Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
Embrapa Meio-Norte
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento

ANals

I Jornada
Cientifica

Embrapa Meio-Norte

Meio-Norte

Teresing, 14 e 15 de setembro de 2016

Embrapa Meio-Norte
Teresina, Pl
2016



Embrapa Meio-Norte

Av. Duque de Caxias, 5.650, Bairro Buenos Aires
Caixa Postal 01

CEP 64006-220, Teresina, Pl

Fone: (86) 3198-0500

Fax: (86) 3198-0530
www.embrapa.br/meio-norte
www.embrapa.br/fale-conosco/sac

Unidade responsavel pelo contetido e edi¢ao
Embrapa Meio-Norte

Comité de Publicagbes

Presidente: Jefferson Francisco Alves Legat

Secretéario-administrativo: Jeudys Aradjo de Oliveira

Membros: Ligia Maria Rolim Bandeira, Flavio Favaro Blanco, Luciana Pereira dos Santos Fernandes, Orlane da
Silva Maia, Humberto Umbelino de Sousa, Pedro Rodrigues de Araujo Neto, Carolina Rodrigues de Araujo,
Danielle Maria Machado Ribeiro Azevedo, Karina Neoob de Carvalho Castro, Francisco das Chagas Monteiro,
Francisco de Brito Melo, Maria Teresa do Régo Lopes, José Almeida Pereira

Normalizagdo bibliografica e editoracéo eletronica: Orlane da Silva Maia
Capa: Luciana Pereira dos Santos Fernandes

12 edicéo
Publicacao digitalizada (2016)

Revisores Ad hoc (Embrapa Meio-Norte)

Aderson Soares de Andrade Junior, Adriana Mello de Aradjo, Alitiene Moura Lemos Pereira, Ana Lucia Horta
Barreto, Angela Puchnick Legat, Braz Henrique Nunes Rodrigues, Bruno de Almeida Souza, Candido Athayde
Sobrinho, Edson Alves Bastos, Fabiola Helena dos Santos Fogaca, Francisco José de Seixas Santos, Geraldo
Magela Cortes Carvalho, Jodo Avelar Magalhées, Jorge Minoru Hashimoto, José Angelo Nogueira de Menezes
Junior, José Lopes Ribeiro, Lucio Flavo Lopes Vasconcelos, Maria Clideana Cabral Maia, Maurisrael de Moura
Rocha, Paulo Fernando de Melo Jorge Vieira, Paulo Henrique Soares da Silva, Raimundo Bezerra de Aradjo Neto,
Ricardo Montalvan Del Aguila, Rosa Maria Cardoso Mota de Alcantara, Tania Maria Leal, Teresa Herr Viola,
Valdenir Queiroz Ribeiro

Comisséo organizadora

Coordenador: Edvaldo Sagrilo

Membros: José Oscar Lustosa de Oliveira Junior, Bruno de Almeida Souza, Flavio Favaro Blanco, Izabella Cabral
Hassum, Jefferson Francisco Alves Legat, Paulo Sarmanho da Costa Lima, Danielle Maria Machado Ribeiro
Azevedo, Juliana Priscila Sussai, Magda Cruciol, Orlane da Silva Maia, Francisco de Assis David da Silva

A linguagem escrita, 0s conceitos e opinifes emitidos nos resumos constantes desta publicagdo, sdo de inteira
responsabilidade dos respectivos autores. A Comissdo Organizadora ndo assume responsabilidades pelos dados e
conclusdes apresentadas nos trabalhos publicados nos anais desta jornada.

Todos os direitos reservados.
A reproducdo ndo autorizada desta publicacdo, no todo ou em parte,
constitui violagéo dos direitos autorais (Lei no 9.610).

Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicagdo (CIP)
Embrapa Meio-Norte

Jornada de Iniciacéo Cientifica da Embrapa Meio-Norte (2. : 2016 : Teresina, Pl).
Anais da Il Jornada Cientifica da Embrapa Meio-Norte / Il Jornada Cientifica da Embrapa Meio-Norte, Teresina,
Pl, 13 a 14 de setembro de 2016. — Teresina : Embrapa Meio-Norte, 2016. 126 p.

Sistema requerido: Adobe Acrobat Reader.
Modo de acesso: <http://www.cpamn.embrapa.br/jornada2016/downloads/EMBRAPAEBOOK .pdf>.

1. Pesquisa cientifica. 2. Iniciacéo cientifica. 3. Agricultura. 4. Pecuéria. 5. Tecnologia. I. Titulo. I1l. Embrapa
Meio-Norte.

CDD 607

© Embrapa 2016


http://www.cpamn.embrapa.br/jornada2016/downloads/EMBRAPAEBOOK.pdf

AVALIAGAO DAS CONDIGOES DO RNA APOS TRATAMENTO
COM DNASE | E PADRONIZACAO DA RT-QPCR EM CANA-DE-
ACUCAR

Jailson de Araljo Santos’; Gizele de Andrade Luz?; Kelly Pires de Oliveira®; Leonardo Furtado
de Oliveira*; Aderson Soares de Andrade Janior®; Sérgio Emilio dos Santos Valente®; Paulo
Sarmanho da Costa Lima®

Graduado do Curso de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do Piaui, Teresina, P, j.santospi@hotmail.com
?Mestre em Genética e Melhoramento, Universidade Federal do Piaui, Teresina, PI.

3Graduada do Curso de Ciéncias Bioldgicas Universidade Estadual do Piaui, Teresina, PI.

“Mestrando em Genética e Melhoramento, Universidade Federal do Piaui, Teresina, Pl

®Pesquisador da Embrapa Meio-Norte, Teresina, PI.

SProfessor Doutor da Universidade Federal do Piaui, Teresina, PI.

RESUMO

O sucesso de estudos de expressdo génica, dependem da pureza e integridade do RNA,
uma vez que mesmo quantidades minimas de DNA contaminante (<1%) podem produzir um
sinal falso-positivo de amplificacdo em uma reacdo de RT-PCR. Diante do exposto, este estudo
teve como objetivo testar trés diferentes concentracdes de DNase | (0.02, 0.04 e 0.06 pL/ng de
RNA) para a digestdo de DNA contaminante presente em RNA de cana-de-agUcar e utilizar o
RNA purificado na padronizagdo da RT-gPCR. Os resultados indicaram que as trés
concentragdes proporcinaram redugdes significativas nas concentragdes de DNA e RNA. Dessa
forma, se concluiu que a menor concentracdo, 0,02 pL de DNase, foi a recomendada para
purificacdo do RNA em cana-de-agucar, uma vez que altas concentracdes de DNase ndo
aumentam a eficiéncia da digestdo de DNA e apenas tornam o processo de purificagdo mais
oneroso. Além disso, se observou que as condi¢cdes das amostras de RNA tratadas com DNase
permitiram a execucgdo da RT-gPCR.

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

INTRODUCAO

A cana-de-acucar (Saccharum officinarum L) representa uma das culturas de maior
importancia para a producdo de acglcar, biomassa e alcool do mundo (GUO et al., 2014).
Estudos de expressdo génica, utilizam a técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase em Tempo
Real — RT-PCR (LING et al., 2014), a qual representa um avanco em termos de precisdo e
reprodutibilidade da quantificacdo 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 minimas de DNA contaminante (<1%) podem produzir um sinal falso-
positivo de amplificacdo na RT-PCR (SAH et al., 2014; TAVARES et al., 2011).

O método de extracdo organica é um dos mais comuns para isolamento de RNA. No
entanto, 0 RNA isolado por meio desse método apresenta-se frequentemente contaminado por
proteinas, componentes celulares, solventes organicos ou etanol. Em casos de contaminacéo por
DNA, realiza-se o tratamento do RNA com a enzima DNase (desoxirribpnuclease) que degrada
o DNA e previne resultados falso-positivos (ONATE-SANCHEZ; VICENTE-CARBAJOSA,
2008).

O presente estudo foi realizado com o objetivo de testar trés concentracBes de DNase
para digestdo de DNA contaminante presente em amostras de RNA de cana-de-agucar, a fim de
determinar a concentracdo da enzima que proporcionasse a obtencdo de RNA purificado em
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quantidades e qualidade adequadas para futuros estudos de expressdo génica e padronizacdo da
RT-qPCR.

MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras e isolamento do RNA

Coletou-se o tecido foliar de trés cultivares de cana-de-aglcar (Cl, C2 e C3)
provenientes do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal do Piaui, em Teresina. A
extracdo foi realizada segundo o manual “Concert™ Plant RNA Reagent” (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific, EUA).

Quantificacdes

O RNA foi quantificado e qualificado por meio de trés métodos: espectrofotometria de
absorc¢do, 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 razdes Azsosso
(concentracdo de acidos nucleicos relativa a proteinas) e Ageorso (concentracdo de &cidos
nucleicos relativa a metabdlitos secundarios e componentes de tampdes), cujo valores
geralmente aceitos sdo de 1.8 a 2.2 e 1.7 a 2.2, respectivamente. Em seguida utilizou-se o
fluorimetro (Qubit® 2.0 — Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, EUA. Realizou-se também a
analise de RNA em gel de agarose a 1%.

Tratamento com DNase

O RNA extraido foi tratado com DNase livre de RNase (DNase I Amplification
grade, Thermo Fisher Scientific, EUA). As concentracfes de DNase testadas nos ensaios foram
de 0,02 (T1 = tratamento 1), 0,04 (T2 = tratamento 2) e 0,06 pL/ng de RNA (T3 = tratamento
3).

Avaliacdo da eficiéncia do tratamento com DNase

Amostras de RNA foram submetidas a PCR convencional em uma reagédo de 10 pL. As
reagOes foram realizadas em um termociclador modelo Veriti 96-Well (Applied Biosystems,
EUA). Os produtos das amplificacdes foram separados em gel de agarose a 1,5%.
Sintese do cDNA

A primeira fita de cDNA foi sintetizada a partir de 9 UL de RNA tratado com DNase em
uma reacéo de 20 pL utilizando o High Capacity RNA-to-cDNA kit (Applied Biosystems, CA,
EUA).
Analise das condi¢des do RNA apds os tratamentos com DNAse por meio da RT-qPCR

Os niveis de expressao de mRNA foram avaliados em ensaio de SYBR Green
utilizando o equipamento Applied Biosystems StepOne Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, CA, EUA). As amplificagdes de PCR foram realizadas em duplicatas em reacgdes
de 15 pL. Na placa, os genes alvos (PS1I 10 e HSP), o gene de referéncia (GAPDH) e controles
negativos foram incluidos.

Analise dos Dados

As variaveis ndo-paramétricas (concentracdo e pureza de RNA) foram analisadas por
ANOVA complementado pelo Teste-T.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir das leituras especificas das quantidades de RNA e DNA realizadas no
fluorimetro, verificou-se que houve reducbes em relacdo as concentracdes antes e apOs 0s
tratamentos (Tabela 1).

Tabela 1 — Quantificacdo de RNA e DNA no fluorimetro de trés cultivares de cana-de-aglcar
(C1, C2 e C3) e total das reducbes nas concentragdes apds os tratamentos com diferentes
concentrac6es de DNase: T1 (0,02 pL), T2 (0,04 uL) e T3 (0,06 pL).

Concentracdes de DNase (uL)

Valores T1 (0,02 uL) T2 (0,04 pL) T3 (0,06 pL)
Cl C2 (3 ClL C2 C3 ClL C2 ¢C3
DNA (ng/pL)

Concentracdo inicial 1258 21,6 56,2 70,2 33,7 56,2 89,8 216 123,2
Concentracdo final 3,0 0,0 1,87 2,30 08 187 291 0,20 3,60
Total das reducbes 87% 100% 90% 90% 92% 89% 0% 97% 86%

RNA (ng/uL)

Concentracdo inicial 24,2 21,6 6,38 24,2 21,6 6,38 24,2 21,6 6,38
Concentracdo final 0,371 0,0 0,468 0,852 0,0 0,302 0452 0,0 0,332
Total das redugdes  98% 100% 92%  96% 100% 98%  98% 100% 94%

A partir desses resultados, observa-se que as concentracbes de RNA diminuiram
significativamente apds os trés tratamentos (p=0,000033), no entanto as reducdes entre os trés
tratamentos ndo apresentaram diferenca significativa (p=0,85). Huang et al. (1996)
demonstraram que métodos para a digestdo de DNA contaminante em amostras de RNA com
DNase que realizam a inativacdo térmica da enzima a 95° C durante 5 min, também afetam a
integridade do mRNA.

Se por um lado observou-se uma reducéo significativa (p=0,005) das concentragdes de
DNA ap6s os tratamentos, do outro, ndo se observou diferencas significantes entre os trés
tratamentos (p=0,87), uma vez que as reducbes nas quantidades de DNA foram
aproximadamente iguais.

Pela analise do gréafico da curva de amplificagdo (Figura 1), permite-se inferir a respeito
da eficiéncia de amplificacdo de cDNA transcrito do RNA ap6s os tratamentos com DNase
(WONG; MEDRANO, 2005), na qual verificou-se diferenca entre os ciclos iniciais de
amplificacbes das duas amostras uilizadas no ensaio e boa definicdo das fases exponencial e
platd.
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Figura 1. Curva de amplificacdo do PCR em tempo real realizado com duas amostras de RNA
de cana-de-acgUcar tratadas com DNase utilizando trés diferentes primers (PSIl 10 e HSP como
genes alvos e GAPDH como gene de referéncia. Cr— Cycle Threshold.
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Analisando a Figura 1, percebe-se que na amostra C1 as amplificagbes com o gene HSP
iniciaram no ciclo 28, ao passo que na amostra C2 as amplificacdes com o gene PSII 10
iniciaram durante o ciclo 29. O valor do C+ para as duas amostras foi de 0,46056.

CONCLUSOES

A concentragdo de 0,02 pL de DNase foi a recomendada para purificacdo do RNA em
cana-de-acucar de RNA, uma vez que altas concentra¢bes de DNase ndo aumentam a eficiéncia
da digestdo de DNA e apenas tornam o processo de purificacdo mais oneroso.

Agradecimentos: Aos colaboradores do Laboratdrio de Biologia Molecular da Embrapa Meio-
Norte.
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