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Resumo

A extracao de RNA a partir de tecidos especificos consiste no

primeiro passo para estudos de expressao génica e caracterizacao

de transcritos. Plantas, em geral, contém grande quantidade de
compostos fendlicos e/ou polissacarideos em seus tecidos, o que pode
comprometer a extracao e purificacao de moléculas de RNA. O objetivo
principal deste trabalho foi testar diferentes protocolos para extrair
RNA total de folhas e raizes de braquiaria. Sementes de Brachiaria
decumbens cv. Basilisk foram germinadas e plantulas com12 dias
foram utilizadas. As extracdes de RNA foram feitas em duplicatas de
200 mg de amostras de folhas ou raizes pulverizadas com nitrogénio
liguido. Para as extracoes de RNA de folhas foram testados os
reagentes Trizol® e Brazol® e para as extracoes de RNA de raizes foram
testados estes reagentes mais dois kits comerciais: SV Wizard Isolation
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RNA system (Promega®) e Invisorb Spin Plant RNA Mini Kit (Invitek®).
ANOVA e teste Tukey (1% de significancia) foram utilizados para
comparar as médias das concentracoes e de qualidade das amostras de
RNA extraidas. Os resultados mostraram diferencas nao-significativas
entre as concentracoes e a qualidade do RNA extraido de folhas pelos
reagentes Trizol® e Brazol®. Entretanto, para as amostras de raizes as
concentracdes e qualidade do RNA isolado foram significativamente
diferentes, sendo o reagente Trizol® mais eficiente. Os dois kits
isolaram menores concentracoes de RNA com qualidade inferir a obtida
com os dois reagentes testados. Para sintese de DNA complementar
(cDNA) foram testadas duas enzimas: SuperScript RTIl (Invitrogen®) e
M-MLV-RT (Sigma®), sendo esta ultima mais eficiente, pois foi possivel
obter maior quantidade e qualidade de cDNA, com relacdo a presenca
de contaminantes. Esses resultados podem ser considerados como
ponto de partida para a execucao de trabalhos sobre expressao génica
em espécies de Brachiaria.

Termos para indexacéo: acido ribonucleico, Brachiaria, gramineas
forrageiras tropicais, expressao génica, Urochloa.



Extraction of total RNA
from leaves and roots of
brachiariagrass

Abstract

RNA extraction from specific tissues is a preliminary step for studies of
gene expression and characterization of transcripts. Plants, in general,
have high quantity of phenolic compounds and/or polysaccharides in its
tissues, compromising the extraction and purification of RNAs molecu-
les. The main aim of this work was to test different protocols to extract
total RNA from leaves and roots of brachiariagrass. Seeds of Brachiaria
decumbens cv. Basilisk were germinated and 12-day seedlings were
used. The RNA extractions were done in duplicate with 200 mg of
samples of leaves or roots pulverized with liquid nitrogen. For the RNA
extractions from leaves Trizol® and Brazol® reagents were tested and
for the RNA extraction from roots these two reagents plus two com-
mercial kits: SV Wizard Isolation RNA system (Promega® and Invisorb
Spin Plant RNA Mini Kit (Invitek® were tested. ANOVA and Tukey test
(1% of significance) were used to compare the means of the con-
centrations and of the quality from the RNA samples extracted. The
results showed non-significant differences among the concentrations
and the quality of RNA extracted from leaves using Trizol® and Brazol®
reagents. However, for roots the concentrations and quality of RNA
isolated were significantly different, and Trizol® was the most efficient.
The two kits isolated RNA with lower concentrations and quality than
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RNA obtained by use of the two reagents. For synthesis of complemen-
tary DNA (cDNA) two enzymes were tested: SuperScript RTII (Invitro-
gen® and M-MLV-RT (Sigma®, and this last was more efficient, since it
produced high quantity and quality of cDNA, with relation the presence
of contaminants. These results can be considered as a starting point for
studies about gene expression in Brachiaria species.

Index terms: Brachiaria, genetic expression, ribonucleic acid, tropical
forage grasses, Urochloa.
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Introducao

A extracao de acidos nucleicos (DNA e RNA) é o primeiro passo para a
realizacdo da maioria das metodologias de biologia molecular. E possivel
se obter DNA e RNA a partir de inidmeros tipos de tecidos e células, e
existe uma infinidade de protocolos e reagentes para realizacao de tal
procedimento (GOUVEIA; REGITANO, 2007).

A anélise de RNA pode fornecer informacdes importantes sobre expres-
sao génica e caracterizacao de transcritos, baseado nos métodos de
Northern, PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR), construcao de
bibliotecas de cDNA, ESTs, e outras (IBELLI et al. 2007), para a realiza-
cao desses estudos é necessario que o RNA seja extraido e purificado
eficientemente, mantendo sua integridade e qualidade.

Devido a presenca de grandes quantidades e variedades de compostos
secundarios nos tecidos vegetais, ndo existe um método padrao para o
isolamento de acidos nucleicos (RNA ou DNA) que possa ser utilizado
para todas as espécies de plantas (CARDILLO et al., 2006). A presen-
ca de polissacarideos, polifendis e uma grande gama de metabdlitos
secundarios tornam dificil a padronizacao entre os diferentes tecidos e
a obtencao de RNA de alta qualidade (CAMPOS et al., 2010).

Os métodos para isolamento de RNA baseiam-se na lise e na desnatura-
cao das células que permitem a liberacao dos acidos nucleicos totais e
na presenca de inibidores que impedem a acao de ribonucleases (RNa-
ses) (AUSUBEL et al., 1998).

A presenca de RNases estaveis e ativas nos tecidos é a principal difi-
culdade na extracdao de RNA, pois fazem com que o RNA (altamente
instavel) seja rapidamente degradado. Sendo assim, a primeira etapa na
maioria dos métodos de isolamento de RNA apds a pulverizacao dos te-
cidos, é a imediata exposicdo deste material a tampdes de extracdo que
apresentam substancias como o cloreto de litio, que auxilia a precipita-
cao do RNA, e o isotiocianato de guanidina, que permite a manutencao
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do RNA intacto nas etapas posteriores da extracdo por meio da degra-
dacao das ribonucleases endégenas (SAMBROOK ; RUSSEL, 2002).

Atualmente, héa vérios reagentes comercialmente disponiveis que pos-
suem em sua composicao reagentes combinados, como isotiocianato
de guanidina e fenol, possibilitando uma extracao de RNA mais rapida
que a dos protocolos convencionais e garantindo a integridade do mate-
rial. E necesséria ainda a adicao de cloroférmio ao RNA, que solubiliza
os lipidios permitindo a sua remocao. Apdés a centrifugacao, trés fases
podem ser observadas: uma résea formada pela presenca do fenol; uma
interfase formada pelo cloroférmio; e DNA e uma fase aquosa, onde
estd presente o RNA. A precipitacdo do RNA é feita com um élcool,
como por exemplo, o isopropanol. Nesta etapa, observa-se uma nuvem
branca contendo o RNA. Posteriormente, uma limpeza com &lcool per-
mite a retirada de sais que tenham ainda aderido ao precipitado de RNA
(AUSUBEL et al., 1998).

Comercialmente existem ainda muitos kits que prometem a extracao
de RNA de alta qualidade a partir de pequenas quantidades de material
biolégico. Muitos desses kits sao bastante eficientes, mas necessitam
ser testados para o tecido que se deseja trabalhar e para determinada
espécie.

Diversos estudos descrevem diferentes protocolos de extracao para
diferentes tecidos vegetais ricos em polifendis ou polissacarideos, que
sdo os tecidos que impdem uma maior dificuldade para isolamento de
boa quantidade de RNA e de alta qualidade. Entretanto, esses estudos
desenvolvem métodos tecidos-especificos e, geralmente, para uma uni-
ca espécie (AZEVEDO et al., 2003).

O género Brachiaria possui varias espécies com interesse forrageiro
contribuindo efetivamente na producdo de carne e leite do Brasil. So-
mente na regido dos Cerrados, as espécies de Brachiaria somam mais
de 50 milhdes de hectares, totalizando 85% das gramineas forrageiras
cultivadas neste ecossistema (MACEDO, 2005). Nos ultimos anos, o in-
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teresse por essa graminea vem crescendo devido ao seu grande poten-
cial de adaptabilidade a condi¢cdes extremas de clima e solo, inclusive
na area de gendmica e protedmica, com vistas a prospectar genes de
interesse relacionados a resisténcia/tolerancia a esses estresses.

Dentro deste contexto, o objetivo com este trabalho foi avaliar diferen-
tes protocolos para a extracao de RNA total a partir de folhas e raizes
de Brachiaria para auxiliar na realizacao de estudos de expressao génica
e caracterizacao de transcritos.

Material e Métodos

Preparo do material vegetal

Cem sementes de Brachiaria decumbens cv. Basilisk foram germinadas
em caixas plasticas tipo gerbox, previamente esterilizadas com hipoclo-
rito de sédio 2%, usando papel germitest estéril umedecidos com agua
destilada também estéril, em camaras de crescimento tipo BOD com
temperatura controlada e alternada, 15°C e 35°C, e fotoperiodo de 12
horas, segundo Brasil (1992).

Plantulas com 12 dias tiveram suas folhas e raizes separadas, lavadas
com H,0 DECP (4gua Milli-Q tratada com dietilpirocarbonato 0,01 %)

e maceradas com nitrogénio liquido. Duzentos miligramas do p6 fino
obtido foram transferidos para tubos de microcentrifuga de 2,0 mL para
a realizacao das extracdes de RNA.

Protocolos utilizados para a extracdo de RNA
1. Extracdo de RNA de folhas e raizes de braquidria utilizando o reagen-
te Trizol (Invitrogen®)

O protocolo utilizado seguiu as instrucoes do fabricante. Desta forma,
foi adicionado 1 mL do reagente Trizol® (mantido a 4°C) ao tecido pul-
verizado e, com auxilio de um agitador de tubos do tipo vortex, homo-
geneizou-se durante 1 minuto. Depois, as amostras foram mantidas
por 5 min. a temperatura ambiente (TA — 23°C a 25°C) para permitir a
completa dissociacao dos complexos de nucleoproteinas. Foram adicio-
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nados 200 uL de cloroférmio gelado (mantido a 4°C) (1:5 v/v clorofér-
mio; Trizol®) as amostras, que foram homogeneizadas em equipamento
tipo vortex (“vortexadas”) por 1 min. e, apds, incubadas por 3 minutos
a TA. Depois, as amostras foram centrifugadas a 12.000 g por 15 min.
a 4°C e o sobrenadante (fase aquosa) foi transferido para um novo tubo
de 2 mL (o RNA total encontra-se exclusivamente nessa fase).

Para precipitacdo do RNA foram adicionados 500 uL de isopropanol
(mantido a -20°C) (1:2 v/v, isopropanol e Trizol® utilizado no inicio). Os
tubos foram agitados cuidadosamente, por inversao, durante 2 min. e
mantidos a TA por 8 minutos. Depois, as amostras foram centrifugadas
a 12.000 g por 10 min. a 4°C e o RNA precipitado, até entao invisivel,
formou um sedimento gelatinoso no fundo do tubo (“pellet”). O so-
brenadante foi descartado e esse precipitado foi lavado com 1 mL de
etanol 75% (mantido a 4°C) (1:1 v/v, etanol 75% e Trizol® utilizado no
inicio). As amostras foram centrifugadas a 7.500 g por 5 min. a 4°C e
o sobrenadante foi imediatamente descartado. O precipitado foi seco
por cerca de 10 min. a TA e depois eluido em 50 yL de H,O DEPC. Para
auxiliar a eluicdo do RNA os tubos podem ser colocados a 37°C por
cerca de 1 hora. O RNA isolado foi quantificado e, depois, estocado em
ultrafreezer (-80°C).

2. Extracdo de RNA de folhas e raizes de braquiaria utilizando o reagen-
te Brazol® (LGC Biotecnologia)

Foram seguidas as instrucdes do fabricante, como segue:

Adicionou-se aos 200 mg de tecido pulverizado 1 mL do reagente
Brazol® (mantido a 4°C) e fez-se uma homogeneizacdo “vortexando”
por 1 minuto. Depois, as amostras permaneceram por 5 min. a TA para
permitir a completa dissociacao dos complexos de nucleoproteinas e,
passado esse periodo, foram adicionados 200 uL de cloroférmio (manti-
do a 4°C) (1:5 v/v, cloroférmio e Brazol® utilizado no inicio). As amos-
tras foram ’
por 3 minutos. Apds este periodo, as amostras foram centrifugadas a

12.000 g por 15 min. a 4°C e o sobrenadante (fase aquosa) foi trans-

‘vortexadas” por 1 min. e, novamente, incubadas em TA
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ferido para um novo tubo de 2 mL. Adicionou-se a esse sobrenadante
500 uL de isopropanol (1:2 v/v, isopropanol e Brazol® utilizado no ini-
cio) e os tubos foram agitados cuidadosamente, por inversao, durante
2 min. e, depois, foram mantidos em TA por 8 minutos. Novamente as
amostras foram centrifugadas a 12.000 g, agora por 10 min. a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o “pellet” foi lavado com 1 mL de etanol
75% gelado (1:1 v/v, etanol 75% e Brazol® utilizado no inicio). Apés
centrifugacdo a 7.500xg por 5 min. a 4°C, o sobrenadante foi descarta-
do imediatamente e o “pellet” foi seco por cerca de 10 min. a TA. Para
eluir o precipitado adicionou-se 50 yL de H,O0 DEPC. Nessa fase, para
auxiliar a eluicdo do RNA, os tubos foram colocados a 37°C por cerca
de 1 hora. O RNA isolado foi quantificado e, depois, estocado a -80°C.

3. Extracao de RNA de raizes de braquiaria utilizando o kit SV Wizard
Isolation RNA System (Promega®)

Os procedimentos foram realizados de acordo com as instrucdes do
fabricante. Aos 200 mg de material pulverizado adicionaram-se 175 uL
de Tampao de Lise e 350 uL de Tampao de Diluicdo e misturou-se por
inversao durante 2 minutos. As amostras foram, entdo, centrifugadas

a 12.000 g por 10 min. e os sobrenadantes transferidos para um tubo
novo de 2 mL. Depois, 200 uL de etanol 95% foram adicionados as
amostras que foram misturadas por pipetagem (3 a 4 pipetagens). Essa
mistura foi transferida para uma coluna, fornecida no kit, que foi primei-
ramente acoplada a um tubo coletor, também fornecido. Centrifugou-se
a 12.000 g por 1 minuto e o liquido que passou para o tubo coletor foi
descartado.

A coluna foram adicionados 600 uL de Solucdo de Lavagem e, nova-
mente, centrifugou-se por 1 min. a 12.000 g. O liquido que atravessou
a coluna foi descartado. Apés, adicionou-se a coluna 50 uyL de uma
solucao de incubacao DNase I. Esta solucao foi preparada imediatamen-
te antes de ser utilizada pela adicao de 40 yL de Tampao de Coloracao
Amarelo, 5 uL MnCl, 0,09 M e 5 uL de DNase | (que deve ser des-
congelada no gelo para uso). Deve ser preparada apenas a quantidade
necessaria para uso e esta deve ser misturada cuidadosamente por
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pipetagem. Adicionar a solucado a coluna tomando cuidado para que ela
entre em contato com a cobertura da membrana (a solucéao de incu-
bacao DNase | é amarela para facilitar essa visualizacao). Apds essa
adicao, a coluna foi incubada a TA durante 15 minutos. Foram, entao,
adicionados a 200 uL de Solucao de Inibicdo da DNase | e centrifugou-
se a 12.000 g por 1 minuto.

Iniciaram-se as etapas de lavagem da coluna com a adicdo de 600 uL
de Solucao de Lavagem. Foi realizada uma centrifugacdo a 12.000 g
por 1 min. e, depois, adicionou-se mais 250 yL de Solucdo de Lavagem
e fez-se nova centrifugacao por mais 2 minutos (nessas etapas de lava-
gem nao foi necessario o descarte do liquido que atravessou a coluna).

A coluna foi transferida agora para um microtubo de 1,5 mL. Adicio-
naram-se a coluna 50 uL de 4gua livre de nuclease, fornecida no kit
(certifique-se de cobrir completamente a superficie da membrana com a
agua). Apés, foi feita uma nova centrifugacdo a 12.000 g por 1 min. e
a coluna foi descartada. O RNA purificado foi quantificado e estocado a
-80°C.

4. Extracdo de RNA de raizes de braquiaria utilizando o kit Invisorb®
Spin Plant RNA Mini Kit (Invitek®)

Nesse kit foram fornecidas, pelo fabricante, duas solucdes de lise (DCT
e RP) que foram testadas para ver qual é a mais indicada a extracao de
RNA de raizes de braquidria. Para os testes foram seguidas as instru-
coes fornecidas pelo fabricante:

Aos 200 mg de material pulverizado foram adicionados 900 uL de DCT
ou RP que foi bem misturado por “vortexacdo”. As amostras foram in-
cubadas por 15 min. a TA sob constante agitacao, foi utilizado agitador
orbital horizontal (“shaker”) a 200 RPM.

ApoOs esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 12.000 g por 1
min. e um precipitado foi obtido. O sobrenadante foi cuidadosamente
transferido para um pré-filtro acoplado a um tubo coletor (fornecidos) e,
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depois, centrifugados por 1 min. a 7.000 g. O pré-filtro foi descartado

e ao filtrado (cerca de 800 uL), que contém o RNA, foram adicionados
500 uL de etanol absoluto. Tudo foi misturado muito bem por pipeta-
gem e, apds, 750 uL desse lisado foram transferidos para uma coluna
acoplada a um tubo coletor (fornecidos). Novamente as amostras foram
incubadas por 1 min. e centrifugadas a 7.000 g também por 1 minu-

to. O liquido que ultrapassou o tubo coletor foi descartado, novamente
acoplou-se a coluna ao mesmo tubo e centrifugou-se por mais 1 minuto.

Para a lavagem da coluna foram adicionados 500 uL de Tampao de
Lavagem R1 e centrifugou-se durante 30 seg. a 7.000 g. O liquido
que ultrapassou a coluna foi descartado e foram adicionados a coluna
700 uL de Tampao de Lavagem R2. Apds nova centrifugacao também
por 30 seg. a 7.000 g, descartou-se o liquido do tubo coletor e essas
lavagem com R1 e R2 foram repetidas mais uma vez. Para eliminar
qualquer vestigio de etanol, ao final da Ultima lavagem centrifugou-se
por um tempo maior (3 min.).

A coluna foi acoplada em um microtubo de 1,5 mL e foram adicionados
50 uL de Tampao de Eluicdo R diretamente na membrana da coluna,
que foi incubada por 2 min. e, depois, centrifugada por 1 min. a 7.000
g. Ao final, descartou-se a coluna e o RNA total eluido foi quantificado
e estocado a -80°C.

Quantificacao das amostras de RNA

A quantificacdo das amostras de RNA foi realizada por espectrofotome-
tro NanoDrop® (Thermo)®, sendo a concentracéo calculada em ug.mL"’
através da férmula:

[RNA] = A260 x Fc x fd

Onde A260 corresponde ao valor de absorbancia da amostra ao com-
primento de onda de 260 nm; Fc corresponde ao fator de conversao
que para RNA é 40; fd corresponde ao fator de diluicdo da amostra de
leitura, que neste caso foi de 100; e o resultado é a concentracdo em
ng.uL'. A qualidade do RNA foi analisada com base na razdo da absor-
bancia A /A

260nm 280nm*
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Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
e teste Tukey, a 1% de significancia. Foram feitas duas repeticoes da
extracao de RNA de cada amostra por protocolo utilizado.

Eletroforese do RNA isolado

Para verificar a integridade do RNA extraido as amostras foram ana-
lisadas em gel de agarose desnaturante (Agarose 1,2%; Agua DEPC;
Tampado 10X MOPS MOPS (0,2 M de 3-[N-morpholino]propanesulfonic
acid)/Acetato/EDTA; Formaldeido 37 %) e ndo-desnaturante (Agarose
1%; Tampao TBE 1X). Os dois tipos de géis foram pré-corados com
brometo de etidio (0,5 mg/mL) e a eletroforese procedeu a 100 V por
cerca de uma hora. Os géis foram visualizados e fotografados sob luz
ultravioleta em sistema digital L-Pix Image (Loccus Biotecnologia).

Sintese do DNA complementar (cDNA)
1. Sintese de cDNA utilizando a enzima transcriptase reversa M-NVILV-
RT do GeneSnare Differential Expression kit Sigma®

As reacdes foram preparadas com todos os reagentes fornecidos e

seguindo o protocolo do fabricante. Foram utilizados microtubos de 0,2
mL, mas podem ser utilizadas placas de PCR dependendo do volume de
reacoes. Os reagentes foram adicionados em duas etapas como segue:

Na primeira etapa foram adicionados de 4 a 8 uL de RNA, essa quanti-
dade variou de acordo com a quantificacdo das amostras de forma que
fossem adicionados 3 ug; 2 uL de ACP-primer; e 10 a 14 uL de dgua
livre de nucleases. O volume final foi igual a 20 mL. Essas reacoes
foram colocadas em um termociclador PTC-100 (MJ Research, Inc.)
programado para 10 min. a 70°C e 1 min. a 4°C.

Na segunda etapa foram adicionados aos mesmos microtubos 21 uL de
agua livre de nucleases; 5 yL de Tampéao da Enzima M-MLV-RT; 2 uL de
dNTP; 1 uL de Inibidor RNase; e 1 yL da Enzima M-MLV-RT. O volume
final foi de 50 yL. As reacdes foram colocadas no mesmo termociclador
programado para: 42°C por 50 min., depois 94°C por 3 min. e for fim
4°C. Os cDNAs foram quantificados e armazenados a -80°C.
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2. Sintese de cDNA utilizando a enzima transcriptase reversa SuperS-
cript RT Il Invitrogen®

As reacdes foram preparadas em trés etapas, utilizando os reagentes
fornecidos pelo fabricante e seguindo suas instrucdes. Também foram
utilizados microtubos de 0,2 mL, mas podem ser utilizadas placas de
PCR.

Primeiramente, adicionou-se 1 a 9 yL de RNA, de modo a se obter a
concentracéao final de 3 ug; 1 uL de oligo dT e a4gua milliQ estéril se

for necessario para completar o volume para 10 uL. As reacdes foram
colocadas no termociclador MJ Research PTC-100 programado para
65°C por 5 min. e depois os tubos foram transferidos para o gelo e per-
maneceram por 1 minuto. Apés, foi feita uma répida centrifugacao na
velocidade méxima por 10 seg. e reservaram-se os tubos.

Foram, entdo, adicionados a novos microtubos de 0,2 mL (ou placas):
2 uL de Tampéo da Enzima SuperScript RT II; 4 uL de MgCl,; 1 uL de

RNase out e 9 uL da reacao reservada da primeira etapa. Os tubos fo-
ram incubados a 42°C por 2 minutos no termociclador ou banho-maria.

Na terceira etapa adicionou-se 1 uL da Enzima SuperScript RT Il e as
reacoes foram colocadas em um termociclador programado para 42°C
por 50 min.; 70°C por 15 min.; baixando para 4°C. Nesse momento foi
adicionado 1 uL de RNase H as reacdes que foram incubadas a 37°C
por 20 minutos. Os cDNAs foram quantificados e estocados a -80°C.

Quantificacao das amostras de cDNA

A quantificacdo das amostras de cDNA foi realizada por espectrofo-
témetro NanoDrop® (Thermo)®, sendo a concentracdo calculada em
ug.mL" através da formula:

[DNA] = A260 x Fc x fd

Onde A260 corresponde ao valor de absorbancia da amostra ao com-
primento de onda de 260 nm; Fc corresponde ao fator de conversao
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que para cDNA é 33; fd corresponde ao fator de diluicdo da amostra de
leitura, que neste caso foi de 100; e o resultado é a concentracao em

ng.uL'. A qualidade do DNA foi analisada com base na razdo da absor-
bancia A /A

260nm 280nm*

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e
teste Tukey, a 1% de significancia. Foram feitas duas repeticdes por
protocolo utilizado.

Resultados e discussao

As concentracdes das amostras de RNA obtidas a partir de folhas de
B. decumbens cv. Basilisk foram em média: 1131,1 ng.uL"' quando o
reagente Trizol® foi utilizado e 860,84 ng.uL"' quando utilizou-se Bra-
zol®. A qualidade desses RNAs foi determinada pelas médias da relacdo
A sonm | Asgonm Que ficaram dentro da faixa de boa qualidade (1,6 a 2,0)
apresentada por Sambrook e Russel (2002). Nao houve diferenca signi-

ficativa (P>0,01) entre essas médias (Tabela 1).

Tabela 1 - Comparacao entre as médias das concentracdes e das relacées
Aonm | Asgonm Obtida das amostras de RNA extraidos de folhas de Brachiaria

decumbens cv. Basilisk utilizando os reagentes Trizol® e Brazol®

Teste de Tukey (1% de significancia)

Protocolos ng.uL™" A sonm | Aogonm
Trizol® 1131,10 A 1,66 A
Brazol® 860,84 A 1,63 A

As concentracdes das amostras de RNA isoladas de raizes foram em
média: 2662,45 ng.uL' com o reagente Trizol®; 1709,15 ng.uL" para
o Brazol®; 107,93 ng.uL" usando o kit Promega; 56,76 ng.uL""com o
kit Invitek usando o tampéo RP e 32,07 ng.uL" usando o tampao DCT.
Essas médias foram significativamente diferentes (P<0,01). O reagen-
te Trizol® foi o mais eficiente, pois extraiu maior quantidade de RNA,
seguido pelo reagente Brazol® e, por fim, os kits Promega® e Invitek®
(Tabela 2).
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As médias das relagdes A, /A, que determinam a qualidade

das amostras de RNA, ficaram dentro da faixa de qualidade (1,6 a 2,0)
quando os reagentes foram utilizados e nao diferiram significativamente
(P>0,01). Entretanto, quando os kits foram utilizados para a extracao
de RNA a partir de raizes houve diferenca estatistica com relagao as
médias dos reagentes (P<0,01) e a relacdo A, /A,  foi superior a

2,0, indicando menor qualidade dessas amostras de RNA (Tabela 2).

Tabela 2 - Comparacdo entre as médias das concentracdes e das relacoes
Aeonm | Asgonm Obtida das amostras de RNA extraidos de raizes de Brachiaria
decumbens cv. Basilisk utilizando os reagentes Trizol®, Brazol®, kit Promega®,

kit Invitek® com o Tampao RT e kit Invitek® com o Tamp&ao DCT

Teste de Tukey (1% de significancia)

Protocolos ng.uL’ A sonm | Aogonm
Trizol® 2662,45 A 1,65 B
Brazol® 1709,15 B 1,69 B
Invitek® (Tamp&o RP) 107,93 C 2,31 A
Promega® 56,76 C 2,10 A
Invitek® (Tampédo DCT) 32,07 C 2,38 A

Para analisar a integridade das amostras de RNA foi realizada a visua-
lizacdo eletroforética em géis de agarose 1,2% desnaturante e 1%
nao-desnaturante. Foi possivel observar a separacdo das bandas dos
diferentes tipos de RNAs para todos os reagentes e kits utilizados nas
extracoes. Além disso, pela anélise dos géis ndao se observou DNA
nessas amostras. A figura 1 exemplifica resultados amostras de RNA
obtidas a partir de raizes utilizando o reagente Trizol®.

Para testar a eficiéncia de duas enzimas transcriptases reversas
comerciais (SuperScript RTIl e M-MLV-RT) na sintese de cDNA utili-
zou-se amostras de RNA extraidas de raizes com o reagente Trizol®.
Houve diferenca significativa (P<0,01) entre as médias das con-
centracoes de cDNA obtidas com as diferentes enzimas. A enzima
M-MLV-RT sintetizou cDNA em maior quantidade que a SuperScript
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RTII. As médias das relagcdes de absorbancias A,/ A,.  — também
foram significativamente distintas (P<0,01) e ficaram pouco abaixo
de 1,8 (Tabela 3). Segundo Sambrook e Russel (2002), em um DNA
de qualidade a relacdo A,/ A,, deve estar na faixade 1,8 a 2,0
e valores abaixo de 1,8 significam contaminacao por proteinas. A
enzima M-MLV-RT apresentou esta relacao mais préoxima de 1,8 que a

SuperScript RTII.

Figura 1. Exemplo do perfil eletroforético de amostras de RNAs obtidas a partir
de raizes de B. decumbens cv. Basilisk com o uso do reagente Trizol®. As
bandas observadas, de cima para baixo, sdo os RNAs 28S, 18S e 5S. A) gel
desnaturante 1,2%; e B) gel de agarose 1% (nao-desnaturante).
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Tabela 3 - Comparacéo entre as médias dos cDNAs sintetizados com as duas
enzimas transcriptase reversa (SuperScript RTIl e M-MLV-RT)

Teste de Tukey

Enzimas ng.uL’ A sonm | Asgonm

M-MLV-RT 1307,92 A 1,84 A

SuperScript RTII 1081,10 B 1,69 B
Conclusdes

Pode-se concluir com base nos experimentos realizados neste tra-
balho que os reagentes Trizol® e Brazol® sdo igualmente eficientes

na extracao de RNA a partir de folhas de braquiéaria, porém, quando
sdo utilizadas raizes, o Trizol® é mais eficiente. Ademais, esses dois
reagentes sdao mais eficazes para a extracdao de RNA de raizes que aos
dois kits comerciais testados. Os resultados denotam, ainda, que a
enzima M-MLV-RT é mais eficiente na obtencdao de cDNA de qualidade
que a SuperScript RTII.
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