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Resumo: A espécie Ocimum basilicum popularmente conhecida como manjericdo ou
alfavaca, é encontrada em regides tropicais e subtropicais da Africa, Asia e América do Sul.
Essa espécie é economicamente importante devido a producao de grande quantidade de éleos
essenciais. Tendo em vista sua importancia econdmica, fazem-se necessarios estudos
moleculares para fins de caracterizacao, filogenia e conservacdo de germoplasma. O objetivo
deste estudo foi avaliar quatro protocolos de extracdo de DNA em Ocimum basilicum.
Realizou-se extracfes de DNA de acordo com quatro protocolos descritos na literatura, com
modificagdes na quantidade de tecido foliar. Apenas trés, dos quatro protocolos avaliados
resultaram em DNA e dentre estes, dois podem ser ditos como os mais eficientes no
isolamento de DNA de Ocimum basilicum em quantidades satisfatorias. O DNA extraido por
todos os protocolos avaliados se apresentou degradado e com baixo grau de pureza, fato que
pode ter relacdo com os altos teores de dleos essenciais e metabolitos secundarios,
caracteristicos da espécie e razdo de seu potencial econdmico. Diante dos resultados, conclui-
se que dois dos métodos de extracdo de DNA avaliados foram eficientes no isolamento em
quantidades satisfatérias, mas quanto a integridade e pureza das amostras, ainda faz-se

necessaria etapas de otimizacdo dos protocolos padrbes de extracao.
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Introducéo

A espécie Ocimum basilicum popularmente conhecida como manjericdo ou alfavaca, é
encontrada em regides tropicais e subtropicais da Africa, Asia e América do Sul. Esta espécie
é economicamente importante devido a producdo de grande quantidade de dleo essencial e
compostos diversos. A composi¢do quimica dos 0leos essenciais em plantas de manjericdo
tem sido alvo de muitos estudos desde a década 1930 (LABRA et al., 2004).

O oleo essencial de manjericdo é amplamente utilizado nas industrias de alimentos,
perfumaria e farmacos alem disso é também considerado como uma fonte de compostos de
sabor e possui uma gama biolégica bem como propriedades antioxidantes (LEE et al., 2005).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar quatro protocolos de extracdo de DNA
gendmico com intuito de identificar o protocolo mais eficiente, ou seja, aquele que isole DNA
de qualidade e em quantidade adequada para a realizagdo de futuros estudos moleculares que
podem auxiliar no manejo de determinadas populacdes naturais e auxiliar em programas de

melhoramento genético.

Material e Métodos

A coleta de folhas de Ocimum basilicum ocorreu no nucleo de plantas da UFPI. As
amostras foram acondicionadas em isopor® com gelo e transportadas até o Laboratorio de
Anélises de Solos (LASO), localizado no Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da
Universidade Federal do Piaui (UFPI) onde foram conduzidas as extracfes. A quantificacéo
do DNA das amostras foi conduzida no Laboratorio de Biologia Molecular da Embrapa Meio-

Norte / Teresina-PlI.

Os protocolos testados foram descritos por Romano e Brasileiro (1998), Grattapaglia e
Sederoff (1994) e Khanuja et al. (1989). Além destes protocolos, baseados no detergente
CTAB(Brometo de Cetiltrimetilamonio), avaliou-se o protocolo descrito por Dellaporta et al.
(1983) que utiliza o detergente SDS (Dodecil Sulfato de Sddio).Houve modificacbes na
quantidade de tecido foliar em relacdo ao protocolo original, a qual foi estabelecida em 40 mg
por amostra. Efetuaram-se as alteracGes proporcionais dos reagentes, visando tornar o
processo de extracdo da forma menos trabalhosa e onerosa possivel.

Ao final das extracdes as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a
0,8%, sob acorrente de 110 V durante lhora e 20 minutos, utilizando o agente intercalante

GelRED® e o carreador Azul de Bromofenol. Os padrdes de bandas foram visualizados



utilizando luz ultravioleta (UV) e o marcador de DNA (fago A) com concentragdo conhecida
de 100 ng/uL. Esses padrdes foram fotografados com equipamento MiniBISPro®.

Resultados e Discussao

Com os resultados obtidos apds a eletroforese em gel de agarose, foi possivel constatar
que o método proposto por Grattapaglia e Sederoff (1994) ndo foi eficiente na obtencdo de
DNA em Ocimum basilicum. Ja com a aplicacdo dos protocolos descritos por Dellapota et al.
(1983) e Romano e Brasileiro (1998)foi possivel ter sucesso na obtencdo de DNA em
quantidade adequada para uso em estudos moleculares. As amostras submetidas ao método de
Khanuja et al. (1999) também apresentaram DNA, no entanto, ndo em tanta quantidade quanto
aos outros dois métodos mencionados.

Todos os métodos avaliados ndo resultaram em DNA de qualidade, tendo em vista que a
retencdo de DNA nos pocos em algumas canaletas sdo indicativo da presenca de
polissacarideos ou proteinas que tornam as amostras mais viscosas. Além disso, a baixa
qualidade das amostras pode ser explicada pela presenca de DNA degradado, observado como
uma faixa ao longo das canaletas no gel. Diante destes resultados, etapas de otimiza¢do nos

protocolos padrdes podem ser vidveis para extracdo de DNA de Ocimum basilicum.
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Figura 1: Perfil eletroforético do DNA gendmico total de Ocimum basilicum, em gel de agarose a 0,8%,
com a presen¢a do marcador de DNA (fago A). AD = extracdo de DNA em alfavaca utilizando o protocolo de

Dellaporta et al. (1983), AG = extra¢do com o protocolo de Grattapaglia e Sederoff (1994).
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Figura 2: Perfil eletroforéticodo DNA gendmico total deOcimumbasilicum, em gel de agarose a 0,8%, com
a presenca do marcador de DNA de fago . AR = extracdo de DNA em alfavaca utilizando o protocolo de Romano
e Brasileiro (1998) et al. (1983), AK = extra¢do com o protocolo de Khanuja et al. (1999).

Conclusdo

Para extracdo de DNA de Ocimum basilicum, recomenda-se o uso dos protocolos
descritos por Romano & Brasileiro (1998) e Dellaporta et al. (1983) pois com a aplicacéo
destes € possivel obter DNA em quantidade satisfatéria. Com relagdo & qualidade do DNA
obtido, conclui-se que é necessario avaliar os protocolos descritos com modificagdes no

tampdo de extracdo e/ou procedimento padrdo em busca do método otimizado para a espécie.
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