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RESUMO 

 

O sucesso de estudos de expressão gênica, dependem da pureza e integridade do RNA, 

uma vez que mesmo quantidades mínimas de DNA contaminante (<1%) podem produzir um 

sinal falso-positivo de amplificação em uma reação de RT-PCR. Diante do exposto, este estudo 

teve como objetivo testar três diferentes concentrações de DNase I (0.02, 0.04 e 0.06 µL/ng de 

RNA) para a digestão de DNA contaminante presente em RNA de cana-de-açúcar e utilizar o 

RNA purificado na padronização da RT-qPCR. Os resultados indicaram que as três 

concentrações proporcinaram reduções significativas nas concentrações de DNA e RNA. Dessa 

forma, se concluiu que a menor concentração, 0,02 µL de DNase, foi a recomendada para 

purificação do RNA em cana-de-açucar, uma vez que altas concentrações de DNase não 

aumentam a eficiência da digestão de DNA e apenas tornam o processo de purificação mais 

oneroso. Além disso, se observou que as condições das amostras de RNA tratadas com DNase 

permitiram a execução da RT-qPCR. 

 

PALAVRAS-CHAVE: purificação de RNA, DNA contaminante, PCR em tempo real. 

 

 

INTRODUÇÃO 

 

A cana-de-açúcar (Saccharum officinarum L) representa uma das culturas de maior 

importância para a produção de açúcar, biomassa e álcool do mundo (GUO et al., 2014). 

Estudos de expressão gênica, utilizam a técnica de Reação em Cadeia de Polimerase em Tempo 

Real – RT-PCR (LING et al., 2014), a qual representa um avanço em termos de precisão e 

reprodutibilidade da quantificação de DNA e RNA (NOVAIS; PIRES-ALVES, 2004). 

Entretanto, o sucesso desses estudos depende da pureza e integridade do RNA, uma vez que 

mesmo quantidades mínimas de DNA contaminante (<1%) podem produzir um sinal falso-

positivo de amplificação na RT-PCR (SAH et al., 2014; TAVARES et al., 2011).  

O método de extração orgânica é um dos mais comuns para isolamento de RNA. No 

entanto, o RNA isolado por meio desse método apresenta-se frequentemente contaminado por 

proteínas, componentes celulares, solventes orgânicos ou etanol. Em casos de contaminação por 

DNA, realiza-se o tratamento do RNA com a enzima DNase (desoxirribpnuclease) que degrada 

o DNA e previne resultados falso-positivos (OÑATE-SÁNCHEZ; VICENTE-CARBAJOSA, 

2008).  

O presente estudo foi realizado com o objetivo de testar três concentrações de DNase 

para digestão de DNA contaminante presente em amostras de RNA de cana-de-açúcar, a fim de 

determinar a concentração da enzima que proporcionasse a obtenção de RNA purificado em 

mailto:j.santospi@hotmail.com
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quantidades e qualidade adequadas para futuros estudos de expressão gênica e padronização da 

RT-qPCR. 

 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Coleta das amostras e isolamento do RNA 
Coletou-se o tecido foliar de três cultivares de cana-de-açúcar (C1, C2 e C3) 

provenientes do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal do Piauí, em Teresina. A 

extração foi realizada segundo o manual “Concert™ Plant RNA Reagent” (Invitrogen, Thermo 

Fisher Scientific, EUA).  

 

Quantificações 

 

O RNA foi quantificado e qualificado por meio de três métodos: espectrofotometria de 

absorção, fluorimetria e eletroforese em gel de agarose. O primeiro foi com o equipamento 

NanoDrop®2000 (Thermo Scientific, EUA), no qual calculou-se os valores das razões A260/280 

(concentração de ácidos nucleicos relativa a proteínas) e A260/230 (concentração de ácidos 

nucleicos relativa a metabólitos secundários e componentes de tampões), cujo valores 

geralmente aceitos são de 1.8 a 2.2 e 1.7 a 2.2, respectivamente. Em seguida utilizou-se o 

fluorímetro (Qubit® 2.0 – Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, EUA. Realizou-se também a 

análise de RNA em gel de agarose a 1%. 

 

Tratamento com DNase 

 

O RNA extraído foi tratado com DNase livre de RNase (DNase I Amplification 

grade,Thermo Fisher Scientific, EUA). As concentrações de DNase testadas nos ensaios foram 

de 0,02 (T1 = tratamento 1), 0,04 (T2 = tratamento 2) e 0,06 µL/ng de RNA (T3 = tratamento 

3).  

 

Avaliação da eficiência do tratamento com DNase 

 

Amostras de RNA foram submetidas à PCR convencional em uma reação de 10 µL. As 

reações foram realizadas em um termociclador modelo Veriti 96-Well (Applied Biosystems, 

EUA). Os produtos das amplificações foram separados em gel de agarose a 1,5%.  

 

Síntese do cDNA 

 

A primeira fita de cDNA foi sintetizada a partir de 9 µL de RNA tratado com DNase em 

uma reação de 20 µL utilizando o High Capacity RNA-to-cDNA kit (Applied Biosystems, CA, 

EUA). 

 

Análise das condições do RNA após os tratamentos com DNAse por meio da RT-qPCR 

 

Os níveis de expressão de mRNA foram avaliados em ensaio de SYBR Green 

utilizando o equipamento Applied Biosystems StepOne Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems, CA, EUA). As amplificações de PCR foram realizadas em duplicatas em reações 

de 15 µL. Na placa, os genes alvos (PSII 10 e HSP), o gene de referência (GAPDH) e controles 

negativos foram incluídos. 

 

Análise dos Dados 

 

As variáveis não-paramétricas (concentração e pureza de RNA) foram analisadas por 

ANOVA complementado pelo Teste-T.  
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

A partir das leituras específicas das quantidades de RNA e DNA realizadas no 

fluorímetro, verificou-se que houve reduções em relação às concentrações antes e após os 

tratamentos (Tabela 1). 

 

Tabela 1 – Quantificação de RNA e DNA no fluorímetro de três cultivares de cana-de-açúcar 

(C1, C2 e C3) e total das reduções nas concentrações após os tratamentos com diferentes 

concentrações de DNase: T1 (0,02 µL), T2 (0,04 µL) e T3 (0,06 µL). 

 

Valores 

Concentrações de DNase (µL) 

T1 (0,02 µL)                        T2 (0,04 µL)                    T3 (0,06 µL) 

C1      C2      C3                    C1      C2      C3              C1      C2      C3 

DNA (ng/µL) 

Concentração inicial 

 

125,8 

 

21,6 

 

56,2 

  

70,2 

 

33,7 

 

56,2 

  

89,8 

 

21,6 

 

123,2 

Concentração final 3,0 0,0 1,87  2,30 0,8 1,87  2,91 0,20 3,60 

Total das reduções 87% 100% 90%  90% 92% 89%  90% 97% 86% 

RNA (ng/µL) 

Concentração inicial 

 

24,2 

 

21,6 

 

6,38 

  

24,2 

 

21,6 

 

6,38 

  

24,2 

 

21,6 

 

6,38 

Concentração final 0,371 0,0 0,468  0,852 0,0 0,302  0,452 0,0 0,332 

Total das reduções 98% 100% 92%  96% 100% 98%  98% 100% 94% 

 

A partir desses resultados, observa-se que as concentrações de RNA diminuíram 

significativamente após os três tratamentos (p=0,000033), no entanto as reduções entre os três 

tratamentos não apresentaram diferença significativa (p=0,85). Huang et al. (1996) 

demonstraram que métodos para a digestão de DNA contaminante em amostras de RNA com 

DNase que realizam a inativação térmica da enzima a 95° C durante 5 min, também afetam a 

integridade do mRNA.  

Se por um lado observou-se uma redução significativa (p=0,005) das concentrações de 

DNA após os tratamentos, do outro, não se observou diferenças significantes entre os três 

tratamentos (p=0,87), uma vez que as reduções nas quantidades de DNA foram 

aproximadamente iguais. 

Pela análise do gráfico da curva de amplificação (Figura 1), permite-se inferir a respeito 

da eficiência de amplificação de cDNA transcrito do RNA após os tratamentos com DNase 

(WONG; MEDRANO, 2005), na qual verificou-se diferença entre os ciclos iniciais de 

amplificações das duas amostras uilizadas no ensaio e boa definição das fases exponencial e 

platô.  

 

 
Figura 1. Curva de amplificação do PCR em tempo real realizado com duas amostras de RNA 

de cana-de-açúcar tratadas com DNase utilizando três diferentes primers (PSII 10 e HSP como 

genes alvos e GAPDH como gene de referência. CT – Cycle Threshold. 
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Analisando a Figura 1, percebe-se que na amostra C1 as amplificações com o gene HSP 

iniciaram no ciclo 28, ao passo que na amostra C2 as amplificações com o gene PSII 10 

iniciaram durante o ciclo 29. O valor do CT para as duas amostras foi de 0,46056. 

 

 

CONCLUSÕES 

 

A concentração de 0,02 µL de DNase foi a recomendada para purificação do RNA em 

cana-de-açúcar de RNA, uma vez que altas concentrações de DNase não aumentam a eficiência 

da digestão de DNA e apenas tornam o processo de purificação mais oneroso.  

 

Agradecimentos: Aos colaboradores do Laboratório de Biologia Molecular da Embrapa Meio-

Norte. 
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