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Protocolo de Extracao
de RNA Total de Arachis
spp. e Avaliacao do
Efeito de Contaminantes
por meio de Analises
Espectrofotometricas

Resumo

Apesar de as tecnologias hoje disponiveis para a avaliacdo da expressao
génica oferecerem métodos mais simplificados, automatizados e com
maior reprodutibilidade, a extragcdo de RNA total a partir de tecidos
vegetais, principalmente daqueles ricos em metabdlitos secundarios,
ainda é uma etapa critica e muitas vezes limitante ao processo.
Considerando-se o crescente niumero de estudos gendmicos de
leguminosas, em especial de amendoim, a quinta oleaginosa mais
cultivada no mundo e importante fonte de proteinas, este trabalho
teve como objetivos descrever um protocolo para a extracdo de RNA
total a partir de folhas e raizes de Arachis spp. e fornecer um guia
para a andlise qualitativa de RNA total por espectrofotometria para a
identificacdo de contaminantes presentes em amostras de Arachis spp.
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Para tanto, as amostras foram intencionalmente contaminadas com
reagentes comumente utilizados em protocolos de extracdo de acidos
nucleicos. Os resultados revelaram que contaminagdes com alcool
etilico, alcool isopropilico, cloroférmio ou Tris ndo alteraram a qualidade
e a quantificagdo do RNA. Contaminagfes com fenol, tiocianato de
guanidina, CTAB e BSA geraram anormalidades na quantificagéo.

Esses resultados podem ser utilizados como referéncia na quantificacdo
de RNA total de plantas pelo método de espectrofotometria para a
deteccdo de anormalidades nas amostras e identificagdo de possiveis
contaminantes.

Termos para indexacéo: &cido nucleico, amendoim, espectrofotometria.



Total RNA extraction
protocol from Arachis

spp and evaluation of the
effect of contaminants by
spectrophotometric analysis

Abstract

Despite the automated, simplified and reproducible methods available
for gene expression analyses, the RNA isolation from plant tissues

is still a critical step and could be a limitation for these procedures,
especially for species rich in secondary metabolites. Taking into
account the advances in legume genomics, especially in peanut,

the fifth-largest oilseed crop in the world and an important source

of protein, the purpose of this work was to describe a protocol for
isolation of total RNA from leaves and roots of Arachis spp and provide
a guide for total RNA qualitative analyses, in samples exposed to
distinct contaminants by spectrophotometry. Total RNA samples were
intentionally contaminated with reagents frequently used for nucleic
acid isolation. Results revealed that contamination with ethanol,
isopropanol, chloroform, and Tris did not alter the quantification and
evaluation of the quality of the total RNA samples. Nevertheless, the
method was able to detect contamination with phenol, guanidine
thiocyanate, CTAB, and BSA. These results can be used as a reference
for plant total RNA quantification by spectrophotometry, allowing the
detection of sample abnormalities and contaminant identification.

Index terms: nucleic acid, groundnut, spectrophotometry.
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Introducao

Os avancos no desenvolvimento de métodos de sequenciamento

e andlise de expressao génica possibilitam a geracdo de dados em
grande escala, com maior reprodutibilidade e precisdo. O progresso
continuo dessas técnicas, associado aos avancgos da area de
bioinformatica, permite um melhor entendimento no &mbito genémico,
de mecanismos fisiologicos e de desenvolvimento de plantas,
frequentemente associados a resisténcia a estresses bioticos e
abidticos e produtividade, caracteristicas relevantes em programas de
melhoramento vegetal.

Técnicas, como RNA-seq, microarranjos e PCR em tempo real, sao
frequentemente utilizadas para quantificar niveis de RNA mensageiro
(mRNA) em estudos de expresséo génica (LUKENS; ZHAN, 2011;
VIJAY et al., 2013). Apesar de essas tecnologias oferecerem métodos
menos laboriosos, automatizados e com maior reprodutibilidade para a
guantificacdo de transcritos, o risco de degradacdo da molécula de RNA
durante sua manipulacdo, por causa da sua alta instabilidade, continua
sendo um grande desafio para o sucesso das analises de transcritoma.

No mercado, estéo disponiveis diversos kits para o isolamento de RNA
de tecidos variados de plantas, a grande maioria baseada no principio
da capacidade de ligacdo do RNA a uma resina de gel de silica presente
em uma coluna, a depender da concentracdo salina. No entanto, além
de serem onerosos, esses kits, muitas vezes, ndo proporcionam bom
rendimento, principalmente por serem padronizados para o isolamento
de plantas modelo, como Arabidopsis thaliana. A grande diversidade
de composicdo quimica entre plantas, e até mesmo entre tecidos de
uma mesma espécie, faz com que sejam necessarias otimizacdes

nos protocolos de extracdo de RNA total para cada gendtipo ou tipo
de tecido. Muitas plantas séo ricas em polissacarideos, proteinas de
reservas ou compostos secundarios que se ligam e coprecipitam com o
RNA durante sua extracdo, comprometendo sua pureza (SALZMAN et
al., 1999). Os compostos fendlicos e outros compostos secundarios,
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também presentes em muitas espécies vegetais, sofrem oxidacao,
formando quinonas, as quais se ligam ao RNA promovendo sua
degradacdo (GHAWANA et al., 2011). Outra limitagéo a extragdo de
RNA de plantas refere-se a barreiras fisicas, tais como a presenca
de cuticulas espessas, pelos, espinhos, tubérculos, tecidos fibrosos
ou sementes e graos duros que oferecem resisténcia a maceracao
completa do material vegetal, o que também interfere na qualidade
final do RNA isolado. Diante dessas particularidades, é impossivel a
recomendacdo de um protocolo universal para a extracdo de RNA de
plantas.

Diversos métodos para a extracdo de RNA total de plantas, que nédo
envolvem a utilizagdo de kits comerciais, estdo descritos na literatura
(BILGIN et al., 2009) e apresentam as vantagens de serem menos
onerosos e permitirem maior flexibilidade para otimizacdes das etapas,
a depender do material biologico utilizado. Esses protocolos incluem,
em geral, etapas de maceracao do tecido em nitrogénio liquido e de
homogeneizacdo do macerado em tampéao especifico, com posterior
separacdo de outros componentes celulares, precipitacdo, lavagem e
recuperacdo do RNA total.

O sucesso na obtencdo de RNA integro depende da rapida inativagcéo
de RNases enddgenas ja nas etapas iniciais do procedimento, em
gue as células sdo rompidas e nucleases celulares tém acesso a
acidos nucleicos, para que seja afastado o risco de degradacao
(SAMBROOK; RUSSEL, 2001). Uma vez inativadas as RNases
enddgenas, cuidados adicionais, como a limpeza da area de trabalho
com alcool 70%, o uso de luvas durante a manipulacdo, agua
tratada com DEPC (dietilpirocarbonato) 0,1 % (v/v) para o preparo
de solucdes e ressuspensdo do RNA e ponteiras e tubos esterilizados
por autoclavagem, garantirdo a obtencdo de RNA de boa qualidade.
Adicionalmente, para a inativacao de RNases exdgenas, espatulas e
vidrarias podem ser lavadas com detergente, enxaguadas em agua livre
de RNases e aquecidas em forno a 240 °C por, no minimo, 4 horas
(AMBION, 2012).
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A primeira etapa envolvendo a maceragéo dos tecidos vegetais €
geralmente realizada em baixas temperaturas, utilizando-se nitrogénio
liquido a -196 °C, temperatura na qual as RNases séo inativas, uma

vez que essas enzimas apresentam atividade detectavel entre 15-70 °C
(TAKAHASHI et al., 1969). Outros protocolos sugerem a maceracao

do tecido diretamente em tamp&o de homogeneizacédo contendo fortes
agentes desnaturantes, tais como o tiocianato de guanidina, o qual rompe
as células, solubilizando seus componentes, desnaturando e inibindo
RNases enddgenas simultaneamente.

Na maioria dos protocolos de extragdo de RNA sdo utilizados fenol e
cloroféormio como agentes desnaturantes de proteinas, tornando-as
soluveis na fase orgéanica ou na interfase, enquanto acidos nucleicos
permanecem na fase aquosa. O uso de fenol 4cido, além de aumentar a
forca do tampédo de homogeneizacdo como desnaturante de RNase (BILGIN
et al., 2009), também aumenta a solubilidade do RNA na fase aquosa

e faz com que o DNA migre para a fase orgéanica, contribuindo para a
reducéo da contaminacdo por DNA gendmico nas preparacfes de RNA
(CHOMCZYNSKI; SACCHI, 2006). Alguns protocolos sugerem o uso de
fenol aquecido como forma de acelerar a desnaturagdo de proteinas, no
entanto, esta pratica nao parece ser essencial ao sucesso da extracao,
uma vez que outros reagentes presentes no tampdo de homogeneizacao
desempenham a mesma func¢do. O uso de fenol quente ndo é recomendavel
por medidas de seguranca, pois seus vapores sao toxicos.

Dentre os reagentes frequentemente utilizados no tampéo de
homogeneizacédo estad o CTAB (brometo de hexadecil trimetil aménio),
um detergente catidénico que remove efetivamente polissacarideos de
4cidos nucleicos e inibe a atividade da enzima polifenol oxidase, a qual
promove oxidacdo e degradacdo do RNA (SUZUKI et al., 2008). Esse
reagente é frequentemente utilizado na extragdo de RNA de espécies
arbdreas e recalcitrantes (CHANG et al., 1993; WANG et al., 2008).
O SDS (dodecil sulfato de sddio), também utilizado em protocolos de
extracdo de RNA, é um detergente e forte agente desnaturante que
atua na lise celular, rompendo as membranas celulares, desestabilizando
as interagdes entre proteinas e acidos nucleicos e inativando RNases
(RIO et al., 2010). A ureia também pode ser utilizada no tampao como
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agente desnaturante de RNases (ALMARZA et al., 2006). A adicéo

de cloreto de sodio ao tampéo de homogeneizagdo aumenta a forga
ibnica da solucéo e contribui para a separacéo de contaminantes do
tecido vegetal (WANG et al., 2008). Ao tampdo de homogeneizacdo

€ também adicionado Tris [Tris-(hidroximetil)-aminometano], que
mantém o pH em ponto estavel, préximo a 8,0, e é capaz de interagir
com lipopolissacarideos, auxiliando na desestabilizacdo de membranas
celulares. O EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético), frequentemente
adicionado a esse tampao, é um composto organico que age como
agente quelante, interagindo fortemente com ions metalicos divalentes,
promovendo a desestabilizagcdo de membranas e a protecdo de

acidos nucleicos ao ataque de nucleases. Tris e EDTA sdo, também,
frequentemente utilizados simultaneamente no tampéo Tris-EDTA (TE)
para a ressuspensédo de acidos nucleicos, de forma a manté-los em pH
estavel e protegé-los da degradacao.

A precipitacdo de acidos nucleicos €, na maioria dos protocolos,
realizada com um élcool, geralmente etanol 96% a 100% ou
isopropanol 100%, na presenca de sais como acetato de amonio ou de
sodio. O cloreto de litio é utilizado para precipitar, preferencialmente,

0 RNA de uma solugdo contendo DNA e RNA, o que permite reduzir

a contaminacdo por DNA genémico, mas pode ter sua eficiéncia
comprometida quando a concentracao deste contaminante ¢é alta
(SMART; RODEN, 2010). RNAs de baixo peso molecular, como
microRNA ou RNA transportador (tRNA), na auséncia de etanol, sdo
solGveis em solugdes de alta forca ibnica, enquanto moléculas de RNA
maiores sdo insollveis. Por causa dessa diferenca, a precipitacdo na
presenca de altas concentracdes de cloreto de litio (2 M a 4 M) pode
ser usada para a purificacdo de RNAs de alto peso molecular, tais como
RNAs mensageiro e ribossomal (SAMBROOK; RUSSEL, 2001).

A estimativa da quantidade e qualidade do RNA isolado é
frequentemente realizada via espectrofotometria. A leitura em um
comprimento de onda correspondente a 260 nm é utilizada para
mensurar a quantidade de acidos nucleicos, uma vez que esse €

o comprimento de onda de méaxima absorbancia dessas moléculas
(SAMBROOK; RUSSEL, 2001). A razéo entre as medidas a 260 nm
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e 280 nm indica a pureza do RNA, sendo valores proximos a 2,0
considerados ideais (BARBAS lll et al., 2007). Medidas inferiores para
a razdo 260/280 podem indicar contaminacao por proteinas, fenois ou
outros compostos que absorvem luz proxima a 280 nm (SAMBROOK;
RUSSEL, 2001). A razéo entre as leituras a 260 nm e 230 nm é
utilizada de forma complementar para a avaliacdo da pureza do RNA.
Para amostras de boa qualidade, esperam-se valores entre 2,0 e 2,2,
e superiores ao obtido para a relacdo 260/280 (NANODROP, 2007).
Valores abaixo dessa faixa podem indicar a presenca de agentes
contaminantes que absorvem luz a 230 nm, tais como EDTA, fenol,
carboidrato, glicogénio ou guanidina (NANODROP, 2007). As medidas
podem ser realizadas em espectrofotdmetro com luz ultravioleta (UV)
comum ou por nanoespectrofotdmetros, que possuem a vantagem

de mensurar diretamente a amostra a partir de 1 yL, dispensando a
necessidade de diluicdes e uso de cubeta. A desvantagem do método
de espectrofotometria é que contaminantes também podem absorver
luz no comprimento de onda selecionado e o valor final sofrer um
desvio, podendo causar uma superestimativa da quantidade de RNA
na amostra. Técnicas de quantificacdo que empregam o uso de
fluoréforos que se ligam especificamente a molécula alvo permitem
uma quantificacdo precisa de RNA, DNA dupla fita ou DNA fita simples,
mesmo na presen¢a de contaminantes. No entanto, essas técnicas
s80 mais onerosas, uma vez que requerem equipamentos e reagentes
especificos para as medidas.

Plantas de amendoim (Arachis hypogaea L.) caracterizam-se por
apresentar altos niveis de polissacarideos, lipideos e compostos
secundarios como polifendis, que se ligam aos acidos nucleicos e
interferem no seu processo de isolamento (YIN et al., 2011). Métodos
baseados no uso de kits comerciais ou de tiocianato de guanidina sdo
pouco eficientes para o isolamento de DNA e RNA de A. hypogaea. No
caso das espécies silvestres, nas quais a concentracdo de compostos
secundérios tende a ser maior, em relacdo a espécie cultivada (WINK,
1988), essa dificuldade é agravada.
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Tendo em vista o crescente nimero de estudos gendmicos de espécies
de Arachis (PANDEY et al., 2012), motivados pela relevancia do
amendoim como a quinta oleaginosa mais cultivada no mundo e
importante fonte de proteinas (FAO, 2013), neste trabalho é descrito
um protocolo para o isolamento de RNA total a partir de folhas e

raizes de A. hypogaea e duas espécies silvestres do género, A.
stenosperma e A. duranensis, compativel com a aplicacdo para analises
gendmicas, tais como sequenciamento de segunda geracdo e analises
de expressao génica pelas técnicas de macroarranjos e PCR em tempo
real. Objetivou-se, também, a geracdo de um guia para a analise
qualitativa de RNA total, por espectrofotometria, para a identificacdo
de contaminantes frequentemente encontrados em amostras de acidos
nucleicos.

Material e Métodos

Amostras de RNA total foram isoladas a partir de folhas e de raizes

de plantas de A. hypogaea, A. duranensis e A. stenosperma, com
aproximadamente quatro semanas de idade, seguindo-se o protocolo
descrito por (WILKINS; SMART, 1996), com modificacdes. O tecido
vegetal foi coletado e armazenado em congelador a -80 °C. Cerca de
500 mg do tecido foram macerados em nitrogénio liquido em almofariz
até a obtencdo de um po fino e transferidos para um tubo de 15 mL
de plastico polipropileno com fundo conico, previamente resfriado em
nitrogénio liquido. Foram adicionados 2,5 mL de tampdo NTES (NaCl
0,1 M, Tris-HCI pH 8,0 0,01 M, EDTA 1 mM, SDS 1 % v/v) e volume
igual (1 V) da mistura fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1 v/v).
Os tubos foram agitados vigorosamente em agitador do tipo Vortex e
centrifugados durante 30 minutos, a 11.000 g e 4 °C. Transferiu-se,
cuidadosamente por inversdo, o sobrenadante para um novo tubo de
15 mL que foi centrifugado durante 20 minutos, a 11.000ge 4 °C. O
sobrenadante foi novamente transferido para um tubo de 15 mL no qual
foi adicionado 1/10 do volume total de acetato de sddio 3M pH 4,5 e
2,5 volumes de etanol absoluto a 4 °C.
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As amostras foram homogeneizadas manualmente e incubadas a -20
°C, em congelador, durante 2 horas. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 11.000 g durante 20 minutos a 4 °C e o sobrenadante
foi descartado, por inversdo do tubo. O precipitado obtido foi dissolvido
em 1 mL de &gua ultrapura tratada com DEPC 0,1% (v/v), transferido
para microtubo de polietileno de 1,5 mL e centrifugado a 5.000

g durante 3 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi transferido, por
inversdo, para um microtubo de polietileno de 2 mL e foi adicionada
igual quantidade do volume total de cloreto de litio 4 M. As amostras
foram agitadas e mantidas a 4 °C, em geladeira, durante 14 horas e,
em seguida, centrifugadas durante 20 minutos, a 11.000ge 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso em 500 uL
de agua ultrapura tratada com DEPC 0,1% (v/v). O RNA foi precipitado
pela adicdo de 50 uL, 1/10 do volume total, de acetato de sédio 3M

e 1,25 mL (2,5 vezes do volume total) de etanol absoluto gelado.

As amostras foram novamente centrifugadas durante 20 minutos,

a 10.000 g e 4 °C e o sobrenadante descartado. Em seguida, o
precipitado foi lavado com 500 uL de etanol 70 % (v/v), centrifugado
por 5 minutos, a 11.000 g e 4°C e o sobrenadante foi descartado.
Apos secar em temperatura ambiente, o precipitado foi ressuspenso
em 30 uL de DEPC 0,1 % (v/v). Apds a extracdo, o RNA foi purificado
utilizando-se kit de colunas de resina de gel de silica e eluido em 30

uL de dgua DEPC 0,1 % (v/v), conforme descrito por Morgante et al.
(2009).

Para a eliminacdo do DNA genémico, as amostras foram digeridas

com DNase | Turbo, de duas formas diferentes, conforme as opcdes
sugeridas no manual do produto, obedecendo a proporcédo de 1 U da
enzima para 1 ug de RNA total: (1) apds a eluicao do RNA da coluna,
adicionou-se a DNAse | e o respectivo tampéo, obedecendo-se as
proporg¢odes indicadas pelo fabricante, e as amostras foram incubadas a
37 °C, durante 1 hora. Em seguida, a enzima foi inativada na presenca
de 15 mM de EDTA a 65 °C durante 10 minutos ou; (2) antes da etapa
de eluicao do RNA da coluna e apés a segunda lavagem com o tampao
fornecido, a DNase | e seu respectivo tampéo foram adicionados
diretamente a coluna do kit, nas proporcdes indicadas pelo fabricante.
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A coluna foi incubada por 10 minutos a temperatura ambiente e, em
seguida, adicionaram-se 600 yL do tampao de lavagem. A coluna foi
centrifugada por 1 minuto a 11.000 g e prosseguiu-se a etapa de
eluicdo, conforme recomendado pelo fabricante.

A integridade do RNA isolado foi conferida por eletroforese em gel de
agarose 1,5% (p/v) ndo desnaturante e a estimativa de sua qualidade
e concentracdo foi realizada pela medida de absorbancia em um
nanoespectrofotdmetro.

Para a simulagéo da interferéncia de contaminantes no resultado das
medidas de qualidade do RNA, amostras de RNA total de folhas de A.
hypogaea foram intencionalmente contaminadas com BSA (albumina
do soro bovino) 0,005% (v/v), simulando uma contaminacdo com
proteinas, e com reagentes frequentemente utilizados em protocolos
de extracdo de RNA nas seguintes concentracdes: etanol 1% (v/v);
isopropanol 1% (v/v); cloroférmio 1% (v/v); Tris 1% (v/v); fenol

1% (v/v); tiocianato de guanidina 1% (v/v) e CTAB 0,5% (v/v). As
concentracfes das contaminacgdes foram definidas como o valor minimo
possivel que garantisse precisdo nas pipetagens. Para cada amostra
contaminada foi realizada, também, a analise da respectiva amostra
controle, ndo contaminada, com a mesma concentragdo de RNA. O
volume de 1,5 yL de cada preparacao foi utilizado para a leitura no
nanoespectrofotdmetro seguindo-se as orientacfes do fabricante. As
leituras foram realizadas em triplicatas. Variacdes nos valores das
razdes entre as medidas a 260 nm e 280 nm (260/280) e 260 nm

e 230 nm (260/230) de até dois pontos (valor medido *2) foram
interpretadas como decorrentes da técnica e ndo foram consideradas
como variacdes reais por causa do tratamento.

Resultados e Discussao

O protocolo descrito neste trabalho para a extracdo de RNA total de
espécies de Arachis apresentou boa eficiéncia para as trés espécies
testadas com rendimento médio de 30 ng de RNA total por mg de
material macerado, integro, com as bandas referentes aos RNAs
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ribossomais (rRNA) 28S e 18S bem definidas em gel de agarose, ndo
apresentando sinais de degradacéo (Figura 1). Observou-se que a
precipitagdo do RNA em um volume final de etanol inferior ao proposto
no protocolo original (WILKINS; SMART, 1996) néo interferiu no
resultado final da extragcdo. Esta mudanca também permitiu a utilizagao
de tubos menores em sua capacidade volumétrica (de 2,0 mL ao invés
de 15 mL) durante as precipitacdes, evitando-se eventual perda do
precipitado e proporcionando economia de reagentes.

gDNA —

rBRNA 28S
rRNA 185 —

Figura 1. Resultado da eletroforese em gel de agarose 1,5% (p/v) sob condicdes
ndo desnaturantes contendo amostras de RNA total sem tratamento com DNase

e isoladas a partir de: 1) folhas de Arachis duranensis; 2) raizes de A. duranensis;
3) folhas de Arachis hypogaea; 4) raizes de A. hypogaea; 5) folhas de Arachis
stenosperma; 6) raizes de A. stenosperma. As duas bandas presentes em destaque
em todas as amostras referem-se as bandas de RNAs ribossomais (rRNA) 18S e
28S. Observa-se a presenca de contaminantes de DNA gendmico (gDNA).

A digestdo do DNA presente nas amostras de RNA total por DNases

foi realizada com sucesso apds a purificagdo do RNA, utilizando-se

uma unidade de enzima para cada 1 ug de RNA. A eliminacdo do DNA
ap6s a purificacdo do RNA em coluna mostrou-se mais eficiente do

que sua eliminacdo por aplicacdo da DNAse diretamente na resina do
kit, conforme sugerido pelo fabricante (dados ndo mostrados). O RNA
extraido das trés espécies pela metodologia-otimizada neste estudo
apresentou qualidade suficiente para ser utilizado em reagfes de
transcri¢éo reversa, PCR e qPCR, conforme descrito por Morgante et al.
(2011).
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Com o objetivo de avaliar as principais dificuldades enfrentadas na
obtencéo e interpretacdo de medidas de qualidade e quantidade do RNA
total por espectrofotometria, foram adicionados as amostras de RNA
total de folha de A. hypogaea reagentes para simular o resultado de
contamina¢des comumente encontradas em protocolos de extracédo de
acidos nucleicos.

Neste estudo, a adicéo dos éalcoois etilico e isopropilico a amostra de
RNA nao provocou alteragéo do padrao da curva de absorcao, porém,
essa contaminacéo intencional fez com que as leituras a 260 nm e
280 nm ficassem levemente superestimadas, com um aumento de
aproximadamente 15% em relacdo a amostra controle. No entanto,
esse incremento ndo afetou os valores das razdes A260/A280 e
A260/A230 (Figura 2), utilizadas para estimar a qualidade do &cido
nucleico. De forma similar, os resultados apresentados por Wieczorek
et al. (2012) indicaram que a contaminacdo de amostras de RNA

com etanol e isopropanol, ambos em uma concentracdo de 5%, cinco
vezes superior aquela utilizada neste estudo, ndo alterou as relacdes

de absorbancia A260/A280 e A260/A230, em relacdo a amostra néo
contaminada. Os alcoois etilico e isopropilico sdo comumente utilizados
em protocolos de extracdo, juntamente com um sal, para a precipitacdo
de acidos nucleicos. O primeiro é também usado nos protocolos de
extracdo de RNA na concentragéo de 70-75% na etapa de lavagem,
para a remocdo do excesso de sais. No entanto, a permanéncia de
residuos desses alcoois na amostra de RNA ao final do processo de
extracdo é indesejada, pois pode prejudicar sua solubilidade no tampao
ou em agua.
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Figura 2. Curvas de absorcao a luz UV obtidas nas analises de espec-
trometria realizadas em nanoespectrofotdmetro. a) Amostra controle
de RNA total; b) amostra de RNA total contaminada com 1% de alcool
etilico (v/v); c) amostra de RNA total contaminada com 1% de alcool

isopropilico (v/v).
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Em paralelo, a contaminacdo da amostra de RNA com outro solvente
apolar, o cloroférmio, utilizado em protocolos de extracédo de acidos
nucleicos para a desnaturacao de proteinas, ndo alterou o padrao da
curva de absorcédo e os valores de absorbancia a 260 nm e 280 nm
(Figura 3a).

Os resultados apresentados indicam que na avaliagdo da qualidade do
RNA por espectrofotometria ndo foi capaz de indicar contaminacfes
importantes por alcoois e cloroférmio nas amostras de RNA. Dados
da literatura demonstram resultados similares para medidas de
contaminacéo por etanol e isopropanol em amostras de RNA humano,
observando-se que medidas realizadas com RNA diluido em TE
apresentaram maiores indices de pureza, em relagdo aqueles diluidos
em agua (BIOMEDICAL CENTER, 2007).

A presenca de Tris nas amostras de RNA néo alterou o padréo da curva
de absorcéo e os valores de leitura a 260 nm e 280 nm (Figura 3b) e

a presenga desse reagente parece néo interferir na quantificacdo do
RNA por espectrofotometria. O uso desse tampédo em pH alcalino &,
inclusive, frequentemente indicado para esse fim, pois, além de manter
a integridade de acidos nucleicos, aumenta o poder de deteccdo de
agentes contaminantes na andlise por espectrofotometria (WILFINGER
et al., 1997).
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Figura 3. Curvas de absorcao a luz UV obtidas nas analises de espectrofotometria
realizadas em nanoespectrofotdmetro. a) medida da amostra de RNA total contaminada
com cloroférmio 1% (v/v) (direita) e seu respectivo controle (esquerda); b) medida da
amostra de RNA total contaminada com Tris 1% (p/v) (direita) e seu respectivo controle
(esquerda).

A contaminacdo por fendis em amostras de &cidos nucleicos pode ser
originada do material biolégico, no caso de plantas ricas em compostos
fendlicos, ou como residuo do proprio reagente utilizado durante a
extracdo. A contaminacao intencional de fenol 1% na amostra de

RNA total causou uma mudanca no perfil da curva de absorcéo,
ocorrendo um novo pico de absorcdo na faixa de 220-230 nm, uma
vez que compostos fendlicos absorvem luz em comprimento de onda
préoximo a 230 nm (NANODROP, 2007). Além disso, foi observado um
deslocamento do pico principal de 260 nm para 270 nm e um aumento
na absorbancia a 260 nm e 280 nm, causando uma superestimativa
na quantificagdo do RNA total, superior a 5 vezes em relagéo ao valor
da amostra controle (Figura 4a). Dados da literatura indicam que a
contaminagé@o de RNA humano com fenol 0,01% néo causa alteragdes
nos valores de absorbancia nos comprimentos de onda de 230 nm, 260
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nm e 280 nm e anormalidades na curva de absorcdo foram detectadas
a partir da concentracéo de fenol 0,1% (BIOMEDICAL CENTER, 2007).
Held (2001) demonstrou que a contaminagdo de uma amostra de

DNA com 1% da mistura fenol:cloroférmio:éalcool isoamilico (25:24:1)
causou uma reducdo da razdo das absorbancias A260/A280 e A240/
A280, indicando a absorcéo de luz dessa mistura de reagentes na faixa
entre 240 nm e 260 nm.
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Figura 4. Curvas de absorcao a luz UV obtidas nas analises de espectrofotometria
realizadas. a) Medida da amostra contaminada com fenol 1% (v/v) (direita) e seu
respectivo controle (esquerda); b) medida da amostra contaminada com tiocianato de
guanidina 1% (v/v) (direita) e seu respectivo controle (esquerda).

A contaminacdo de RNA humano com fenol também gerou um segundo
pico na curva de absorcao, proximo aos comprimentos de onda de 220-
230 nm, um deslocamento do pico principal para a faixa de 270 nm e
um aumento do valor de quantificagdo do RNA (BIOMEDICAL CENTER,
2007). Diante desses resultados, alerta-se para as consequéncias
negativas que o uso de protocolos baseados em fenol pode causar,
caso seus residuos nédo sejam eliminados totalmente, levando a
superestimacdo da quantidade final de RNA, um problema, quando o
objetivo é a analise da expresséo génica.
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Ja a contaminacao com tiocianato de guanidina, reagente comum em
protocolos de isolamento de RNA, deslocou o pico de absorgdo para a faixa
de 230 nm, porém, nao alterou o valor das leituras a 260 nm e 280 nm e,
portanto, ndo afetou a quantificacdo de RNA (Figura 4b). Apesar de ndo
ter ocorrido uma grande alteracdo no valor da relacdo A260/A280, a baixa
qualidade do RNA pode ser acessada pela relacdo A260/A230, que alterou
de 1,87 na amostra controle para 0,51 na amostra contaminada por
tiocianato de guanidina. As altera¢cGes observadas podem ser explicadas
pelo fato de a guanidina absorver luz a um comprimento de onda préximo
a 230 nm, razdo da origem de um segundo pico na curva de absorgcéo
gerada pelo nanoespectrofotdmetro (NANODROP, 2007). Resultados
similares foram obtidos na contaminacdo de RNA humano com isocianato
de guanidina nas concentracdes de 0,1% e 0,5%, em que o resultado

da quantificacdo, dado pela medida a 260 nm e o valor da relacdo A260/
A280 nédo foram alterados, porém, a relagcdo A260/A230 foi reduzida
drasticamente, indicando a méa qualidade do RNA e sua inviabilidade para
aplicagbes envolvendo reagdes enzimaticas (BIOMEDICAL CENTER, 2007).
Em conformidade com esses resultados, Wieczorek et al. (2012) também
demonstraram que a contaminagcdo de uma amostra de RNA com 0,01%
de um tampdo contendo tiocianato de guanidina n&o alterou o valor da
razédo A260/A280, porém, provocou uma reducéo do valor da relacéo
A260/A230. Os dados levam a concluir que mesmo quantidades pequenas
de guanidina como contaminates em amostras de RNA total podem ser
detectadas por espectrofotometria, mais especificamente, por meio da
razéo A260/A230.

A contaminagcdo com CTAB, outro reagente comumente presente no
tampédo de homogeneizacao de protocolos de isolamento de acidos
nucleicos, também causou um deslocamento do pico de absorgado para

a faixa de 220-230 nm. No entanto, ndo houve alteragdo no valor da
absorbancia a 280 nm, ao contrario do valor a 260 nm, que reduziu

de 5,54 na amostra controle para 3,19 na amostra contaminada e a
quantidade de RNA foi subestimada (Figura 5a). Nesse caso, a baixa
qualidade do RNA pode ser avaliada pelas relacbes A260/A280 e A260/
A230, que apresentaram valores abaixo do esperado para uma amostra
de boa qualidade. Além de absorver luz proximo ao comprimento de onda
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de 230 nm, o CTAB é capaz de se ligar a acidos nucleicos por meio de
interacdes eletrostaticas, formando complexos hidrofobicos (WANG et al.,
2000), o que pode explicar a reducdo do valor de absorbancia a 260 nm
observado.
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Figura 5. Curvas de absorcao a luz UV obtidas por analises de espectrometria realizadas
em nanoespectrofotdmetro. a) Medida da amostra contaminada com CTAB 0,5% (p/v)
(direita) e seu respectivo controle (esquerda); b) medida da amostra contaminada com
BSA 0,005% (p/v) (direita) e seu respectivo controle (esquerda).

A adicdo de BSA 0,005 % a amostra de RNA foi utilizada para simular
uma contaminacao por proteinas, normalmente originada pela lise celular.
Como resultado, um novo pico de absorcdo a 230 nm foi visualizado

e houve um incremento na leitura a 280 nm, que variou de 1,94, na
amostra ndo contaminada, para 4,99 na amostra contaminada (Figura 5b).
A leitura a 280 nm é comumente realizada para estimar o grau de pureza
da amostra de acido nucleico, sobretudo para identificar contaminacées
por proteinas, uma vez que aquelas que contém os aminoacidos
triptofano, tirosina, fenilalanina ou residuos de cisteina com ligactes
dissulfeto absorvem luz UV e apresentam méaxima absorbancia a 280

nm (NELSON; COX, 2000). Proteinas também absorvem luz na faixa de
230 nm e a leitura nesse comprimento de onda pode ser usada para sua
guantificacdo e determinagdo de sua estabilidade termodinamica e cinética
de dobramento (LIU et al., 2009; WHITAKER; GRANUM., 1980).
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Conclusoes

O protocolo descrito para o isolamento de RNA total a partir de folhas e
raizes de Arachis spp. mostrou-se eficiente e com bom rendimento para
as trés espécies testadas, com potencial para ser adaptado para outras
espécies vegetais ricas em compostos fendlicos e polissacarideos.

Os resultados obtidos pela avaliacdo do efeito de contaminacdes

na quantificacdo de amostras de RNA total, realizada por
espectrofotometria, demonstraram que os reagentes fenol, tiocianato
de guanidina, CTAB e BSA provocaram modificagBes expressivas no
padrdo da curva de absorcao sob luz UV, em relacdo as amostras
controle. A contaminagédo com etanol, isopropanol, cloroférmio e
Tris ndo provocou grandes efeitos na quantificacdo e na andlise da
qualidade do RNA. Esses resultados poderdo ser utilizados como um
protocolo referéncia de forma a complementar a quantificacdo de
amostras de RNA total pelo método de espectrofotometria para a
deteccéo da presenca de contaminantes.
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