ANALISE DE PROTOCOLOS PARA EXTRACAO DE RNA DE FOLHAS DE CAFEEIRO
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O isolamento de RNAs de alta qualidade ¢ essencial no estudo da expressdo génica durante a interacdo planta-
patdgeno. Folhas de cafeeiro contém altos niveis de compostos fendlicos, que contaminam os RNAs durante sua
extracdo, afetando assim a qualidade e a quantidade do RNA isolado. Diante disso, a técnica para obtengdo de RNAs de
alta qualidade é uma das etapas mais importantes nos experimentos de Biologia Molecular.

Neste contexto, o presente trabalho objetivou testar quatro métodos de isolamento de RNAs totais de folhas de
cafeeiro para a utilizagéo na analise de expressdo por RT-PCR.

Folhas de mudas de cafeeiro da cultivar Mundo Novo com 6 meses de idade foram coletadas,
envolvidas em papel aluminio, identificadas, imediatamente mergulhadas em nitrogénio liquido e
armazenadas em ultra freezer (-80°C) até o momento da extragdo do RNA total. Todos os materiais
utilizados para extragcdo (cadinhos e pistilos de porcelana, microtubos, ponteiras e agua destilada) foram
tratados com DEPC (diethylpyrocarbonate) para inativar RNAses. Os materiais foram submersos em DEPC
0,05% (v/v), overnight e autoclavados por 20 minutos. O DEPC inativa RNAses, nucleases que degradam
RNA.

As folhas armazenadas foram trituradas até a obtencdo de um pd fino. Em cada microtubo foi adicionado
aproximadamente 100 mg do material triturado. O teste de extragdo de RNA foi realizado no laboratorio de Fisiologia
do Parasitismo, localizado no Departamento de Fitopatologia da UFLA. Dentre os métodos testados para extracdo dos
RNAs totais de tecido vegetal de cafeeiro, dois foram o Pine Tree e o Chang modificado, a base brometo de cetil-
trimetilaménio (CTAB) conforme Chang et al.(1993). Os outros protocolos testados foram o método a base de fenol de
acordo com Xiahong (2000) ¢ o método utilizando o reagente comercial TRIzol® Reagent (Invitrogen™).

As amostras extraidas com Trizol apresentaram concentracdo baixa de RNA e a relagdo 260/280 se encontra
fora do padrdo de qualidade (Tabela 1). A relacdo ideal ¢é entre 1,80 e 2,00. Ja as amostras extraidas pelo método do
Fenol e Chang modificado apresentaram uma maior concentragdo em relacdo ao Trizol, mas a relagdo do Fenol foi
inferior a do Chang modificado e superior ao desejado (Tabela 1). Além disso, todas as amostras extraidas pelo método
do Chang modificado sofreram um arraste no gel, constatando que a qualidade do RNA foi baixa (Figura 1). De acordo
com a Figural e a Tabela 1, pode-se observar que as amostras extraidas pelos métodos do Fenol e Pine Tree obtiveram
uma qualidade visivelmente superior no gel de agarose e também em relagdo a média das concentragdes, 1071,13 e
811,16 ng/mL, respectivamente. No entanto, pode-se inferir que, quando comparadas as relagdes 260/280nm ¢
260/230nm, o método do Pine Tree é o que mais se aproxima do ideal, com uma média de 2,06 e 1,95, respectivamente.
A extragdo de RNA utilizando-se o método Pine Tree apresentou uma boa manutengdo da conservagdo das moléculas
de RNA, além disso, apresentou maior quantidade de RNAs totais.

Tabela 1. Quantificagio das amostras com a
concentragdo em ng de RNA/uL e as relagdes que se
referem a qualidade.

Amostras ng/uL 260/280nm _ 260/230nm

Trizol a 709,9 1,70 0,88

Trizol b 189,7 1,54 0,44

Trizol ¢ 296,8 1,59 0,60

Trizol d 254.,5 1,32 0,57

Fenol a 415,0 0,94 3,44

Fenol b 6648 139 1,08 : TR

Fenol ¢ 2740,7 1,46 1,18 : T TR
Fenol d 463,9 1,40 1,08 / Fenol Chang mod. Pine
Changmod.a  816,1 2,10 2,24 Figura 1. Gel de agarose 1%, corado com gel Red, de
Changmod. b  866,4 2,14 2,85 RNA extraido de folhas de cafeeiro utilizando-se os seguintes
Changmod. ¢ 785,9 2,11 2,76 protocolos: Trizol, Fenol, Chang modificado e Pine Tree. As
Changmod.d  617,7 2,14 3,11 letras a, b, ¢ e d correspondem as repeticdes. Marcador de 1 kb
Pine Tree a 939.8 2,05 1,93 ladder.

Pine Tree b 587,3 2,06 1,70

Pine Tree ¢ 1191,2 2,02 2,12

Pine Tree d 526,3 2,11 2,06

Dentre os protocolos de extragdo de RNA testados, o método do Pine Tree ¢ o mais indicado para isolamento
de RNA em folhas de cafeeiro, pois as amostras apresentaram concentragao satisfatéria e uma boa qualidade do acido
nucléico.



