dos acessos de pinhao manso foram comparados com o
fragmento produzido pelo marcador de peso molecular e pelo ladder 100 pb (Ludwing Biotec),
indicando uma menor quantidade de 4cidos nucléicos em comparacao ao ladder.

A concentra¢cdo de DNA de cada amostra foi feita a partir da leitura na absorbancia com
comprimento de onda de 260 nm, em seguida a leitura foi feita na absorbancia de 280 nm, onde,
segundo Beltrao et al. (2007), medem, respectivamente, a quantidade de acidos nucléicos ¢ a
quantidade de polissacarideos presentes nas amostras. A relagao existente entre a leitura a 260 nm e
280 nm (A260/A280), permite estimar a pureza da amostra de DNA (PIRES, 2008).

A concentragdo média de DNA extraido das folhas dos acessos de pinhdao manso pelo protocolo
adaptado de Doyle e Doyle (1987) esta apresentada na Tabela 1, assim como as leituras na
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absorbancia com comprimento de onda de 260 nm e 280 nm, ¢ as relagdes entre elas, A260/A280.

O valor médio para a razao entre os picos de absorbancia na analise espectrofotométrica a 260 nm e
a 280 nm encontrados para as solugdes de acidos nucléicos extraidas de folhas jovens das plantas de
pinhdo-mando foi de 2.0085, aproximadamente, 2,01. O que configura, de acordo com os valores
descritos por Sambrook et al. (1989); Conde (2008), amostras de DNA de boa qualidade, com
elevado grau de pureza, chegando bem proximo dos valores ideais para as razoes de absorbancia
A260/A280, que ¢ de 1,8 e 2, apresentando apenas uma pequena quantidade de contaminagdes.

Valores menores ou maiores podem indicar contaminagdes nas amostras testadas. Quanto a essas
contaminagdes existem divergéncias, pois alguns autores afirmam que valores menores que essa
razdo indicam contaminagao por proteinas e fendis (SAMBROOK et al. 1989; RAMOS, 2009),
outros afirmam que valores menores indicam contamina¢ao apenas por proteinas e valores maiores
indicam contaminacio por fendis (BELTRAO et al. 2006; CHIARI et al. 2009).

O B-mercaptanoetanol utilizado durante a extracdo do DNA genomico do pinhao manso configura
uma solucdo para evitar a agdo dos fenois, segundo Romano e Brasileiro (1999), o que sugere que as
amostras extraidas estejam livres desses contaminantes. Segundo os autores o cloroférmio desnatura
as proteinas tornando-as insoliveis a fase aquosa, onde se encontram os acidos nuclé€icos.

Fato € que, as razdes de A260/A280 com valores entre 1,8 e 2, indicam um DNA puro, com
auséncia de compostos fenolicos, contaminacao por proteinas e carboidratos.

Os dados obtidos com a quantifica¢do de 4cidos nucleicos (Tabela 1) indicam um grau de pureza
elevado, apresentando uma pequena quantidade de contaminacao por polissacarideos, como
observado na leitura dos géis de agarose (Figurasl e 2). Com exceg¢do do acesso 3, fora da razdo de
pureza ideal, apresentando contaminacdo do DNA gendmico.

Pode-se observar uma grande variagao nos resultados da leitura do gel em relagdo a andlise
espectrofotométrica, que indicou uma grande quantidade de acidos nucléicos nos acessos, enquanto
que a leitura do gel sugere um valor bem menor. Como os acessos 9, 11 e 18 que apresentaram as
maiores concentracdes de acidos nucléicos, ou o acesso 15 que apresentou o maior grau de pureza
na andlise espectrofotométrica, diferindo dos resultados obtidos com as leituras em géis de agarose.

Essa diferenca encontrada na quantidade de acidos nucléicos da leitura em gel e da analise
espectrofotométrica pode ser explicada pela presenca de contaminagdo das amostras por RNA,
consequéncia da nao utilizagdo de RNAses durante o processo de extragdo do DNA gendmico dos
acessos. Fato esse que pode ser comprovado por ndo haver, na espectrofotometria, distingao entre
DNA e RNA durante a quantifica¢do dos acessos.

Segundo GASPARETTO e BARBOSA-TESSMANN (1995), as principais vantagens do método
espectrofotométrico € o fato de permitir mensuragdes quantitativas, comparagdes diretas e a
eliminagdo da subjetividade. Os espectrofotometros sdo significativamente mais acessiveis, em
termos de custo, quando comparado a outros equipamentos utilizados em técnicas analiticas,
permitindo aos laboratdrios de pequeno e médio porte, entdo, dispor desses equipamentos, cuja
utilizagdo ¢ relativamente simples. As analises espectrofotométricas sdo seguras, faceis de serem
executadas, rapidas e de baixo custo.

Ambos os métodos podem apresentar desvantagens que podem interferir na analise dos resultados
obtidos. A analise realizada em gel de agarose pode ser menos precisa que a com o
espectrofotometro, pois depende da observagdo de fragmentos e comparacdo com marcadores de
peso molecular conhecido, fato que, pode ocasionar desigualdade nos resultados das concentragdes
em relacdo as medidas no espectrofotometro.

J& a espectrofotometria, realiza a quantificagdo de acidos nucléicos sem haver distingao entre DNA e
RNA durante a analise dos acessos. Fato esse que pode explicar a diferenca observada quando
comparado os resultados obtidos no presente trabalho com a quantificagdo espectrofotométrica e a
leitura do gel de agarose.

4. Conclusao

O gel de CTAB 2x mostrou ser eficiente para os fins determinados, conservacao do material durante
e pos-coleta.

As modificacdes feitas ao protocolo de Doyle e Doyle (1987) tornaram possivel a extragdo de um
DNA gendmico de boa qualidade, obtido de forma eficiente, simples e objetiva, permitindo o seu
uso em posteriores analises e amplificacdes. Para obten¢do de melhores resultados sugere-se ainda o
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uso de RNAse e Proteinase K durante o processo de extragao do DNA genomico visando-se a
obten¢ao de um DNA de melhor qualidade e com maior grau de pureza. Estas substancias
necessitam de altas temperaturas para ativa-las, podendo ser inseridas no inicio do processo de
extracao, indo para o banho-maria juntamente com o material macerado e s6 posteriormente
acrescentando o CTAB 2X e o -mercaptanoetanol.

O corante de acidos nucléicos GelRedTM mostrou ser um excelente substituto para o brometo de
etidio, uma vez que obteve-se 6timos resultados na coloragdo de géis corados com o mesmo,
apresentando ainda as vantagens de ndo ser mutagénico, e ser manuseado e descartado com menos
riSCOS.

A partir dos resultados obtidos com os testes de concentragdes do gel de agarose, assim como de
dilui¢cdes do GelRedTM, nao se prendendo as recomendagdes do fabricante, sugere-se a utilizagao
de outras concentragdes de GelRedTM, tendo em vista a obtencao de um melhor padrao de bandas
na andlise a ser realizada.

A quantificag@o por espectrofotometria indicou bons resultados na extracdo do DNA de folhas
jovens de pinhdo manso, indicando valores bem proximos dos ideais, com apenas uma pequena
quantidade de contaminagao, que de acordo com a leitura em gel de agarose, deve-se a presenca de
polissacarideos. Durante a extracdo do DNA gendmico foi feito uso do detergente CTAB com a
finalidade de romper as paredes celulares, assim como separar o DNA dos polissacarideos. Sugere-
se como uma alternativa para obter melhores resultados o uso de gradiente de cloreto de césio
(CsCl) utilizado também para esse fim.
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