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Dentre as espécies da família das Euforbiáceas, a

mamoneira (Ricinus communis L.) se tem  destacado

como objeto de estudos, devido à sua vasta

amplitude de utilização. Desde os tempos mais

remotos, o óleo extraído de suas sementes, apesar

de impróprio para o consumo humano, é utilizado

como matéria-prima para a produção de

medicamentos. Atualmente, em virtude da sua

versatilidade, uma gama de produtos industrializados

e farmacêuticos atrai novos mercados

consumidores, além da perspectiva de sua utilização

para a síntese de biodiesel (FREIRE, 2001).

As técnicas de biologia molecular vêm sendo

amplamente utilizadas na caracterização de espécies

vegetais e na identificação de polimorfismos intra-

específicos. De acordo com Ferreira e Grattapaglia

(1995) esses dados, quando combinados a métodos

clássicos de genética e melhoramento, vem abrindo

novas perspectivas para a ampliação do

conhecimento e para a aceleração de programas

dessas áreas.

Para a aplicação das técnicas moleculares, faz

necessário, de inicio, isolar o DNA vegetal. Em

plantas, este isolamento requer mecanismos que

possam eliminar os problemas gerados durante a

extração. Segundo Romano e Brasileiro (1999),

independente do tipo de estudo molecular, as

preparações de DNA devem produzir amostras

puras suficientes para não inibir os tratamentos

enzimáticos nem causar interferências nos padrões

de migração em gel de eletroforese.

Com o presente trabalho, objetivo-se testar e

comparar protocolos para a extração de DNA da

mamoneira, visando identificar o que apresentou

melhores resultados.
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Para o desenvolvimento deste trabalho utilizaram-se

genótipos provenientes do BAG (Banco Ativo de

Germoplasma) da Embrapa Algodão: CM-2000,

CSRN-142, CSRN-226 e CSRN-393, germinadas em

copos plásticos de 500mL contendo substrato (30%

de massame, 30% de esterco e 40% de areia)  e

mantidos em câmara de crescimento a 25ºC, na

Embrapa Algodão, localizada em Campina Grande,

PB, no período de junho a agosto de 2004, exceto o

acesso CM2000 que foi coletado a campo, de uma

planta adulta. Para extração do DNA total, folhas

jovens foram coletadas e colocadas imediatamente

na presença de nitrogênio líquido, e as amostras

submetidas a 6 tipos de extração, descritas nos

esquemas a seguir:

Esquema do protocolo 1 (Ferreira e Grattapaglia,

2001):

Fig. 1. Mamoneiras cultivadas em câmara de

crescimento, sob condições controladas, Campina

Grande, 2004.

Fig. 2. Folha de mamoneira com área de tecido foliar

retirado para extração, Campina Grande, 2004.

 

                                                   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                            
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
  
 
 

 
 

  

Coletar cerca de 300 mg de 
tecido foliar em tubos de 

microcentrífuga de 1,5 mL e 
 congelar imediatamente em N2 

Adicionar 600 µl de tampão de 
extração (CTAB , 2%; NaCl , 1,4M; 

EDTA, 0,02 M; Tris-HCl 0,1M, pH 8,0; 
PVP-40, 1%; β-mercaptoetanol, 0,2%) 

previamente aquecido 

Agitar os tubos por 30 seg. 

Incubar os tubos a 65°C 
durate 30 min., agitando-os 

a cada 5 min. 

Centrifugar as amostras a 7.000 

g, 4°C pelo tempo de 5 min. Transferir a fase aquosa 
para novo tubo 

Adicionar 60 µL de solução CTAB a 10% 
(2% CTAB; 20 mM EDTA; 100 mM TRIS-

HCl pH 8,0) e 1,4 µL de NaCl e 
Misturá-las lentamente por inversão dos 

tubos 

Adicionar 600 µL de isopropanol 
gelado e 

Misturá-as lentamente por 
inversão dos tubos Centrifugar as amostras a 7.000 

g, 4°C por 15 min. e  
descartar o sobrenadante 

Adicionar 300 µL de 
etanol 70% gelado 

Centrifugar as amostras a 7.000 g, 

4°C por 15 min. e  
descartar o sobrenadante 

Adicionar 300 µL de etanol 
95% gelado 

Centrifugar as amostras a 

7.000g, 4°C por 5 min. e  
descartar o sobrenadante 

Secar o precipitado a temperatura 
ambiente e  

Ressuspendê-las em 100 µL de 
H2O Milli-Q

®
 

Adicionar 600 µL de clorofórmio:álcool 
isoamílico (24:1) e 

Misturá-las vgarosamente por 5 min.  

Esquema do protocolo 2 (Ferreira e Grattapaglia,

2001, modificado sem tampão de precipitação e

tratado com RNAse durante a extração):

 

                                                   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                  
 
 
 
 
 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 

Coletar cerca de 300 mg de 
tecido foliar em tubos de 

microcentrífuga de 1,5 mL e 
 Congelá-los imediatamente em 

Adicionar 600 µl de tampão de 
extração (CTAB , 2%; NaCl , 1,4 M; 
EDTA, 0,02 M; Tris-HCl 0,1 M, pH 

8,0; PVP-40, 1%; β-mercaptoetanol, 
0,2%) previamente aquecidos 

 

Agitar os tubos durante 30 seg. 

Incubar os tubos a 65°C por 
30 min., agitando-os a cada 

5 min. 

Centrifugar as 
amostras a 7.000 g, 

4°C por 5 min. 

Transferir a fase aquosa 
para novo tubo 

Adicionar 600 µL de isopropanol 
gelado e 

Misturá-los lentamente por inversão 
dos tubos 

 

Centrifugar as amostras a 7.000 

g, 4°C por 15 min. e  
descartar o sobrenadante 

Adicionar 300 µL de 
etanol 70% gelado 

Centrifugar as amostras a 7.000 g, 

4°C por 15 min. e  
descartar o sobrenadante 

Adicionar 300 µL de etanol 
95% gelado 

Centrifugar as amostras a 7.000 
g, 4°C por 5 min. e  

descartar o sobrenadante 

Secar o precipitado a temperatura 
ambiente e  

Ressuspendê-los em 100 µL de 
H2O Milli-Q

®
 

Aguardar as amostras atingirem a temperatura 
ambiente. Adicionar às amotras 4 µL de RNAse A 
e deixar por 30 minutos a temperatura ambiente 

Adicionar 600 µL de 
clorofórmio:álcool 
isoamílico (24:1) e  

misturar gentilmente 
por 5 min.  
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Esquema do protocolo 3 (Ferreira e Grattapaglia,

2001, modificado sem tampão de precipitação):

 

                                                   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                            
 
 
 
 
 
  

  
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                                                              
 

Coletar cerca de 300 mg de 
tecido foliar em tubos de 

microcentrífuga de 1,5 mL e 
 Congelá-los imediatamente em 

Adicionar 600 µl de tampão de 
extração (CTAB , 2%; NaCl , 1,4M; 

EDTA, 0,02 M; Tris-HCl 0,1M, pH 8,0; 
PVP-40, 1%; β-mercaptoetanol, 0,2%) 

previamente aquecidos 

 

Agitar os tubos por 30 seg. 

Incubar os tubos a 65°C por 
30 min., agitando-os a cada 

5 min. 

Centrifugar as amostras a 7.000 

g, 4°C por 5 min. Transferir a fase aquosa 
para novo tubo 

Adicionar 600 µL de isopropanol 
gelado e 

Misturá-los lentamente por inversão 
dos tubos 

 

Centrifugar as amostras a 7.000 

g, 4°C por 15 min. e  
descartar o sobrenadante 

Adicionar 300 µL de 
etanol 70% gelado 

Centrifugar as amostras a 7.000 g, 

4°C por 15 min. e  
descartar o sobrenadante 

Adicionar 300 µL de etanol 
95% gelado 

Centrifugar as amostras a 7.000 
g, 4°C por 5 min. e  

descartar o sobrenadante 

Secar o precipitado a temperatura 
ambiente e  

Ressuspendê-los em 100 µL de 
H2O Milli-Q

®
 

Adicionar 600 µL de clorofórmio:álcool 
isoamílico (24:1) e,  

misturar gentilmente por 5 min.  

Esquema do protocolo 4 (Romano, 1998):

 

                                                   
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                                                                                                          
 
 
 

                                                                                                         
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 

                                  
 
 
 
 

Coletar cerca de 300 mg de 
tecido foliar em tubos de 

microcentrífuga de 1,5 mL e 
 Congelá-los imediatamente em 

Adicionar 600 µl de tampão de 
extração (CTAB , 0,8%; NaCl , 0,8 M; 
EDTA, 0,022 M; Tris-HCl 0,22 M, pH 
8,0; Sarcosil, 1%; 0,14 M Sorbitol; β-
mercaptoetanol 0,2%) previamente 

aquecido e 600 µL de 
clorofórmio:álcool isoamílico (24:1) 

Agitar os tubos por 30 seg. 

Incubar os tubos a 65°C por 
30 min., agitando-os a cada 

5 min. 

Centrifugar as amostras a 7.000 
g, 4°C por 5 min. 

Transferir a fase aquosa 
para novo tubo 

Adicionar 600 µL de isopropanol 
gelado e 

Misturá-los lentamente por inversão 
dos tubos 

 

Centrifugar as amostras 
a 7.000 g, 4°C por 15 

min. e  
descartar o 

sobrenadante 

Adicionar 300 µL de 
etanol 70% gelado 

Centrifugar as amostras a 7.000 g, 
4°C por 15 min. e  

descartar o sobrenadante 

Adicionar 300 µL de etanol 
95% gelado 

Centrifugar as amostras a 7.000 

g, 4°C por 5 min. e  
descartar o sobrenadante 

Secar o precipitado a temperatura 
ambiente e  

Ressuspendê-ls em 100 µL de 
H2O Milli-Q

®
 

Esquema do protocolo 5 (Dellaporta et al.,1993):

 

                                                   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                                                                               

                    
                    
 
 
 
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 

                                                                                          
 
 

 

Coletar cerca de 300 mg de 
tecido foliar em tubos de 

microcentrífuga de 1,5 mL e 
 Congelá-los imediatamente em 

Adicionar 600 µl de tampão de 
extração ( NaCl , 0,5M; EDTA, 0,05M; 

Tris-HCl 0,1M, pH 8,0;  β-
mercaptoetanol, 0,2%) previamente 

aquecido 

 

Agitar os tubos durante 30 seg. Incubar os tubos a 65°C por 
30 min., agitando-os a cada 

5 min. 

Centrifugar as amostras a 
7.000g, 4°C por 5 min. Adicionar 600 µL de isopropanol 

gelado e 
Misturá-os lentamente por inversão 

dos tubos 

 

Centrifugar as 
amostras a 7.000g, 
4°C por 15 min. e  

descartar o 
sobrenadante 

Adicionar 300 µL de 
etanol 70% gelado Centrifugar as amostras a 7.000g, 

4°C por 15 min. e  
descartar o sobrenadante 

Secar o precipitado a temperatura 
ambiente e  

Ressuspendê-los em 100 µL de 
H2O Milli-Q® 

Adicionar 50µL de 
SDS 20% (dodecil 
sulfato de sódio) 

Adicionar 250 µL de acetato de 
potássio 5 M. 

 

Incubá-los no gelo por 20 min, 
agitando-os a cada 5 min. 

 

Incubá-los a -20°C por pelo 
menos 1 hora. 

Centrifugar as amostras a 
7.000g, 4°C por 5 min. 

Precipitar o DNA pela adição de 0,1 volume de 
acetato de sódio (NaOAc) 3M e 0,7 volumes de 
isopropanol gelado e  misturá-los por inversão 

Incubá-los a -20°C por pelo 
menos 1 hora. 

Esquema do protocolo 6 (Murray e Thompson,

1998):
 

                                                   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                            
 
 
 
 
 
  

  
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                                                                              
 

Coletar cerca de 300 mg de 
tecido foliar em tubos de 

microcentrífuga de 1,5 mL e 
 Congelá-los imediatamente em 

Adicionar 600 µl de tampão de 
extração (CTAB , 2%; NaCl , 1,4M; 

EDTA, 0,02 M; Tris-HCl 0,1M, pH 8,0;  
β-mercaptoetanol, 1%) previamente 

aquecido 

 

Agitar os tubos por 30 seg. 

Incubar os tubos a 65°C por 
30 min., agitando-os a cada 

5 min. 

Centrifugar as amostras a 
7.000g, 4°C por 5 min. Transferir a fase aquosa 

para novo tubo 
Adicionar 600 µL de isopropanol 

gelado e 
Misturá-los lentamente por inversão 

dos tubos 

 

Centrifugar as amostras a 
7.000g, 4°C por 15 min. e  
descartar o sobrenadante 

Adicionar 300 µL de 
etanol 70% gelado 

Centrifugar as 
amostras a 

7.000g, 4°C por 
15 min. e  

descartar o 
sobrenadante 

Centrifugar as amostras a 

7.000g, 4°C por 5 min. e  
descartar o sobrenadante 

Secar o precipitado a temperatura 
ambiente e  

Ressuspendê-los em 100 µL de 
H2O Milli-Q

®
 

Adicionar 600 µL de clorofórmio:álcool 
isoamílico (24:1) e,  

Misturá-los gentilmente por 5 min.  

Precipitar o DNA pela 
adição de 0,1 volume 
de acetato de sódio 

(NaOAc) 3M e 1 
volume de etanol 

gelado 

Incubá-los a -
20°C por pelo 
menos 1 hora. 
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A concentração das amostras de DNA foi realizada

por espectrofotometria, e que:

 [DNA] = D.O.
260

 X 50ng/mL X FD, sendo D.O. igual

à densidade observada a 260 nm e FD igual a fator

de diluição. Para cada amostra foram utilizados 2

mL de DNA total, ajustando-se o volume para 500

mL com água MilliQ® obtendo-se então um fator de

diluição de 250.

Os resultados obtidos foram analisados

estatisticamente, onde se utilizou uma análise de

variância e em seguida o teste de Tukey, para

comparação de médias.

Resultados e Discussão

De acordo com os resultados obtidos pôde-se

verificar que se utilizando os protocolos descritos,

foi possível extrair DNA total de mamoneira;

observou-se, também, através da quantificação por

espectrofotometria (Tabela 1), que a metodologia

que apresentou melhor resultado foi a descrita por

Ferreira e Grattapaglia, 1998, no caso o protocolo

1, que gerou em média 1262,40 ng/mL. Constatou-

se, ainda, que apesar de terem sido empregados 300

mg de tecido vegetal para o processo de extração,

ocorreu uma variação entre cada acesso

empregado, a qual pode estar relacionada à idade da

planta, tendo em vista que a amostra de tecido

vegetal do acesso CM 2000 foi coletada a campo de

uma planta adulta e as demais coletadas de plantas

em estádio inicial de desenvolvimento, cultivadas em

câmara de crescimento sob condições controladas.

Os resultados obtidos a partir da análise estatística,

não mostraram nenhuma significância sobre o teste

F, para a concentração final de DNA, onde em

decorrência disto não se pode separar nenhuma das

médias dos valores observados, pelo teste de Tukey

(Tabela 2).

Conclusões

Apesar da análise de variância não possuir

resultados significativos para a concentração final

de DNA, os protocolos podem ser diferenciados a

partir de sua média final;

O coeficiente de variação mostrou-se alto durante a

análise, em decorrência da alta discrepância

mostrada entre os acessos estudados, onde o acesso

CM 2000 apresentou a maior contração de DNA

final e o acesso CSRN 393 mostrou com a menor

concentração de DNA;

Tabela 1. Quantificação de amostras de DNA de mamona extraídas com diferentes protocolos por

espectrofotometria, Campina Grande, 2004
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O protocolo que apresentou melhor resultado com

relação à massa de DNA obtida, foi o de Ferreira e

Grattapaglia, 1998, e novos ensaios devem ser

realizados a fim de confirmar que a idade da planta

realmente influencia na recuperação de uma massa

maior de DNA, durante o processo de extração.
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