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OTIMIZAGAO DE PROTOCOLO DE EXTRAGAO DE RNA DE
SEMENTES DE FEIJAO PARA SEQUENCIAMENTO
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A extragdo de acidos nucleicos a partir de sementes é dificultada pela natureza deste
material vegetal. Por se tratar de tecido de reserva, onde polissacarideos sdo as moléculas
predominantes, o isolamento de acido nucleico puro, seja DNA ou RNA, é uma tarefa
desafiadora. A contaminagcdo com polissacarideos representa um problema para varias
aplicagdes de acidos nucleicos, especialmente aquelas dependentes de digestdo com
enzimas e amplificacdo por reagdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés polymerase
chain reaction), como o preparo de bibliotecas para sequenciamento de segunda geragao
(NGS, do inglés next generation sequencing). Com o objetivo de obter RNA total de alta
qualidade e pureza a partir de sementes para uso em sequenciamento massal de RNA no
ambito do projeto “Integridade de RNA em sementes de feijdo (Phaseoulus vulgaris L.)
conservadas em longo prazo como marcador do envelhecimento em nivel molecular”,
testamos trés diferentes kits/protocolos de isolamento de RNA total: 1- Aurum™ Total RNA
Fatty and Fibrous Tissue Kit (BioRad); 2- reagente a base de fenol PureLink™ Plant RNA
Reagent (Thermofisher) com purificagdo apds isolamento usando a filtragdo em coluna
RNeasy MinElute Cleanup Kit (Qiagen); 3- Aurum™ Total RNA Fatty and Fibrous Tissue Kit
(BioRad) com o reagente a base de fenol PureLink™. Os resultados mostram que extragéo
com as duas primeiras metodologias testadas nao foram eficientes para rendimento nem
para a obtencdo de RNA puro de sementes com relacdo a polissacarideos, conforme
inferido por dados de razdo das densidades Opticas a 260 e 230 nm obtidas por
espectrofotometria realizada em Nanodrop (Thermofisher). O isolamento de 95-98 mg de
sementes pulverizadas em cadinho com nitrogénio liquido, usando uma combinagdo do
PureLink™ Plant RNA Reagent com o kit Aurum™ (BioRad), foi a abordagem mais eficiente
tanto em termos de rendimento quanto de pureza de RNA. Ambas as razdes de densidade
Otica geradas por espectrofotometria usadas para avaliagdo da pureza com relagdo a
proteinas e polissacarideos (260/280 e 260/230, respectivamente), apresentaram valores
em torno de 2,0, valor considerado ideal para este parametro.
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