Extracdo de RNA de cana-de-acUcar para estudos de expressado génica
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A extracdo de RNA total € uma etapa fundamental para a avaliagdo da expressao génica por PCR
em tempo real (QRT-PCR), onde é recomendavel a utilizagdo de RNA de alta qualidade, integro e
livre de contaminacdo por RNAses, proteinas, DNA gendmico, enzimas e substancias inibitérias
das reacbes de RT-PCR. O objetivo deste trabalho foi comparar quatro métodos de extragdo de
RNA em tecidos macerados de cana-de-acUcar. Para tanto, foram avaliados dois extratores
comerciais, TRIzol® Reagent e Concert™ Plant RNA Reagent (de acordo com as especificagdes
dos fabricantes), e dois extratores preparados em laboratério, CTAB (Brometo de
Hexadeciltrimetilaménio) e TENS (Tris-HCI, EDTA, NaCl, SDS) em cinco diferentes gendtipos e
trés diferentes partes amostradas da planta de cana-de-agucar, folhas velhas, folhas novas e
colmo, sendo estas primeiramente maceradas em graal com nitrogénio liquido. De forma a evitar
possiveis degradagdes do RNA, durante a coleta das amostras fez-se uso inibidor de RNAses
(RNAse Away®), sendo estas imediatamente congeladas com nitrogénio liquido e armazenadas a
-80°C até o momento das extracbes. Os RNAs isolados foram dissolvidos em 30ul de agua ultra
pura tratada com DEPC e suplementada com 1% EDTA. A qualidade dos RNAs totais foi avaliada
em corrida eletroforética utilizando gel de agarose 1% e através de leitura em espectrofotdmetro
usando as relagdes A260/A280 que indica, para valores 1,8 e 2,0 auséncia de contaminacao por
proteinas e fendis e a relacdo A260/230 indicativa da auséncia de polissacarideos e outros;
contaminantes organicos nas amostras isoladas para o intervalo. A concentracao final dos RNAs
extraidos foi posteriormente calculada apés leitura em fluorométro da marca Quibit. Observou-se
uma melhor relacdo de qualidade do RNA total extraido com a utilizacdo do método TENS, tendo
ainda concentragdes adequadas para realizagao das analises posteriores, além de caracterizar-se
pela praticidade e baixo custo, sendo o colmo, a parte amostrada que apresentou melhor relagéo
de qualidade e concentracdo. Os demais métodos testados ficaram na seguinte ordem de
eficiéncia na extragdo: TRIzol® Reagent, Concert™ Plant RNA Reagent e CTAB (Brometo de
Hexadeciltrimetilamonio), de acordo com os resultados obtidos.
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