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Resumo:

A espécie Mentha arvensis L., conhecida popularmente como vick, é uma importante fonte de dleos essenciais
usados principalmente em aromatizantes, industria farmacéutica e como condimento alimentar. Devido seu
valor econdmico, torna-se importante a realizagdo de estudos moleculares, muitos destes baseados em
marcadores de DNA. Avaliou-se entdo, o desempenho de diferentes métodos de extragao de DNA em Mentha
arvensis L., onde se aplicou quatro protocolos de extracao de DNA vegetal. As amostras foram quantificadas
em gel de agarose a 0,8%. Observou-se que apenas dois dos quatro métodos aplicados resuitaram em DNA e
que houve diferencas quanto a qualidade das amostras. Entre os metodos que foram eficientes para o
isolamento de DNA em Mentha arvensis L., observa-se que em um deles, as amostras apresentaram
quantidades constantes de DNA, enquanto o outro, apesar de ter resultado em boas concentragdes de DNA, as
diferentes amostras ndo apresentaram concentracdes constantes. Verificou-se que houve co-isolamento de
RNA nas amostras, esta condicdc é devida ao fato de n3o haver sido aplicada RNAse durante o processo de
extracdo. Apos o estudo, sugere-se entao o método que apresentou DNA de qualidade e em quantidade
satisfatoria para estudos moleculares.
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AVALIACAO DE PROTOCOLOS DE EXTRACAO DE DNA

GENOMICO TOTAL EM Mentha arvensis L.

Resumo: A espécie Mentha arvensis L., conhecida popularmente como vick, é uma
importante fonte de 6leos essenciais usados principalmente em aromatizantes, inddstria
farmacéutica e como condimento alimentar. Devido seu valor econdmico, torna-se
importante a realizacdo de estudos moleculares, muitos destes baseados em marcadores de
DNA. Avaliou-se entdo, o desempenho de diferentes métodos de extracdo de DNA em
Mentha arvensis L., onde se aplicou quatro protocolos de extracdo de DNA vegetal. As
amostras foram quantificadas em gel de agarose a 0,8%. Observou-se que apenas dois dos
quatro metodos aplicados resultaram em DNA e que houve diferencas quanto a qualidade
das amostras. Entre os métodos que foram eficientes para o isolamento de DNA em
Mentha arvensis L., observa-se que em um deles, as amostras apresentaram quantidades
constantes de DNA, enquanto o outro, apesar de ter resultado em boas concentracdes de
DNA, as diferentes amostras ndo apresentaram concentracdes constantes. Verificou-se que
houve co-isolamento de RNA nas amostras, esta condicdo é devida ao fato de ndo haver
sido aplicada RNAse durante o processo de extracdo. Apos o estudo, sugere-se entdo o
método que apresentou DNA de qualidade e em quantidade satisfatoria para estudos
moleculares.

Palavras chaves: extracdo de dna, Mentha arvensis L., vick

Introducéo

A espécie Mentha arvensis L. é uma planta medicinal e aromatica, conhecida
popularmente como vick, pertencente a familia das Labiatae e seu 6leo essencial, rico em
mentol, é usado como aromatizante e em fragrancias, na industria farmacéutica e como
condimento alimentar. Alguns produtos comerciais dessa espécie sdo o0 0leo essencial de
menta, o mentol cristalizado a partir do 6leo essencial, o 6leo essencial desmentolado e
outros monoterpenos acionados a partir do 6leo desmentolado (SRIVASTAVA et al.,
2002).

Tendo em vista a importancia econdmica de Mentha arvensis L. faz-se necessario a
caracterizacdo molecular dessa espécie. O primeiro passo para se realizar a caracterizacdo
molecular de qualquer planta medicinal é a padronizagdo do protocolo de isolamento do
DNA (TIWARI; JADHAV; GUPTA, 2012).
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O objetivo do presente trabalho foi identificar, entre quatro protocolos de extracéo, o
mais eficiente para a espécie Mentha arvensis L. em termos de quantidade e qualidade de
DNA para a realizacdo de futuros estudos moleculares que possam auxiliar em programas
de melhoramento genético e/ou em estudos evolutivos e de diversidade genética.”

Material e Métodos

As amostras de tecido foliar foram coletadas no Nucleo de Plantas da Universidade
Federal do Piaui (UFPI) e acondicionadas em isopor® com gelo onde foram transportadas
para o Laboratério de Andlises de Solos (LASO), localizado no Centro de Ciéncias
Agrarias (CCA) da mesma instituicdo, onde foram conduzidas as extragoes.

Os protocolos testados foram os descritos por, Dellaporta et al. (1983), Grattapaglia e
Sederoff (1994), Romano e Brasileiro (1998) e Khanuja et al. (1999). A quantidade de
tecido foliar, foi padronizada em 40 mg por amostra que foi submetida a extracéo, seguida
das devidas alteracdes proporcionais dos reagentes. As amostras foram quantificadas no
laboratério de Biologia Molecular da EMBRAPA - Meio Norte/Teresina-Piaui, por meio
de eletroforese em gel de agarose a 0,8%, submetida a 110V durante 1lhora e 20 minutos,
utilizando o agente intercalante GeIRED® e o Azul de Bromofenol. As bandas de DNA
foram visualizadas por luz ultravioleta (UV) e comparadas com o marcador de DNA de
fago A com concentragdo conhecida de 100 ng/uL. Esses padrdes foram fotografados com

equipamento MiniBISPro®.

Resultados e Discusséo
Ao observar o perfil eletroforético das amostras foi possivel verificar que houve
diferencas entre os quatro protocolos utilizados, onde apenas dois destes protocolos foram
eficientes para isolamento de DNA de Mentha averensis L. em quantidade adequada para
estudos moleculares. Os protocolos propostos por Grattapaglia e Sederoff. (1994) e
Dellaporta et al. (1983) se mostraram insatisfatorios para a extracdo de DNA de Mentha
averensis L., tanto em relacdo a quantidade quanto a qualidade do DNA isolado (Figura 1).
O protocolo descrito por Khanuja et al. (1999) foi 0 mais eficiente para isolamento
de DNA de Mentha averensis L., pois além das amostras apresentaram alta quantidade de

DNA, estas quantidades foram constantes em todas as amostras, isso serve como indicativo
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de previsibilidade, logo é possivel predizer a quantidade de DNA extraido de determinada
massa de tecido foliar através do uso do protocolo descrito por Khanuja et al. (1999).

Houve coisolamento de RNA em todas as amostras. O RNA pode ser eliminado com
tratamento com RNAse, no momento da diluicdo das amostras. O protocolo de Romano e
Brasileiro (1998) apesar de ter sido eficiente para o isolamento de boas quantidades de
DNA, boa parte deste se apresentava degradado.

A VR VR VR VR VG VG VG VG VD VD VD VD VK VK VK VK

Figura 1: Perfil eletroforético do DNA de Mentha arvensis L., em gel de agarose a 0,8%, com a
presenca do marcador de DNA de fago A. VR = extragcdo de DNA em vick utilizando o protocolo de Romano
e Brasileiro (1998), VG = extracdo com o protocolo de Grattapaglia e Sederoff (1994), VD = protocolo de
Dellaporta et al. (1983) e VK = protocolo de Khanuja et al. (1999).

Concluséo
Com base nos resultados obtidos e nas condi¢bes em que se realizou o presente
trabalho, conclui-se que os métodos descritos por Khanuja et al. (1999) e Romano e
Brasileiro (1998), apresentaram DNA de quantidade adequada para futuros estudos
moleculares que possam auxiliar em programas de melhoramento genético e/ou em

estudos evolutivos e de diversidade genética.
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