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Extracao de RNA em Cochlospermum regium (Schrank) Pilg. (Bixaceae): superando a

recalcitrancia da espécie
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Pesquisa

Introducgao Resultados

A metodologia I foi adequada para extracao de RNA de folhas, ao
passo que a metodologia II adequou-se para caules e raizes. Em ambos
os protocolos obteve-se RNA com concentracao e qualidade
adequadas para uso em andlises moleculares. ReacOes de transcrigcdo
reversa foram realizadas para obtencao de cDNAs, utilizados para

A espécie Cochlospermum regium, popularmente conhecida como
“algodaozinho-do-cerrado”, é uma planta nativa reconhecida por suas
propriedades medicinais. No entanto, destaque-se que seu elevado teor
de polissacarideos, taninos e polifendis representa um desafio para a
aplicacao de técnicas de biologia molecular, dentre elas a extracao de

RNA total. amplificacdo de genes endoégenos normalizadores com primers
heterdlogos para os genes 18S, RLP38, RPS9, Actina, 40S3 e GPDH. Os
Objetivos primers 185, RPL38 e GPDH permitiram a amplificacdo de fragmentos
de tamanhos esperados.
O presente trabalho teve como objetivo desenvolver um protocolo de A Quantificacio de RNA
extracdo de RNA adaptado para a espécie. Foram testadas duas RNA Nio Tratado RNA Tratado
metodologias: 1) baseada em Rodrigues et al. (2007),com adaptacoes e Amostras Razdo A2s0/%  RNA Total (Ig/g FW) Amostras Razdo A%s0/250 RNA Total (Ig/g FW)
I[I) utilizando o kit RNAqueous'™ (Total RNA Isolation Kit, Folha - Metodologia | L77 2093 Folha - Metodologia I 183 1444
InVitro gen) . Folha - HE‘thDng'i-ﬂ I 147 155,% Folha - }»f[etr:rdnlny:ﬂ I 1.55 131,6
Caule - Metodologia II 19 108,5 Caule - Metodologia II 1.9 88,1
M Clt eri ql e M ét o d 0S Raiz - Metodologia II 19 78,8 Raiz - Metodologia II 1.95 63,9
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e Metodologia I: kb B*F1 F2 C2R2 B Fl F2 C2R2 B Fl F2 C2 R2 PCR Semi-quantitativo
Amostra (Quantficacdo relativa
Transferéncia do 11 - Branco 0
Sobrenadante ' FI- 18§ 1
- 1 I t - 2.000
) # N 48 FNT o s o3t
1| —p — e ~ Solugao R £ fenol: 120 CII - 188 1049
contendo =% & i ‘([ cloroférmio: o RII - 188 0.994
— acido borico, =y 7 = ~ | lcool i e1n
Plantas com 100 mg de EDTA,SDSe - ¥V —PELLET \7 s |soa.m||.|co 750 FI-RPL38 0.261289
aproximadamente tecido mercaptoetanol 15,000 £X 10 \25:24:1) ” FII - RPL38 0.0758
2 meses de idade macerado hinutos CT . RPL 0524754
i Transferéncia do l * RI- GPDH []:4?41 14
/\ Tg nt? ferégdatdo /\ /\ Sobrenadante 100 FI - GPDH 0.565015
OPIEIATEIE . ~ . — FII - GPDH 0.584613
) = 1~ Solugago ¢ % ,
_ 19 el . 0 CII - GPDH 0.703104
—RA € D U4 cmse | ] \" RII - GPDH 0,706994
V = PELLET ) N~ Clor?é‘? de - p . o B . .
65.9C y 10 mintos Figura 1. Quantificacdo do RNA (A) Eletroforese evidenciando os
15.000gx 10 . . P
l minutos 15.000gx 10 amplicons de cDNAs de normalizadores enddgenos (genes 18S, RLP38
mINUtos
e GPDH) obtidos a partir da extracao de RNA com as metodologias I e
1:1 11 . o - . . . .
e e\ gm - ~ () Secagem +30 [T (B) e quantificacdo relativa por PCR semi-quantitativa (C). B* =
Bl ) | L de dgua ) .
. [\ \ | 19 Lo ) . l e Branco; F1 = RNA de folha extraido com a metodologia I; F2 = RNA de
= h 4 = 8 = DEPC
% E. — — == = — == — | folha extraido com a metodologia II; C2 = RNA de caule extraido com
- 5000810 sl a metodologia II; R2 = RNA de raiz extraido com a metodologia II.
Cloroférmio: miﬁutosgx4°c Acetato de minutos x4 °C Etanol 70% © minutos x 4 °C '
alcool sodio 1/10 e

isoamilico
(24:1)

isopropanol

Feito pelo aplicativo Biorender por Louise Salvato.

e Metodologia II: de acordo com as instrugdes do fabricante.
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conclusoes

As duas metodologias foram eficazes para a extracao de RNA integro.
Vislumbra-se a aplicacdo dessas metodologias em futuras analises de
expressao de genes associados a biossintese de bixina.
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