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RESUMO

A extracdo de RNA qualitativa e quantitativamente é o primeiro passo para estudos
de expressao génica, incluindo transcriptase reversa (RT), PCR quantitativo em tempo
real (RT-qPCR), construcdo de bibliotecas de cDNA ou analises de microarray.
Entretanto, a extragdo de RNA em qualidade e quantidade ideal a partir de tecidos
contendo altas concentracdes de polifenois e polissacarideos é um processo dificil,
como € o caso do pequizeiro, Caryocar brasiliense, espécie com altos teores de
compostos secundarios em diversos tecidos. O presente trabalho teve como objetivo
padronizar métodos de extracdo de RNA para diferentes tecidos de Caryocar
brasiliense Cambess, além de validar a qualidade do cDNA sintetizado via g°PCR. Com
0 intuito de conservar a diversidade genética da espécie, a pesquisa foi desenvolvida no
Instituto de Ciéncias Agrarias da UFMG e o material vegetal utilizado foram folhas,
raizes e embrides de pequi. As folhas e raizes foram coletadas em mudas com um ano
de idade. Os embrides foram extraidos dos frutos em diferentes estadios de maturacao,
com 40, 50, 60, 80 dias apds a antese e recem-dispersos. O RNA total dos tecidos foi
extraido pelos métodos CTAB microextracdo, CTAB macroextracdo, Fenol a quente e
TRI Reagente® Sigma. Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado com quatro
repeticdes por protocolo. O grau de pureza e concentracdo de RNA foram quantificados
em espectrofotdmetro Agilent Technologies — cary 60. A qualidade do cDNA
sintetizado via transcriptase reversa foi testada em andlises de qPCR em diferentes
concentragdes (10, 50 e 100 ng de cDNA/amostra), utilizando o gene enddgeno actina.
Todos os resultados foram submetidos a analise de variancia e comparadas pelo teste de
Tukey a 5%. Os melhores resultados para as folhas foram com o CTAB microextracao,
com concentracdo média de RNA 4.025,867 ng uL™, enquanto para as raizes o método
do fenol & quente, com concentracdo média de RNA igual a 3716.800 ng L. O TRI
Reagente® Sigma foi o protocolo mais eficiente para extracdo de RNA de embrides de
pequizeiros, com 40, 50, 60 e 80 dias apds a antese e recém-dispersos com
concentracdes médias de 1.764; 1.791; 2.228: 1.865; 1.699 ng uL™ de RNA,
respectivamente. O maior grau de pureza e menor contaminagdo por reagentes, em
embrides, folhas e raizes, foram obtidos por meio da aplicagdo do protocolo TRI
Reagente® Sigma. A concentragdo de 10 ng de cDNA por amostra € eficiente para
analises de gPCR.
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1.  INTRODUCAO

A extracdo de RNA em alta qualidade e quantidade é um importante procedimento
e fator militante para estudos de biologia molecular que envolvem expressdo génica,
incluindo transcriptase reversa (RT), PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR),
construcdo de bibliotecas de cDNA ou anélises de microarray. O isolamento de RNA a
partir de folhas, raizes e embrides de Caryocar brasiliense Cambess, em diferentes
estadios de maturacdo pode ser um processo particularmente dificil, devido & presenca
de compostos secundarios em altas concentra¢fes, como polifenois e polissacarideos.
Os compostos secundarios variam muito em quantidade e qualidade nos vegetais, o que
leva a utilizacdo de um método especifico para o isolamento de &cidos nucléicos (RNA
ou DNA) conforme a espécie (CHANG et al., 1993; MITRA AND KOOTSTRA, 1993;
SALZMAN et al., 1999; ZENG AND YANG, 2002; GESTEIRA et al., 2003; GASIC
et al., 2004). Popularmente conhecido como pequizeiro, o Caryocar brasiliense
Cambess, € uma espécie arbdrea nativa do Cerrado, distribuida geograficamente nos
estados do Pard, Tocantins, no Distrito Federal, Goids, Mato Grosso, S&o Paulo, Minas
Gerais e Parana (FLORA DO BRASIL, 2017). Explorada intensamente por meio do
extrativismo, a espécie é fonte de renda e emprego para as comunidades nos locais de
ocorréncia (AFONSO et al.,, 2015). Seus frutos, oleaginosos, sdo utilizados para
consumo in natura ou como subprodutos em forma de 6leo, doce, polpa, licores,
sorvetes e conservas (BARRADAS, 1973). Estima-se que 20% das espécies nativas do
Cerrado ja ndo ocorrem em areas protegidas, sendo este 0 bioma brasileiro que mais
sofreu alteragdes com a ocupacdo humana depois da Mata Atlantica. A expansdo
agropecuaria em grandes propriedades, para a implantacdo de culturas e pastagens,
somada a alta demanda por frutos leva ao extrativismo intenso, gerando um progressivo
esgotamento dos recursos naturais colocando em risco a diversidade genética das
espécies, o que justifica estudos & nivel molecular (GIROLDO; SCARIOT, 2015).
Visando a obtencdo de um protocolo ideal para extracdo de RNA de qualidade
para raiz, folha e embrido de Caryocar brasiliense Cambess em diferentes estadios de
maturacdo, foram testados quatro métodos de extracdo. Objetivou-se com este
trabalho identificar a metodologia mais adequada para isolar amostras de RNA,
avaliar a integridade das amostras de RNA e possiveis contaminagdes. Bem como

validar a qualidade do cDNA analisado via gPCR.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Pequizeiro

Caryocar brasiliense Cambess, o pequizeiro, da familia Caryocaraceae, € uma
espeécie nativa do Cerrado. Possui porte elevado, com altura acima de 10 metros, mas
também pode apresentar porte pequeno, dependendo de fatores genéticos e
ambientais da planta (LOPES et al., 2010). As folhas sdo compostas, trifoliadas,
opostas, com limbo oval, base aguda e obtusa no foliolo central e desigual nos
foliolos laterais, verdes e brilhantes, com auséncia de pelos e de glandulas. Suas
laterais sdo serreadas, denteadas ou crenadas (ALMEIDA,; SILVA, 1994; OLIVEIRA
et al., 2008). As plantas de C. brasiliense Cambess sdo autocompativeis, porém a
maior parte dos frutos € produzida por fecundacdo cruzada (LOPES et al., 2010),
tendo como polinizadores efetivos 0s morcegos nectarivoros Glossophaga soricinae e
Anoura geoffroyi (GRIBEL; HAY, 1993). A espécie apresenta a primeira floracdo na
estacdo seca, normalmente nos meses de julho a setembro, mas em alguns anos pode
ocorrer uma segunda florada no final da estacdo chuvosa. O pequizeiro apresenta
raizes profundas e pivotantes, e com enorme capacidade de se desenvolver em solos
rasos e em ambientes pobres em nutrientes e minerais e com elevado teor de aluminio
(NAVES, 1999).

Em cada planta podem-se encontrar entre 500 e dois mil frutos. Eles apresentam
de seis a 14 cm de comprimento por seis a dez cm de didmetro. O peso por unidade
varia de 100 a 300 gramas. O nimero de sementes varia de um a quatro por fruto e
sdo oleaginosas de cor branca (améndoa) e se apresentam em forma de um pequeno
rim (ALMEIDA; SILVA, 1994). Os frutos de C. brasiliense Cambess apresentam
alto valor nutricional por serem ricos em 0leos, vitaminas, proteinas, carboidratos,
fibras e carotenoides (ASCARI et al., 2013). No ambito ecologico, os frutos sdo fonte
de alimento para 0s animais silvestres. A coleta dos frutos é realizada por extrativistas
de diferentes idades que tradicionalmente, na época da safra, usufruem da atividade
como renda complementar (AFONSO et al., 2015). Entretanto, o extrativismo intenso
dos frutos e 0 uso da terra para as atividades agrossilvipastoris tém contribuido para

diminuir a densidade de plantas jovens. Com isso, torna-se importante desenvolver
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estratégias de protecdo dessa espécie, ligadas ao seu uso econémico (GIROLDO;
SCARIOT, 2015).

2.2 Extracao de RNA total

As pesquisas na area de biologia molecular tém evoluido rapidamente e novas
técnicas para identificacdo, monitoramento e preservacdo do material genético das
espécies tém se mostrado importante. O isolamento do acido ribonucleico (RNA), um
polimero constituido por nucleotideos unidos por ligagdes fosfodiéster, componentes
essenciais contendo a ribose, como acucar de fita unifilamentar (PIERCE, 2009), é um
dos pré-requisitos para estudo de expressdo génica, incluindo a transcriptase reversa
(RT), PCR quantitativo em tempo real (RT-gPCR), construcdo de bibliotecas de cDNA
ou andlises de microarray (CARDILLO et al., 2006). Trabalhos que utilizam
diferentes tecidos e/ou estadios de desenvolvimento sdo de extrema importancia ao
estabelecimento de protocolos que garantem a obtencdo de RNA de qualidade e em

concentracdes desejaveis, a fim de minimizar as variagdes que possam existir.

O RNA pode ser obtido a partir de diversos tipos de tecidos vegetais, como folhas,
raizes ou sementes. De acordo com Santos (2016) foi possivel extrair RNA a partir
sementes de pimenta habanero (Capsicum chinense) em diferentes estadios de
desenvolvimento. Sementes em geral apresentam niveis elevados de compostos
fendlicos, polissacarideos e RNAses (JAAKOLA et al., 2001), dificultando o processo
de extracdo. A quantidade e qualidade de RNA sdo influenciadas por esses
polissacarideos, formando uma estrutura gelatinosa que precipita durante a extracéo
(SHARMA et al., 2003). A principal dificuldade na extracdo de RNA é a grande
quantidade de ribonucleases (RNAses), compostos celulares altamente estaveis e
ativos nos tecidos vegetais. Deste modo, a primeira etapa em todos os protocolos de
extracdo de RNA é a exposicdo deste material a tampdes de extracdo. Segundo
Sambrook & Russel 2001, esses materiais apresentam substancias como o Cloreto de
Litio, reagente que atua na precipitacdo de RNA, e tiocianato e guanidina, reagente que
mantém o RNA intacto para as etapas posteriores de extracdo. Os métodos para
isolamento de RNA baseiam-se na desnaturacdo e lise celular através de fendis e sais
de guanidina, permitindo a sua total liberacdo e a inativacdo de ribonucleases

(AUSUBEL, 1987). Para diminuir a contaminagdo com RNAses das solugdes,
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vidrarias e reagentes devem ser previamente autoclavadas e\ou tratados com
Dietilpirocarbonato (DEPC) agente inibidor de RNAses (GEUNA et al.,1998).

Para a extracdo de RNA ja existem na literatura alguns protocolos padronizados
para diferentes espécies e tecidos. O protocolo fenol a quente foi adaptado por
Scherrer & Darnell (1962). O fenol é um composto organico que ao se misturar
cloroférmio, liquido incolor, atua nas amostras como agente desnaturantes de
proteinas. A mistura de fenol e cloroférmio é muito eficiente para desproteinizar e
sua acdo se fundamenta na propriedade hidrofoba das proteinas que apresentam
afinidade por solventes organicos.

O protocolo TRI reagente® Sigma é composto pelo reagente Trizol, que é uma
solucdo monofésica de fenol e guanidinaisotiocinato. Esse reagente mantém a
integridade do RNA, perturbando ao mesmo tempo as células e solubilizando seus
componentes. A adicdo de cloroférmio seguida de centrifugacdo separa a solu¢do em
uma fase aquosa e outra fase organica, solubilizando os lipideos e permitindo sua
remoc¢do. Apds a centrifugacdo trés fases poderdo ser observadas, uma agquosa onde
estard presente 0 RNA, uma rosacea formada pelo fenol e uma interfase formada pelo
cloroformio (LIMA, 2008). Posteriormente, 0 RNA ¢é recuperado por precipitacdo
com isopropanol. O DNA e as proteinas permanecem em fase organica e podem ser
extraidos posteriormente. Esse protocolo é recomendado para pequenas quantidades
de tecido, 50 a 100 mg, sendo possivel processar um grande nimero de amostras ao
mesmo tempo. Seus custos sdo baixos e todo o procedimento pode ser completado em

uma hora.

O protocolo CTAB microextracdo foi adaptado por Chang et al. (1993) e tem
sido utilizado em uma ampla variedade de plantas por ser eficiente, ter baixo custo e
adequado para uso em conjunto com outros protocolos. O método CTAB utiliza
substancias que reduzem compostos fendlicos, e a precipitacdo realizada através do
cloreto de litio, que retém substancias protéicas, auxiliando na descontaminagdo das

amostras.

O protocolo CTAB macroextracdo foi descrito por Bekesiova (1999) e é divido
em duas etapas: pré-overnight e pos-overnight. Um dos reagentes fundamentais é o
cloroférmio: alcool isoamilico, que previne a formagéo de espuma quando a mistura é

agitada, o que torna mais facil a separacdo da fase orgéanica e da fase aquosa. O
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cloreto de litio atua na desnaturacdo protéica auxiliando, na descontaminacdo das
amostras.

Realizada a extragdo de RNA, é necessario quantifica-lo e avaliar a pureza da
amostra, onde sdo observados valores de absorbancia a 280, 260 e 230nm. A relacédo
de absorbancia A260\A230 indica a contaminacdo da amostra por polifendis ou
polissacarideos, a relacdo A260\A280 indica a contaminagdo por proteina (GASIC et
al., 2004). Valores entre 1,8-2,1 indicam amostras livres de contaminacdo (ASIF et
al., 2006).

2.3 Analise de expressao génica

A Sintese de DNA complementar (cDNA) € realizada pela transciptase reversa,
enzima de origem vegetal, através da producdo de uma molécula de DNA de fita dupla a
partir da copia de uma molécula de RNA mensageiro. Seguindo o caminho contrario da
RNA polimerase, a qual, a partir de uma fita de DNA produz RNA mensageiro. A
obtencdo de RNA de qualidade e concentracdes ideias € um dos requisitos fundamentais
para obter sucesso com a sintese de cDNA (JAAKOLA et al., 2010). A reacdo em da
cadeia polimerase em tempo real - qPCR, uma variante da PCR convencional, €
considerada a técnica mais precisa e eficiente da biologia molecular para fornecimento
de expressdo génica em diferentes amostras(BUSTIN et al., 2009). Criada em 1992 por
Higuchi et al, a reacdo de qPCR é precedida pela reacdo de PCR via transcriptase
reversa, seguida da transformacdo do mRNA, isolado, em cDNA (BUSTIN, 2000). A
gPCR consiste na amplificacdo de uma regido especifica do DNA, por meio de trés
reacOes ciclicas repetidas: desnaturacdo da matriz, hibridacdo e alongamento de
iniciadores (GACHON et al.,2004). E possivel visualizar a imagem em tempo real, por
meio de corantes fluorescentes especiais, com 0 SYBR Green I, 0 qual se liga ao DNA
de cadeira dupla (HUGGETT & BUSTIN, 2011). A fim de aumentar o nimero de
copias de acidos nucléicos, a gPCR envolve o emprego de quatro nucleotideos (ANTP's)
do DNA, sequéncias iniciadoras conhecidas como primers, além de uma DNA
polimerase termoestavel (COSTA, 2010). A partir de uma fita molde, é possivel obter
varias copias especificas de uma sequéncia de acido nucléico.

Para a validacdo da técnica de qPCR utiliza-se genes de referéncias os quais
controlam as reagOes através de sequencias diferentes do alvo (THELLIN et al., 2009).

Para que um gene de reféncia seja considerado ideal, € necessario que ele expresse a
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nivel constante em todos os tecidos de desenvolvimento, idenpendende das condicbes
ambientais ou tratamentos (VANDESOMPELE et al., 2002). Os genes comumente
usados sdo P-actina (ACT), o-tubulina (TUA), ubiquitina (UBQ), gliceraldeido-3-
fosfato desidrogénio (GAPDH), 18S ou 26S ribossomicos RNA e fatores de
alongamento (EF) foram validados como genes de controle interno adequados em
muitas plantas (MAROUFI et al., 2010; NICOT et al.,2005). Os niveis de transcricdo
dos genes de referéncia variam constantemente de acordo com o estadio de
desenvolvimento e condicdes distintas (VANDESOMPELE et al., 2002).

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Material Vegetal

O experimento foi realizado nos Laboratorios de Biotecnologia e Laboratério de
Quimica, do Instituto de Ciéncias Agréarias da Universidade Federal de Minas Gerais
e no Laboratdrio de Micropropagacao da Unimontes. Foram testados quatro métodos
de extracdo de RNA: Fenol & quente, adaptado por Scherrer & Darnell (1962); TRI
reagente® Sigma; CTAB microextracdo, adaptado por Chang et al. (1993) e CTAB
macroextracdo, adaptado por Bekesiova et al. (1999). Os tecidos vegetais analisados
foram folhas, raizes e embrides de Caryocar brasiliense Cambess com 40, 50, 60, 80
dias apds a antese das flores e recém-dispersos (90 dias). As folhas de Caryocar
brasiliense Cambess foram selecionadas com aproximadamente um ano de
desenvolvimento. Para a maceracédo foi utilizado em média 10 folhas sadias e jovens
por protocolo, retirou-se a nervura principal e descartaram-se folhas danificadas.
Raizes secundérias jovens a partir de quatro mudas de pequizeiro, com um ano de
desenvolvimento foram selecionadas. Para andlise dos embribes de pequi em
diferentes estddios de maturacdo foram selecionadas 29 plantas com
aproximadamente 10 anos de idade, em um pomar localizado no Instituto de Ciéncias
Agrérias, no municipio de Montes Claros — Minas Gerais. A data da antese das flores
foi registrada e coletas semanais dos frutos em desenvolvimento até os 90 dias apos a
antese foram realizadas (RODRIGUES, 2017).

Para extracdo de RNA os tecidos vegetais foram macerados em nitrogénio
liquido usando cadinho e pistilo. As solucdes utilizadas foram preparadas com agua
destilada autoclavada e as vidrarias tambeém passaram pelo processo de

autoclavagem.
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3.2 Protocolos de Extracdo RNA total

3.2.1 Fenol a quente

Em torno de 100 mg dos diferentes tecidos vegetais (folhas, raizes, e embrides aos
40; 50; 60; 80 dias e recém- dispersos) foram macerados com nitrogénio liquido e
colocados em microtubos de 2 mL. Imediatamente foi adicionado 500 pL de fenol
acido e posteriormente agitado em vadrtex por 10 segundos. Em seguida, incubou-se em
banho maria a 65°C durante uma hora, vortexando novamente a cada 10 minutos. A
amostra foi incubada em banho de gelo por 5 minutos e em seguida, centrifugada por 5
minutos a 14.000 rpm. A fase superior foi transferida para um novo microtubo de 1,5
mL. Novamente, adicionou-se 500 pL de fenol &cido e agitou-se em vortex por 10
segundos. Incubou-se a amostra em banho de gelo por 5 minutos e, em seguida, levou-
se a centrifuga por 5 minutos a 3.000 rpm. O sobrenadante foi transferido para um
novo microtubo de 1,5 mL. Adicionou-se 500 pL de cloroférmio e vortexou por 10
segundos. Posteriormente, o material foi centrifugado a 3.000 rpm por 5 minutos. A
fase superior foi transferida para um novo microtubo de 1,5 mL e 50 ul de acetato de
sodio 3M (pH 5,2) e 1 mL de etanol gelado foi adicionado. Em seguida, incubou-se a
amostra por 1 hora & -20°C e centrifugou-se a 4.000 rpm por 10 minutos. O precipitado
foi lavado duas vezes com 1 mL de etanol gelado a 70%. O sobrenadante foi removido
e o pellet secado por 10 minutos. Apds esse periodo, o pellet foi ressuspendido em 30
uL de 4gua DEPC 0,1% (SCHERRER & DARNELL, 1962).

3.2.2 TRI reagente® Sigma

Para a analise do método do Trizol reagente® Sigma, foi adicionado 1 mL do
reagente em 100 mg de tecido e incubado por 15 minutos & temperatura ambiente. Em
seguida o material foi centrifugado a 12.000 rpm durante 15 minutos. Apo6s a
centrifugagdo, foram adicionados 200 uL de cloroférmio, seguido de agitagdo por 5
segundos e mantido em repouso na posi¢do horizontal por 10 minutos, & temperatura
ambiente. A fase aquosa foi transferida para um novo microtubo, acrescentando-se 0,5

mL de isopropanol. A amostra foi incubada & temperatura ambiente por 10 minutos e
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centrifugada a 12.000 rpm, durante 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e
adicionou-se 1 mL de etanol 75%, centrifugando a 7.500 rpm ambiente durante 5
minutos. O sobrenadante foi removido, o pellet seco foi ressuspendido em 30 pL de
agua com DEPC a 0,1% (INVITROGEN, manual e procedimentos disponiveis).

3.2.3 CTAB microextracao

Foram utilizados 100 mg de tecido previamente de macerado e colocado em
microtubos de 2 mL. Foram adicionados 500 pL da solucdo tampdo de extracdo
(CTAB 2%; NaCl 2,0M; EDTA 25mM; Tris HCI 100mM; PVP 2%) agitado
levemente e incubado a 65°C por 30 minutos. Acrescentou-se 500 pl de cloroférmio e
incubou-se a amostra a temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida
centrifugou-se a 7.500 rpm durante 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para
novo microtubo de 2,0 mL e acrescido de 300 uL de cloroférmio e novamente
centrifugado a 7.500 rpm durante 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para
novo microtubo de 1,5 mL e adicionado cloreto de litio 10,0M por 24 horas a 4°C
para precipitacdo do RNA. Novamente foi realizada a centrifugacdo a 8.000 rpm
durante 30 minutos. O sobrenadante foi removido e o pellet secado por 10 minutos, e
ressuspendido em 30 uL de &gua com DEPC a 0,1% (CHANG, 1993).

3.2.4 CTAB macroextracao

Foram utilizados 100 mg de tecido previamente macerado e colocado em
microtubo de 2 mL. Foram adicionados 700 pL da solucdo tampdo de extracdo
(CTAB 2%; NaCl 2,0M; EDTA 25mM; Tris HCI 100mM; PVP 2%;pB-
mercaptoetanol 2%) e agitado levemente e incubado a 65°C por 15 minutos,
invertendo os tubos & cada cinco minutos. Acrescentou-se 1 mL da solugdo de
cloroférmio: alcool isoamilico e inverteu-se os tubos por 2 minutos. Transferiu-se a
fase aquosa para um novo microtubo e repetiram-se os dois Ultimos passos
respectivamente. A fase aquosa foi colocada em novos microtubos e adicionou-se 0
equivalente a 1\4 do volume de Cloreto de litio a 10,0 M. Incubou-se a amostra por
24 horas & 4°C. Em seguida centrifugou-se a 10.000 rpm durante 20 minutos.

Acrescentou-se 50 pL de dgua com DEPC a 0,1%, repetir a precipitacdo com 5 pL de
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acetato de sodio 3M e 2,5 do volume de etanol absoluto. Inverteram-se os tubos por 2
minutos e incubou-se em freezer & -20°C, por duas horas. Em seguida, centrifugou-se
a amostra por 20 minutos & 10.000 rpm. Dissolveu-se o pellet em 30 pL de agua com
DEPC a 0,1% (BEKESIOVA et al., 1999).

3.3 Quantificacdo da pureza, producéo e integridade do RNA total

A integridade das amostras de RNA foi avaliada através da eletroforese em gel de
agarose a 1%, corado com gel red, posteriormente visualizado sob luz ultravioleta —
Transilluminator. As concentracbes de RNA foram quantificadas em
espectrofotdbmetro Agilent Technologies — cary 60 por meio de analise de absorbancia
em 260 nm, a pureza foi realizada pela analise da relacdo de absorbancia 230\260nm
(contaminacéo por reagentes) e 280/260 nm (contaminacdo por proteinas).

3.4 Validagado da qualidade do cDNA

As amostras de RNA total foram tratadas com DNAse ap6s 0 processo de extracao,
usando o Kit Turbo DNA-free (Ambion, Inc.), (I uL de DNAse). A auséncia de
contaminacdo com DNA gendmico foi confirmada por PCR negativo, empregando-se
oligonucleotideos especificos para amplificagdo do gene endogeno da [-actina (F-
5’CTCTCCTTGTACGCCAGTGGTC3’; R-5"TAAGGTCACGTCCAGCAAGGTC3?).
A reacdo de transcricdo reversa foi realizada usando o kit reverse transcription
(AppliedBiosystems, EUA), seguindo as instru¢cbes do fabricante. Todos os
procedimentos de gPCR, incluindo testes, validacGes e experimentos, foram conduzidos
no aparelho ABI 7500 (AppliedBiosystems, EUA). O gene da B-actina (ACT) foi
utilizado para validar o cDNA sintetizado em diferentes concentracfes de andlise (10,
50 e 100 ng por amostra).

As reacdes de qPCR foram conduzidas em quadruplicata, em volume de reacao de
20 uL, contendo ¢cDNA (10, 50 ou 100 ng), primers (F+R) na concentra¢do de 50 nM,
10 uL de PowerUp™SYBR®Green Master Mix (AppliedBiosystems, EUA) e 5 uL de
agua Milli-Q esterilizada por autoclavagem. As condi¢Bes de amplificacdo foram
realizadas utilizando-se as seguintes etapas: (1) ativacdo da Tag DNA polimerase a 50
°C por 2 minutos , (2) desnaturacéo inicial a 95 °C por 3 minutos, (3) desnaturacdo a 95
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°C por 15 segundos , (4) anelamento a 60 °C por 20 segundos e (5) extensdo a 60°C por
1 minuto. As etapas 3 a 5 foram repetidas por 40 ciclos.

ReacOes controle desprovidas de cDNA (NTC) também foram utilizadas em todos
0s experimentos. O programa Dissociation Curve 1.0 (AppliedBiosystems, EUA) foi
usado para verificar que somente um Unico produto de PCR foi gerado pela
amplificagdo dos transcritos.

O experimento foi montado e delineamento inteiramente casualizado e com quatro
repeticdes por protocolo. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias

comparadas pelo teste Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para os embribes com 40; 50; 60; 80 dias ap0s a antese das flores e recém —
dispersos (90 dias), o0 método de extracdo mais eficiente foi o TRI reagente® Sigma
apresentando respectivamente as seguintes concentracdes médias: 1.764; 1.791; 2.228;
1.865; 1.699 ng pL*(Figura 1). O método do TRI Reagente® Sigma é frequentemente
recomendado para extracdo de RNA total, devido a adi¢do de isopropanol, reagente que
contribui para a separacdo do RNA das proteinas. A adi¢do de cloroférmio, devido &
separacdo da solugcdo em uma fase aquosa e outra organica, favoreceu a solubilizagéo de
lipideos. Além disso, o guanidinaisotiocinato foi outro reagente que manteve a
integridade do RNA, perturbando ao mesmo tempo as células e solubilizando seus
componentes. Apds a centrifugacdo foi possivel visualizar trés fases, uma aquosa onde
estava presente 0 RNA, uma rosacea formada pelo fenol e uma interfase formada pelo
cloroférmio (Figura 2).

Sementes de Caryocar brasiliense, por possuirem altos teores de compostos
fenolicos e proteinas (ARAUJO et al., 2016), formam uma camada gelatinosa durante o
processo de extracdo, afetando a quantidade e qualidade do RNA (SHARMA et al.,
2003). Compostos fendlicos e protéicos podem variar de acordo com o estadio de
maturagdo das sementes, fator que pode afetar a extracdo de RNA em alguns estadios e
em outros ndo (Tabela 1). Segundo Gasic et al (2004), as razGes de absorbancia 260/230
nm e 260/280 nm indicam contaminagdo por proteinas e polissacarideos/polifenois
sendo e o valor ideal para considerar amostras de RNA livres de contaminantes é entre
1,8-2,0 (LOGEMANN et al., 1987; MANNING, 1991). O TRI reagente® Sigma foi o

unico protocolo que apresentou auséncia de contaminacao(Tabela 1).

20



Para folhas de Caryocar brasiliense o protocolo mais eficiente foi CTAB
microextracdo, adaptado por Chang et al. (1993), com concentracfes de RNA igual &
4025.867nguL™, superior aos demais protocolos (Figura 1). Esse protocolo tem como
reagentes o cloroférmio:alcool-isoamilico, acetato de sddio e cloreto de litio, sendo este
altimo, responsavel pela reducdo de substancias protéicas, auxiliando na
descontaminacdo das amostras. A juncdo desses reagentes contribuiu para as melhores
concentragBes de RNA total extraido a partir de folhas de pequizeiro. As Agoss0)€
Asoze0) NA0 estiveram entre 1,8 e 2,0 indicando contaminagédo das amostras por
proteinas, polifendis e polissacarideos, sendo 0 TRI Reagente® Sigma 0 Unico protocolo
que manteve as amostras livre de contaminacdo (Tabela 1).

Para raizes de Caryocar brasiliense o protocolo mais eficiente foi o fenol a quente,
com concentracdo de RNA total igual a 3.716,800 ng pL™ (Figura 1). O fenol é um
composto organico que ao se misturar com o cloroférmio, atua como agente
desnaturante de proteinas. O método do fenol & quente, mesmo utilizando substancias
que reduzem compostos proteicos e polifendis, ndo apresentou resultado satisfatorio
para raizes de pequizeiro em relacdo & contaminacdo, uma vez que os valores de
absorbancia ndo estiveram entre 1,8-2,0 (Tabela 1). Ressalta-se ainda, que o Fenol pode
causar danos a cauda poli-A do mRNA extraido (AZEVEDO et al., 2003), dificultando
a sintese do cDNA e andlises posteriores.
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Figura 1 - Concentracdo de RNA (ng puL™) de amostras de RNA total extraidos de
embrides recém-dispersos e com 40; 50; 60 e 80 dias ap0s a antese das flores, de raizes
e de folhas de Caryocar brasiliense Cambess, utilizando os protocolos CTAB
microextracdo, Fenol, CTAB macroextracdo e TRI Reagente® Sigma.
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Figura 2- Execucdo do protocolo TRI Reagente® Sigma ap0s a centrifugacao.
Visualizacdo de trés fases: aquosa, com a presenca de RNA, rosacea formada pelo fenol

e interfase formada pelo cloroférmio.

Na extracdo realizada utilizando o CTAB macroextracdo descrito por Bekesiova
(1999) foi observado um baixo rendimento em relacdo a extracdo de RNA nos
diferentes tecidos e estadios de desenvolvimento do embrido de Cayocar brasiliense
(Figura 1). Verificou-se também uma alta contaminacdo, podendo ser resultante da

presenca de proteinas e compostos polifenolicos (Tabela 1).

Tabela 1 - Grau de pureza em espectrofotdmetro (relagdo 260/230 e 260/280) de
amostras de RNA total extraidos de embrides recém-disperso e com 40; 50;60 e 80 dias
apos a antese das flores, além de raizes e folhas de Caryocar brasiliense Cambess,
utilizando os protocolos CTAB microextracdo, Fenol, CTAB macroextracdo e TRI

Reagente® Sigma.

E40 Microextracao Fenol Macroextracdo  TRI Reagente®
Razdo

260/230 2.1+0.683  1.18+0.380 1.49+0.452 1.97+0.0164
Razao

260/280 2.0620.106  1.34%0.231 1.52+0.490 1.88+0.250

ES0 Microextragao Fenol Macroextracdo  TRI Reagente®
Razao

260/230 1.7+0.144 1.77+0.612 1.97+0.536 2.00+0.1298
Razdo

260/280 1.74£0.120 1.79+0.514 1.68+0.483 1.81+0.046
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E60 Microextragao Fenol Macroextracdo  TRI Reagente®
Razao
260/230 1.50£0.085 1.43+0.287 1.40+0.340 2.08+0.1081
Razao
260/280 1.20£0.248 1.44+0.117 1.41+0.340 1.89+0.0815
ESO Microextragao Fenol Macroextracdo TRl Reagente®
Razao
260/230 1.50£0.504 1.13+0.212 1.22+0.077 2.09+0.0101
Razao
260/280 1.85+0.657 2.021£0.751 1.63+0.076 1.83+0.0820
RD Microextragao Fenol Macroextracdo  TRI Reagente®
Razao
260/230 1.48+0.603 1.60£0.0803 1.52+0.653 1.97+0.0918
Razao
260/280 1.46+0.710 1.74+0.681 1.57+0.153 1.80+0.0484
Folha Microextracao Fenol Macroextracdo TRl Reagente®
Razao
260/230 1.321+0.710 1.53+0.681 1.47+0.153 1.87+0.0620
Razao
260/280 1.37£1.251 1.72+0.716 1.78+0.185 1.86+0.0654
Raizes Microextracdo Fenol Macroextracdo TRl Reagente®
Razao
260/230 1.68+£0.775  1.40%£0.051 1.48+0.155 2.13+0.1120
Razao
260/280 1.70£0.070  1.71%0.223 1.65+0.417 1.88+0.0850

A integridade das amostras de RNA total extraido pode ser observada na Figura 3

por meio da analise visual das bandas de RNA. Por meio da analise dos géis de agarose

1,5 % foi possivel verificar que a extracdo de RNA, a partir de sementes em diferentes

estadios de maturacdo, raizes e folhas de Caryocar brasiliense Cambess permitiu a

obtencdo de &cido ribonucléico em alta qualidade (Figura 3).
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Figura 3 - RNA total em gel de agarose 1,5 % corado em gel red, isolado de sementes,
raizes e embrides em diferentes estadios de maturacdo de Caryocar brasiliense
Cambess, utilizando quatro protocolos: CTAB microextracdo, CTAB macroextracao,

Fenol & quente e Trizol reagente®.

O gene enddgeno selecionado para a validagdo do cDNA foi o B-actina (ACT),
previamente preparado em diferentes concentracdes de analise (10, 50 e 100 ng por
amostra). A fim de evitar variabilidade das amostras, todas as concentragbes de RNA
total extraidas foram ajustadas para 10 uL. Usou-se para a conversdo em cDNA
somente RNA dos protocolos que obtiveram melhores concentracGes, priorizando
aqueles livres de contaminacdo por proteinas, polifendis e polissacarideos. O padrdo da
qualidade dos embrides imaturos: 50, 60 e 80 dias ap0s a antese ndo distinguiram entre
si, justificando a analise de gPCR somente em embrides com 40 dias de maturacéo e
recém-dispersos (embrido imaturo) , além de folha e raizes. A concentracdo de cDNA
avaliada foi satisfatoria para essas partes da planta, confirmando a validagdo do método.
Foi constatado que 10 ng de cDNA ja foi suficiente para a validacdo e quantificacdo do
método (Figura 4). O gene enddgeno ACT foi considerado um bom normalizador, uma
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vez que ele atendeu aos requisitos importantes, tendo sua expressdo estavel entre as

amostras, independente dos tratamentos aplicados.
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Figura 4 - Expressdo absoluta de mRNA com diferentes concentragdes de cDNA, em
folhas, raizes, embrido recém-disperso e com 40 dias de dispersao

5. CONCLUSAO

Para embrides com 40, 50, 60 e 80 dias apds a antese e recém-dispersos o TRI
Reagente® Sigma foi o protocolo mais eficiente produzindo um RNA de qualidade e
que evitou a contaminacdo por proteinas, polifendis e polissacarideos. A qualidade do
cDNA observado € satisfatoria, sendo que 10 ng de cDNA por amostra ja € suficiente
para a quantificacdo. Ja para as folhas, o CTAB microextracdo foi o que apresentou
resultado superior, enquanto para as raizes foi o fenol a quente.

A amplificacdo do gene da actina via qPCR foi eficiente, indicando boa qualidade
das amostras de RNA.
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