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Extracdo de RNA Total de Folhas de Algodoeiro

O algodao é um dos produtos
agricolas de maior importancia
econdmica do grupo das fibras,
pelo volume e valor da
producdo. Seu cultivo é também
de grande importancia social,
pelo nimero de empregos que
gera direta ou indiretamente
(RICHETTI; MELO FILHO,
2001).

A busca por cultivares de
algodao tolerantes a diversos tipos de estresses bidticos e abi6ticos é de
fundamental importancia, face a expressdo econdmica que a cotonicultura

representa em nivel mundial.

Os métodos inovadores, envolvendo a compreensdo da expressao de genes
que propiciam a melhoria de genétipos, envolvem, além do seqiienciamento
de DNA em larga escala, estratégias para ordenacao de seqliéncias contiguas
e métodos para identificacdo de genes em uma seqiiéncia gendmica,
culminado na tecnologia da gendmica funcional, que engloba estudos de
transcriptoma e proteoma. (ARPAT et al., 2004, BRUCE et al., 2002, RONG
et al., 2005).

O RNA total é utilizado em diversos tipos de analises de expressao génica e
caracterizacao de transcritos, baseando-se nos métodos de Northern, RT-
PCR, construcao de bibliotecas de cDNA e ESTs. Para essas anélises, é
recomendavel a purificacdo da moléculas de RNA, de maeira que estas
estejam intactas e completas, em termos de comprimento, além de puras e

integras.

A principal preocupacao na extracdo de RNA, por ser uma molécula instavel,
consiste em evitar a sua degradacéao por ribonucleases (RNases), que sao
enzimas extremamente resistentes a varios tratamentos, inclusive aos
térmicos (fervura, autoclavagem). A utilizacdo de agentes desnaturantes
fortes permitem a quebra das células e a inativagao das ribonucleases. No
método bésico, a extracao é realizada com fenol seguida da precipitacdo do
RNA por etanol. Para diminuir a contaminacao por RNAses - das solugdes,
equipamentos, vidrarias e reagentes -, é recomendavel a autoclavagem e/ou o
tratamento com dietilpirocarbonato (DEPC), que é um forte inibidor de
RNAses.
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Extracdo de RNA total de folhas de algodoeiro

Um outro fator, que dificulta a obtencado de um
RNAtotal de boa qualidade, é a presenca de compostos
fendlicos no material vegetal. Esses compostos estao
presentes em todos os vegetais e compreendem um
grupo heterogéneo de substancias, umas com estruturas
quimicas relativamente simples e outras, complexas. Os
compostos fendlicos causam oxidacao no produto final
da extracdo DNA ou RNA, de forma irreversivel,
tornando-o invidvel para posterior uso nas técnicas de
biologia molecular; no algodao, esse problema é
agravado pela abundéancia desses compostos nas suas

folhas.

Dentre os tipos de RNA, o mais utilizado em pesquisas
de biologia molecular - visando o melhoramento de
plantas - € o RNA mensageiro (RNAm), que permite
determinar onde e quando certo gene esta sendo
expresso, para o entendimento posterior da sua funcgao.
Uma das estratégias envolvendo estudos com RNAm é
a andlise da expressao diferenciada de genes em
respostas de tolerancia, de resisténcia ou de fatores

envolvidos com a interacao patdégeno-hospedeiro.

Apés a realizacao de testes - utilizando vérios
protocolos de extracdo com a finalidade de neutralizar o
efeito oxidativo dos compostos fendlicos presentes nas
folhas de algodao sobre o RNA total -, pode-se
estabelecer que o protocolo no qual foi usado o
reagente o "Concert™ Plant RNA Reagent" foi o que
melhor atendeu ao objetivo proposto(Fig. 1), cujo

processo de extracao sera detalhado a seguir.

Folhas jovens medindo, aproximadamente, 2,5 cm
foram coletadas e armazenadas em nitrogénio liquido.
De cada amostra, 0,1g foi macerado em nitrogénio
liquido com auxilio de pistilos e almofarizes de
porcelana previamente resfriados, até torna-se um p6
fino, que foi transferido para microtubos, aos quais,
posteriormente, adicionou-se 0,5 mL de "Concert™ Plant
RNA Reagent". O material contido nos microtubos foi
lentamente misturado e incubado por cinco minutos a
temperatura ambiente, tendo-se o cuidado de deixar os
microtubos sempre na horizontal, para aumentar a
superficie de contato. Apds o periodo de incubacéo, o
material foi centrifugado a 12.000 rpm, por dois
minutos, a temperatura ambiente e o sobrenadante
transferido para um novo microtubo. Em seguida,

adicionaram-se 0,1 mL de cloreto de sédio (NaCl) 5M e

0,3 mL de cloroférmio, em cada tubo, os quais foram
invertidos por dois minutos. Os tubos foram
centrifugados a 12.000 rpm a temperatura de 4 °C por
10 minutos. Os sobrenadantes foram transferidos para
novos tubos, aos quais foi adicionado igual volume de
isopropanol gelado. Posteriormente, o material foi
incubado por dez minutos a temperatura ambiente e
centrifugado novamente, a 12.000 rpm a temperatura
de 4 °C, por 10 minutos. O precipitado formado foi
lavado com 1 mL de etanol 75%, centrifugado a
12.000 rpm, por 1 minuto; em seguida, foi mantido a
temperatura ambiente até a sua secagem e novamente
mantido em 30 yL de agua Milli-Q Rnase free. O RNA
total extraido foi armazenado em um deep freezer a

temperatura de -80 °C.

‘ Pesar e macerar 0,1 g de tecido foliar em nitrogénio liquido

!

‘ Transferir o pé fino para microtubo e adicionar 0,5 mL de “Plant RNA Reagent”

}

‘ Misturar gentilmente ‘

!

‘ Incubar 5 minutos a temperatura ambiente ‘

l

‘ Centrifugar a 12.000 rpm por 2 minutos & temperatura ambiente ‘

|

‘ Transferir o sobrenadante para novo tubo ‘

l

‘ Adicionar 0,1 mL de NaCl 5M e 0,3 mL de cloroférmio; inverter por 2 minutos ‘

|

‘ Centrifugar a 12.000 rpm a 4 °C por 10 minutos ‘

!

‘ Transferir o sobrenadante para novo tubo ‘

|

‘ Adicionar o mesmo volume de isopropanol e incubar por 10 minutos a temperatura ambiente ‘

|

Centrifugar a 12.000 rpm a 4 °C por 10 minutos

!

‘ Lavar o pellet com 1,0 mL de etanol 75% e centrifugar a 12.000 rpm por 1 minuto ‘

}

Secar o precipitado a temperatura ambiente; ressuspender em 30 pL de H,0 Milli-Q®
RNase free; estocar a -80 °C

Fig. 1. Esquema do protocolo de extracdo utilizando o Plant
RNA Reagent.

Para verificar a eficiéncia do protocolo, foi realizada a
corrida do RNA extraido em gel de agarose a 0,8% (p/
v), no qual observou-se a presenca de bandas,
concluindo-se que o protocolo é adequado para extracao
de RNA de folhas de algodoeiro.
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