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Uso de diferentes protocolos para extração de DNA de pinhão-manso1 

INTRODUÇÃO

O pinhão-manso (Jatropha curcas L.) é uma 
planta perene que possui ampla distribuição no 
mundo e cresce rapidamente, mesmo em solos po-
bres. É adaptável a uma ampla faixa climática, com 
precipitação média de 480 a 2.380 mm, e encontra-
se em altitude de 0 a 1.000 m acima do nível do mar 
(ARRUDA et al., 2004).

Embora o pinhão-manso apresente inúmeras 
vantagens que possam ser exploradas no melhora-
mento, muito ainda precisa ser feito. Para a aplica-
ção de tecnologias da engenharia genética, o DNA 
da espécie deve ser extraído e purificado. Pelo fato 
de suas folhas apresentarem grande quantidade de 
água e produção de látex, a obtenção de um DNA 
em quantidade e qualidade adequadas é considera-
da difícil, o que justifica a necessidade de otimizar 
protocolos para esta espécie.

A otimização de extração de DNA visando aos 
estudos moleculares depende diretamente de quali-
dade, pureza e quantidade adequada para a manipu-

lação do DNA extraído (BUENO; MENDES; CARVA-
LHO, 2001). A obtenção de DNA de boa qualidade, 
por sua vez, é um passo fundamental para o sucesso 
das análises moleculares.

Com isso, objetivou-se, neste trabalho, verifi-
car a eficácia de diferentes protocolos para a extra-
ção de DNA de pinhão-manso.

COLETA DO MATERIAL

Amostras dos tecidos foliares de 18 aces-
sos  de pinhão-manso da coleção de germoplasma 
foram coletadas, dando-se preferência às folhas jo-
vens, livres de doenças e sem qualquer dano físico 
aparente. O material foi devidamente identificado e 
encaminhado ao Laboratório de Biotecnologia da 
EPAMIG Norte, Nova Porteirinha, MG, onde foi arma-
zenado em um ultrafreezer (-80°C). Para a extração 
de DNA, as amostras foram submetidas a dois proto-
colos distintos, com o objetivo de avaliar a eficiência 
dos métodos na qualidade do DNA.
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Protocolo 1

	 No Protocolo 1, a extração de DNA foi reali-
zada utilizando-se o protocolo proposto por Basha e 
Sujatha (2007).

O tecido congelado a -80 °C foi macerado com 
nitrogênio (N2) líquido em um cadinho com o auxílio 
de um pistilo. Aproximadamente 0,250 g da amostra 
foi colocada em microtubos de 2 mL, adicionaram-
se 800 µL de tampão de extração (2% CTAB; 1,4 M 
NaCl, 20 mM EDTA pH8; 100 mM Tris-HCl pH 8,0; 3% 
PVP; 1% β-mercaptoetanol) e as amostras foram in-
cubadas a 65 ºC, por 1 hora em banho-maria. A cada 
10 minutos as amostras eram agitadas com o uso do 
vórtex. O extrato foi submetido a duas extrações com 
clorofórmio-álcool isoamílico (24:1), centrifugados 
por 5 minutos a 14.000 rpm em temperatura de 4 °C, 
com posterior transferência dos sobrenadantes para 
novos microtubos de 1,5 mL. Os ácidos nucleicos na 
fase aquosa foram precipitados com isopropanol na 
proporção de 1:1 do volume recuperado e incubados 
a -20 ºC durante a noite. Em seguida foram centrifu-
gados por 15 minutos a 14.000 rpm em temperatura 
de 4 ºC. Após esta etapa o sobrenadante foi removido 
e o precipitado mantido à temperatura ambiente por 
15 a 20 minutos para secar. Após a secagem, o pre-
cipitado foi lavado uma vez com etanol 70% e outra 
vez com etanol 95%.

A partir desta etapa foi feita uma modificação 
para a purificação do DNA (MICHAELS; JOHN; AMA-
SINO, 1994). Foi adicionada ao precipitado uma solu-
ção de 500 µl (10 mM Tris-HCl pH 8,0; 0,25 M NaCl) e 
com auxílio do vórtex procedeu-se à dissolução. Em 
seguida foram adicionados 180 µl de etanol absoluto 
gelado e as amostras permaneceram no congelador 
a -20 ºC durante a noite.

Após esse período, as amostras foram centri-
fugadas por 20 minutos a 14.000 rpm, a 4 ºC. O so-
brenadante foi transferido para um novo tubo sendo 
adicionado 700 µl de isopropanol. Essa mistura foi 
mantida por 15 minutos à temperatura ambiente e em 
seguida centrifugada por 20 minutos a 14.000 rpm, a 
4 °C. Realizaram-se a remoção do sobrenadante e 
a lavagem do precipitado com etanol 70% e etanol 
95%. O precipitado foi novamente dissolvido com 200 
µL de Tris-EDTA (TE) pH 8,0 (10 mM Tris-HCl e 1 mM 
EDTA), contendo RNAse na concentração final de 40 
µg/mL. A solução foi incubada em banho-maria a 37 
ºC por 30 minutos. Após a incubação adicionaram-
se NaCl 5M na proporção de 1:10 e 2/3 do volume 
de isopropanol gelado para a precipitação do DNA, 

sendo incubado novamente a -20 ºC, por 2 a 3 horas. 
Posteriormente foi realizada a centrifugação e a lava-
gem do precipitado com etanol 70% e 95 % e, final-
mente, ressuspenso em 200 µL de TE.

Protocolo 2

	 No Protocolo 2, a extração de DNA foi rea-
lizada de acordo com o método CTAB proposto por 
Doyle e Doyle (1990) com modificações.

Aproximadamente 300 mg de folhas jovens fo-
ram maceradas em N2 líquido com auxílio de almofariz 
e pistilo e transferidas para microtubos de 2 mL. Em 
seguida, 800 µL de tampão de extração, de acordo 
com método CTAB (2% de CTAB, EDTA – 0.5 M pH 
8.0, Tris-Cl – 1 M pH 8.0, NaCl 5M, 2% de PVP-40) 
foram adicionados.

As amostras foram incubadas em banho-maria 
a 65 ºC por cerca 30 minutos, invertendo-se os micro-
tubos a cada 10 minutos. Após esta fase, as amostras 
receberam 800 µL de clorofórmio-álcool isoamílico 
(24:1), procedendo-se à homogeneização por 2 mi-
nutos. Em seguida foram centrifugadas a 4 °C por 10 
minutos a 13.500 rpm. O sobrenadante foi transferido 
para um novo microtubo (1,5 mL). Para a precipitação 
do DNA, adicionaram-se 500 µL de isopropanol gela-
do ao sobrenadante, incubando-se as amostras por 
1 hora a -20 ºC. Para a lavagem do precipitado, os 
tubos foram submetidos a uma nova centrifugação a 
4 °C, por 5 minutos a 13.000 rpm, e o sobrenadante 
foi descartado. Adicionou-se ao precipitado o volume 
de 450 µL de etanol 70%, e logo em seguida, proce-
deu-se à centrifugação por 5 minutos a 13.000 rpm, 
descartando novamente o sobrenadante (etanol), se-
guida de nova purificação com etanol 70%. O precipi-
tado foi seco em temperatura ambiente e ressuspen-
dido com 60 µL de TE (100 mM Tris / 10 mM EDTA). 
Foi realizada uma nova purificação, adicionando-se 
às amostras 140 µL de TE e 300 µL de etanol absolu-
to, homogeneizando-as e incubando-as a -80 °C por 
1 hora. Procedeu-se a uma nova centrifugação a 4 ºC 
e 13.000 rpm, por 20 minutos, descartando-se o so-
brenadante. O precipitado foi lavado novamente por 
duas vezes com etanol 70% (300 µL) centrifugação a 
4 ºC e 13.000 rpm, por 5 minutos. Finalmente, o sobre-
nadante foi descartado, o precipitado seco em tem-
peratura ambiente e ressuspendido com 60 µL de TE.

Para a verificação da qualidade do DNA de 
ambos os protocolos foi utilizado um mini gel de aga-
rose 0,8%, corado em solução de brometo de etídeo 
(0,2 mg/L) para visualização das bandas.
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ANÁLISE E INTERPRETAÇÃO DOS GÉIS

Com base na visualização das bandas nos 
géis de agarose, observaram-se diferenças entre os 
dois protocolos avaliados (Fig. 1 e 2). O Protoco-
lo 1 (Fig. 1), proposto por Basha e Sujatha (2007), 
apresentou resultados que indicam superioridade 
deste método quando comparado ao Protocolo 2 
(Fig. 2), CTAB proposto por Doyle e Doyle (1990). 
A avaliação visual, no gel de agarose, indicou que 
o Protocolo 1 permitiu extrair o DNA de quase todas 
as amostras. No entanto, para algumas amostras 
observaram-se sinais de degradação, com leves 
contaminações por proteínas. Modificações ainda 
podem ser feitas para melhorar a qualidade do DNA 
de pinhão-manso. 

Neste estudo, o Protocolo 2 manteve DNA de 
qualidade inferior, quando comparado ao Protocolo 1.
Grande parte das amostras extraídas apresentou si-
nais fortes de degradação e contaminação com pro-
teínas. Segundo Machado (1990), o método CTAB 
tem sido muito utilizado para extração de tecidos 
frescos. Entretanto, ajustes expressivos deverão ser 
adicionados, visando à melhoria deste procedimento 
para a extrair o DNA de pinhão-manso.

O objetivo de qualquer protocolo de extração 
é a obtenção de DNA de alta qualidade, em quanti-
dade, de forma rápida e eficiente. Os protocolos de 
extração devem evitar a degradação do DNA pelas 
DNAses, eliminar tanto os polissacarídeos que ini-

bem a ação de enzimas quanto as substâncias fenó-
licas ou outros compostos secundários que podem 
danificar o DNA.

Verificou-se, também, que o Protocolo 1, pro-
posto por Basha e Sujatha (2007), mostrou-se mais 
eficiente para a extração do DNA genômico de pi-
nhão-manso, apresentando um padrão de bandas 
mais homogêneo, com bom índice de pureza. O 
DNA apresentou melhor qualidade e poucas amos-
tras encontraram-se contaminadas por proteínas. O 
sucesso deste Protocolo, provavelmente, está rela-
cionado com o fato de o processo de extração ser 
mais demorado, possibilitando maior contato entre as 
amostras e os reagentes. Assim, o DNA obtido pelo 
Protocolo 1 encontra-se em boas condições, poden-
do ser utilizado em quaisquer uma das técnicas de 
biologia molecular.

CONSIDERAÇÕES FINAIS

O Protocolo 1, proposto por Basha e Sujatha 
(2007), foi o que obteve maior êxito para extração do 
DNA genômico de pinhão-manso.
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Figura 1 - Análise eletroforética do DNA genômico de pinhão-manso utilizando-se o Protocolo 1

Figura 2 - Análise eletroforética do DNA genômico de pinhão-manso utilizando-se o Protocolo 2
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