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PROTOCOLO PARA EXTRACAO DE RNA EM SEMENTES DE CAFE!
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RESUMO: As sementes sdo um importante meio de propagagdo de culturas do género Coffea, sendo de fundamental
importancia a obtencdo de sementes com alta qualidade, para a producdo de mudas. Estudos moleculares tém se
mostrado Uteis na obtencdo de classes distintas de marcadores moleculares que auxiliam na elucidacao dos fatores que
afetam a qualidade das sementes. Para o estudo de genes expressos em sementes, hd necessidade de se obter RNA de
boa qualidade e em quantidades satisfatorias. Assim, nesse estudo, objetivou-se testar e aperfeicoar metodologia para
extragdo de RNA em sementes de café (Coffea arabica L.) para posterior utilizagdo em técnicas de analise de expressio
génica. Para a quantificagdo de RNA foram utilizadas amostras de sementes inteiras ¢ endosperma, secos e embebidos,
com e sem liofilizagdo. A extragdo do RNA total foi realizada conforme o protocolo Pury Link Plant RNA Reagent
(Invitrogen™) e a qualidade e integridade do RNA extraido foram verificadas por meio de eletroforese em gel de
agarose 1,5%. A utilizacdo de sementes de café secas e sem liofilizagdo foi eficiente na obtengdo de RNA de melhor
qualidade.
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RNA EXTRACTION PROTOCOL IN COFFEE SEEDS

ABSTRACT: Seeds are an important dispersal strategy used by coffee plants. Obtaining high quality coffee seeds is
essential for the production of plant seedlings. For the gene expression analysis in seeds, is necessary to obtain RNA
with high quality and quantity. In this work, the objective was to investigate the better methodology of RNA extraction
in coffee seeds (Coffea arabica L.) for posterior use in gene expression techniques analysis. For the RNA quantification
intact seeds or endosperm, either dry or imbibed, with or without liofilization were used. The total RNA was extracted
using Pure Link Plant RNA Reagent protocol (Invitrogen™). The quality and integrity of RNA extracted was checked
by agarose gel electrophoresis. The use of dry coffee seeds without liofilization was efficient to obtain high quality
RNA.

Key-words: Coffea sp., molecular biology, seed quality.

INTRODUCAO

A pesquisa na area de biologia molecular associada ao controle de qualidade de sementes tem evoluido
rapidamente e novas técnicas t€ém se mostrado uteis na obteng@o de classes distintas de marcadores moleculares. Estes
auxiliam na elucidag@o dos fatores que afetam a qualidade, a manipulagdo, a identificagdo e preservacdo do material
genético, permitindo o monitoramento de todo o processo produtivo.

O isolamento de RNA de qualidade ¢ um pré-requisito para estudos de expressao génica incluindo transcriptase
reversa (RT), PCR quantitativo em tempo real (qQRT-PCR), constru¢do de bibliotecas de cDNA ou analises de
microarray (Cardillo et al., 2006; Paula et al., 2009). Devido a presenca de uma grande gama de metabolitos
secundarios, polissacarideos e polifenois, a extragdo de RNA em tecidos do cafeeiro torna-se uma etapa de dificil
padronizagdo entre os diferentes tecidos da semente e a obtengdo de quantidade suficiente de RNA pode ser complicada
pela suscetibilidade do RNA a degradacdo por RNAses.

Outra etapa essencial para a obtengdo de boas amostras de RNA ¢ a eliminagdo total do DNA apds a extragdo,
pois apenas uma Unica copia de DNA ¢ capaz de gerar um falso positivo em estudos de expressdo génica (Birtic &
Kranner, 2006).

As dificuldades na extragdo de RNA em tecidos de plantas ricos em polissacarideos tém sido reportadas em
varias publica¢des, as quais demonstram as diferentes condi¢des requeridas para o sucesso do isolamento do RNA em
diferentes espécies (Gehrig et al., 2000). Em sementes de café, um dos principais problemas encontrados é a grande
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quantidade de compostos fendlicos que sdo facilmente oxidados e, este fato interfere na preparagéo, resultando em RNA
de baixa qualidade para as analises posteriores (Cordeiro et al., 2008).

Diversos estudos descrevem protocolos de extragdo diferentes para tecidos vegetais ricos em polifendis ou
polissacarideos, que s@o os tecidos que impde uma maior dificuldade para isolamento de boa quantidade de RNA e de
alta qualidade. Entretanto esses estudos desenvolvem técnicas para tecidos vegetais especificos e de espécies
especificas, ja que a eficiéncia de cada método ¢ altamente dependente da composicao do tecido (Azevedo et al., 2003,
Campos et al., 2010).

Assim, objetivou-se com o trabalho avaliar diferentes tecidos e pré-tratamentos em sementes de café para
extragdo de RNA para posterior utilizagdo em técnicas de analise de expressido de genes.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada no Laboratorio Central de Sementes da Universidade Federal de Lavras, utilizando
sementes de Coffea arabica L. Para testar a metodologia de extragdo de RNA, foram utilizadas trés repeti¢cdes dos
seguintes tratamentos: T1 - Sementes secas; T2 - Endosperma seco; T3 - Semente embebida em agua; T4 - Endosperma
embebido em 4gua; TS5 - Semente seca liofilizada; T6 - Endosperma seco liofilizado; T7 - Semente embebida em agua e
liofilizada; T8 - Endosperma embebido em agua e liofilizado. Para a embebigdo, as sementes e endospermas foram
imersos em agua por periodo de 18 horas, em temperatura de 30 °C.

O material vegetal permaneceu armazenado a -80 °C até o momento da extracdo. Cerca de 100 mg de tecido
foi macerado em nitrogénio liquido e colocado em eppendorf de 1,5 mL. Imediatamente foi adicionado 500 pL do
reagente Pury Link Plant RNA Reagent™ (Invitrogen) e, as amostras foram levadas ao vortex até completa
homogeneizacdo. Os tubos foram entfo deixados na posi¢do horizontal em temperatura ambiente por 5 min. Apds o
tempo de incubagdo foram centrifugados por 2 minutos a 11400 RPM em temperatura ambiente ¢ o sobrenadante
resultante transferido para novos tubos. Foram adicionados 100 pL de NaCl 5Sm e os tubos levados ao vortex por
Ssegundos. Foram adicionados 300 pL de cloroférmio e misturado exaustivamente. Os tubos foram levados a centrifuga
por 10 min a 11400 rpm e 4 °C e a fase superior resultante da centrifugacdo foi transferida para novos tubos e a ela
adicionou-se 500pL de isopropanol, sendo a amostra novamente vortexizada por Ssegundos. Os tubos foram deixados
em temperatura ambiente por 10 minutos e logo depois centrifugados por 10 minutos a 11400 RPM e 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e foi adicionado ao tubo 1000 pL de etanol 75%. As amostras foram entdo levadas a
centrifuga por Iminuto a 11400 rpm e temperatura ambiente. Foi retirado totalmente o etanol 75% dos tubos e
adicionados 20 pL de 4gua Milli-Q autoclavada para ressuspender o RNA.

Todo o material utilizado para extragdo foi tratado com solugdo diethilpirocarbonato (DEPC) a 0,5% para a
inativacdo de RNAses. As solucdes utilizadas foram preparadas com agua destilada Milli-Q. A qualidade e integridade
do RNA extraido foram verificadas por meio de eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio ¢ a
quantidade mensurada através de espectrofotdometro NANOVEAU®, sendo a imagem captada pelo fotodocumentador
EDAS 290 (Kodak®).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o sucesso do isolamento do RNA, ¢ necessario impedir que polissacarideos e polifenois, encontrados em
diferentes quantidades nos diferentes tecidos liguem-se aos acidos nucléicos, contribuindo na determinagdo da
quantidade, qualidade e integridade do RNA (Suzuki et al., 2003; Zamboni et al., 2008). Desta forma, esses pardmetros
foram avaliados para determinar o método de extracdo de RNA mais eficiente para café.

Para a avaliacdo da pureza, sdo observados valores de absorbancia a 280 nm, 260 nm e 230 nm. A relagdo entre
a absorbancia A260/A230 indica a contaminagdo por polissacarideos ou polifenois, e o valor da relagdo A260/A280,
indica a contaminagdo por proteinas (Manning, 1991; Logemann et al., 1997). Dessa maneira, quando esses valores
estiverem entre 1,8 e 2,1, respectivamente, indicam a descontaminag@o das amostras. Com relagdo a quantidade o ideal
seria uma concentragdo de no minimo 500 ng/uL (Asif et al., 2006).

Na tabela 1, encontram-se descritas as relagdes de pureza e as concentragdes dos RNAs provenientes de todos
os tratamentos testados.



VII Simposio de Pesquisa dos Cafés do Brasil
22 a 25 de Agosto de 2011, Araxa - MG

Tabela 1 — Parametros da extracdo de RNAs isolados de sementes e endospermas de café (Coffea arabica L.).

Pury Link Plant RNA Reagent™ (Invitrogen)

Quantidade RNA Pureza Pureza
Tratamentos (ng/ul) A260/A280 A260/A230
T1 3493 1,8 0,2
T2 146,3 1,7 0,1
T3 109,7 1,8 0,1
T4 84,7 1,5 0,2
T5 143,5 2,7 0,1
T6 226,2 2,2 0,1
T7 116,0 1,7 0,1
T8 36,6 1,2 0,1

Em geral, a utilizacdo de sementes secas para a extragdo de RNA apresentou melhor qualidade das amostras
com as relagdes de absorbancia ideais, determinando amostras com pouca ou nenhuma contamina¢do com proteinas e
polissacarideos. Amostras provenientes de endosperma embebido com e sem liofilizagdo obtiveram baixo rendimento e
contaminagdo, possivelmente por compostos fenolicos e proteinas. Esses polissacarideos formam uma estrutura
gelatinosa que precipita durante a extracdo, afetando tanto a quantidade quanto a qualidade do RNA (Paula et al., 2009).

Segundo Campos et al., (2010) ao utilizar os protocolos que utilizam o reagente Pury Link Plant RNA
(Invitrogen), foi verificado niveis aceitaveis de pureza. Porém a quantidade de RNA em cada extragao ndo foi suficiente
para estudos posteriores que exigem alta sensibilidade corroborando com os resultados obtidos nessa pesquisa.

Verifica-se nas Figuras 1 e 2, os resultados de integridade e a qualidade, determinando que nos tratamentos que
obtiveram uma qualidade satisfatéria, tendo, também, apresentaram integridade das bandas 28S e 18S caracteristica do
rRNA. Foi possivel observar um perfil de expressdo nas amostras extraidas de sementes secas e endosperma seco no gel
de agarose (Figura 1).

Figura 1 - Gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio. Tratamentos testados: 1 - Sementes secas; 2 -
Endosperma seco; 3 - Semente embebida em agua; 4 - Endosperma embebido em agua.

Figura 2 - Gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio. Tratamentos testados: 4 - Endosperma embebido em
agua; 5 - Semente seca liofilizada; 6 - Endosperma seco liofilizado; 7 - Semente embebida liofilizada; 8 - Endosperma
embebido liofilizado.

CONCLUSOES

O protocolo testado, utilizando-se sementes de café e endospermas secos e sem liofilizagdo, foi eficiente na
obtencdo de RNA, em quantidade e com qualidade apropriadas.
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