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Adaptacao de protocolo de extracao
de RNA para acessos de Paspalum e
Brachiaria brizantha cv. Marandu
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O género Paspalum é o mais importante da familia Poaceae nas Américas e a Brachiaria brizantha cv.
Marandu é a espécie mais utilizada em pastagens brasileiras, o que torna essas plantas interessantes
para serem exploradas em estudos moleculares. Contudo, a presenca de grandes quantidades e
variedades de compostos secundarios nos tecidos vegetais torna dificil a padronizagdao da metodologia
de extracao de RNA (acido ribonucléico) total de alta qualidade entre as diferentes espécies e tecidos
da planta. O objetivo desse trabalho foi adaptar o protocolo de extracao de RNA total desenvolvido
para gramineas tropicais por Chiari et al. (2011) para uma extracao mais eficiente de RNA de laminas
foliares de seis acessos de Paspalum (BRA 19186, BRA 23469, BRA 23540, BRA 21377 e BRA 23671) e
Brachiaria brizantha cv. Marandu, visando posteriores estudos de expressao génica. Todos os passos
indicados no protocolo original foram seguidos, entretanto algumas modificacoes foram realizadas.
Foi adicionado um passo com Trizol® (Invitrogen) refrigerado (2mL) apds a maceracdo manual, sendo
retirados os passos seguintes comTrizol®. Houve a inclusdo de uma a duas lavagens, de acordo com a
necessidade, com cloroférmio:acido isoamilico apds o passo com cloroformio puro gelado. Nos passos
finais, a secagem do precipitado passou de 10 minutos em temperatura ambiente para 30 minutos
em gelo e o tempo de eluicao do precipitado a 37°C passou de 30 para 10 minutos, a fim de evitar a
degradacao do RNA total. Para minimizar a oxidacao e a degradacao, todos os passos foram realizados
no gelo. Apds o isolamento, o RNA total foi quantificado por meio do espectrofotometro Nanodrop
2000 e a integridade foi confirmada por eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de
etidio (5 pg/ml), pela analise das bandas 28S, 18S e 5S de RNA riboss6mico. A utilizagao desse método
rendeu quantidades (ng/mL) de RNA variaveis, entretanto, suficientes para dar seguimento ao trabalho.
A razao das absorbancias A260nm/A280nm ficou proxima da ideal (1,8 a 2,0), o que demonstra menor
contaminacao e maior pureza na extracao desse acido nucleico. Desta forma, pode-se observar que as
pequenas modificacoes realizadas no protocolo para extracao de RNA, considerando tanto a qualidade
e quantidade das amostras, se mostrou mais eficaz para extracao de RNA das laminas foliares desses
genodtipos estudados, uma vez que puderam ser submetidas as etapas posteriores para estudos de
expressao génica diferencial.
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