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APRESENTAÇÃO
Apresentamos o livro “A Genética e a construção de novos paradigmas nas Ciências 

da Vida”, um material rico e direcionado à todos acadêmicos e docentes com interesse pela 
genética.

A genética e suas aplicações tem influenciado diversas pesquisas promissoras 
em todo o mundo, contribuindo de forma significativa na saúde, agricultura, economia e 
biotecnologia. Aliada à revolução tecnológica essa subárea tem contribuído muito nos 
últimos anos com o avanço no campo da pesquisa. Como sabemos a genética possui 
um campo vasto de aplicabilidades que podem colaborar e cooperar grandemente com 
os avanços científicos e entender um pouco mais da pesquisa e recursos genéticos é o 
enfoque desta obra. 

Deste modo, abordamos nesta obra assuntos relativos aos avanços e dados científicos 
aplicados aos recursos genéticos, o leitor poderá se aprofundar em temas direcionados à 
mitose, saúde e ambiente, célula e saúde, Cromossomo Philadelphia, biometria, DRESS, 
reações a drogas, exantema, ensino, laboratórios, extração DNA, tecidos vegetais, pureza 
e integridade, Stylosanthes sp., Hylocereus, conservação, variabilidade, RNA, método de 
extração, Stylosanthes, telômeros, telomerase, micropropagação, TCL, Crambe abyssinica 
Hochst, germinação, produção, herdabilidade, divergência genética, câncer, Danio Rerio, 
Eye Disorders, Kidney Disease, Neurological Disorders, In Vivo Animal model, dentre 
outros.

Esperamos que mais uma vez o conteúdo deste material possa somar de maneira 
significativa aos novos conceitos aplicados à genética, influenciando e estimulando cada 
vez mais a pesquisa nesta área em nosso país. Parabenizamos cada autor pela teoria 
bem fundamentada aliada à resultados promissores, e principalmente à Atena Editora por 
permitir que o conhecimento seja difundido e disponibilizado para que as novas gerações 
se interessem cada vez mais pelo ensino e pesquisa em genética.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMO: As espécies de Stylosanthes spp. 
apresentam elevados níveis de polissacarídeos 
em suas folhas que podem potencialmente 
interferir e dificultar a extração de ácidos 
nucleicos de boa qualidade, em especial para o 
isolamento de RNA. Neste contexto, o objetivo 
desta pesquisa foi comparar dois protocolos 
de isolamento de RNA (Trizol+acetato de sódio 
[TA] e Trizol+sarcosil+acetato de sódio [TSA]) a 
partir de tecidos foliares da espécie Stylosanthes 
capitata  Vogel coletados em um experimento de 
campo sobre simulação de mudanças climáticas 
futuras (Trop-T-Face:Temperature Free Air 
Controlled Enhancement and Free Air Carbon 
Dioxide Enrichment da USP/RP). No protocolo 
TA foi adicionado acetato de sódio 3M na fase de 
purificação de RNA, desde que este sal participa 
na precipitação dos ácidos nucleicos junto com 
o Etanol. No protocolo TSA, foi adicionado o 
detergente sarcosil na solução de extração o 
qual auxilia na solubilização de proteínas, além 
da adição do acetato de sódio como previamente 
relatado. Como resultados foram observadas 
diferenças altamente significativas (p<0,01) para 
ambas as metodologias de extração em todos os 
parâmetros estudados. A concentração média 
de RNA (ng/uL) foi 6,3 vezes superior em TSA 
(TSA=911,25 vs. TA=145,35).  As razões de 
pureza ao redor de 2,0 e entre 2,0-2,2 para os 
parâmetros 260/280 e 260/230, respectivamente, 
foram observados em 96% das amostras do 
protocolo TSA.  Os resultados de integridade do 
RNA (RIN), o qual é classificado como 1 = RNA 
degradado a 10 = RNA intacto, confirmam que o 
protocolo TSA alcançou os melhores resultados 
devido à melhor qualidade e integridade das 
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amostras (média de 3,87/TA e 7,25/TSA).  Estes parâmetros indicam que para extração 
do RNA de folhas da espécie S. capitata, o método TSA é o mais indicado, com 84% de 
eficiência, em comparação ao método TA, que alcançou 25%. 
PALAVRAS - CHAVE: RNA; Método de extração; Stylosanthes.

HIGH-PURITY RNA EXTRACTION METHOD FROM LEAVES OF THE SPECIES 
Stylosanthes capitata (VOGEL)

ABSTRACT: Stylosanthes spp. species have high levels of polysaccharides in their leaves 
that can potentially interfere and make it difficult to extract good quality nucleic acids, especially 
for the isolation of RNA. In this context, the objective of this research was to compare two RNA 
isolation protocols (Trizol+sodium acetate [TA] and Trizol+sarcosyl+sodium acetate [TSA]) 
from leaf tissues of the species Stylosanthes capitata  Vogel collected in a field experiment 
on simulation of future climate changes (Trop-T-Face: Temperature Free Air Controlled 
Enhancement and Free Air Carbon Dioxide Enrichment from USP/RP). In the TA protocol 3M 
sodium acetate was added in the RNA purification phase, since this salt participates in the 
precipitation of nucleic acids together with Ethanol. In the TSA protocol, sarcosil detergent 
was added in the extraction solution which helps in protein solubilization, besides the addition 
of sodium acetate as previously reported. As results, highly significant differences (p<0.01) 
were observed for both extraction methodologies in all parameters studied. The mean RNA 
concentration (ng/uL) was 6.3 times higher in TSA (TSA=911.25 vs. TA=145.35).  Purity ratios 
around 2.0 and between 2.0-2.2 for parameters 260/280 and 260/230 respectively, were 
observed in 96% of samples of the TSA protocol. The results of RNA integrity (RIN), which is 
classified as 1 = RNA degraded to 10 = RNA intact, confirm that the TSA protocol achieved 
the best results due to the better quality and integrity of the samples (average of 3.87/TA 
and 7.25/TSA). These parameters indicate that for extraction of RNA from leaves of the S. 
capitata species, the TSA method is the most indicated, with 84% efficiency, compared to the 
TA method, which reached 25%.
KEYWORDS: RNA; Extraction methods; Stylosanthes.

1 |	 INTRODUÇÃO
As moléculas de RNA não são somente intermediárias entre as informações 

genéticas contidas no DNA e a proteína. Pesquisas recentes vêm elucidando uma gama de 
possibilidades oriundas das modificações pós-transcricionais nas moléculas de RNA, o que 
aumenta a complexidade dos produtos transcritos de um mesmo gene. Evidencia-se assim 
a importância do RNA na determinação de fenótipos (Li e Mason, 2014).

A extração de ácidos ribonucleicos (RNA) do interior de células eucarióticas pode 
ser realizada para diversas finalidades, desde estudos de expressão gênica, análise 
funcional dos RNAs, da qualidade dos transcritos, análise da expressão gênica, dentre 
outras. A maior dificuldade na extração de RNA envolve a alta incidência de ribonucleases 
(enzimas que se mantêm ativas mesmo na ausência de cofatores), que são capazes 
de degradar rapidamente as riboses da molécula do RNA. A presença do grupamento 
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hidroxila no carbono 2´ da ribose torna a molécula de RNA mais suscetível a hidrólise pelas 
ribonucleases (Yockteng et al., 2013). Por isso, os protocolos de extração de RNA devem 
contar com etapas que visem: 1) A inativação destas enzimas endógenas nas amostras (ex: 
congelamento das amostras ou tratamento químico) e, 2) A redução da contaminação das 
amostras por ribonucleases exógenas (ex: utilizando materiais e reagentes autoclavados, 
limpeza e cuidado com a manipulação das amostras).

As novas tecnologias automatizadas de análise do RNA (como o RNA sequencing) 
são de grande importância para análise de milhões de transcritos de uma determinada 
população. Entretanto, elas requerem altas concentrações de RNA, com alta qualidade 
e pureza para sua utilização. Em especial, o isolamento de RNA de plantas para essa 
finalidade vem sendo um verdadeiro desafio, pois as células vegetais produzem alta 
quantidade de polissacarídeos (como taninos), polímeros orgânicos (como a lignina) e 
metabólitos secundários (como terpenos e flavonoides). Estas moléculas complexas são 
de difícil remoção, o que impossibilita a obtenção de uma RNA de alta qualidade e pureza 
(Jordon-Thaden et al., 2015).

Em vista disso, inúmeros métodos de extração foram testados e publicados para os 
mais diversos táxons vegetais (Johnson et al., 2012; Yockteng et al., 2013; Jordon-Thaden 
et al., 2015). Entretanto, sua grande variabilidade dificulta a escolha de um método padrão. 
Jordon-Thaden e colaboradores (2015) analisaram diversos métodos empregados para 
extração de RNA de diferentes táxons vegetais, observando que aqueles que continham 
Trizol e o reagente sarcosil foram os de maior eficiência.

Como relatado por Chiari et al. (2009), as folhas das plantas das espécies de 
Stylosanthes spp., inclusive as jovens, apresentam elevados níveis de polissacarídeos em 
suas folhas, os quais podem potencialmente dificultar o isolamento de ácidos nucleicos de 
alta qualidade, o que representa um desafio (Bonato et al., 2002; Faleiro et al., 2003; Chiari 
et al., 2009), especialmente em se tratando da extração de RNA. Trabalhos prévios relatam 
a extração de RNA de Stylosanthes guianensis Aubl. usando o reagente Trizol (Sun et al., 
2013; Liu et al., 2016). 

Neste contexto, o objetivo desta pesquisa foi comparar a eficiência de dois 
protocolos: Trizol + acetato de sódio (TA) e Trizol + sarcosil + acetato de sódio (TSA) no 
isolamento de RNA a partir de tecidos foliares da espécie Stylosanthes capitata coletados 
em um experimento de campo sobre a simulação de mudanças climáticas futuras em 
sistema Trop-T-Face.
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2 |	 METODOLOGIA

2.1	 Coleta de amostras foliares de Stylosanthes capitata 
As amostras de folhas de Stylosanthes capitata Vogel, para o estudo foram coletadas 

de um experimento em campo aberto, denominado Trop-T-Face, que teve por objetivo 
determinar os efeitos da elevada temperatura (+2 °C) e elevado CO2 (600 ppm) (Figura 
1). Uma descrição mais detalhada deste sistema de simulação Trop-T-Face encontra-
se disponível em Martinez et al. (2014) e Haberman et al. (2019). As amostras de folhas 
coletadas foram imediatamente congeladas em nitrogênio líquido. O material foi mantido 
em -80 °C até o momento da sua utilização para extração do RNA. Foram extraídas 12 
amostras em cada protocolo.

Figura 1. Flores de Stylosanthes capitata em campo experimental. (Foto: Laboratório de 
Genética Vegetal, USP-RP)

2.2	 Protocolos de extração do RNA
O RNA total de folhas foi extraído seguindo o protocolo do Trizol de acordo com o 

manual do fabricante (Thermo Fisher Scientific) com pequenas modificações especialmente 
em tempos de centrifugação e períodos de incubação.  No protocolo 1, denominado 
TA, foi adicionado acetato de sódio 3M na fase de purificação de RNA, desde que este 
sal (CH3COONa) diminui a solubilidade em água dos ácidos nucleicos sendo, portanto, 
comumente usada em precipitações de DNA e RNA com etanol (Maniatis et al.,1982).

No protocolo 2, denominado TSA, além do acetato de sódio foi adicionado o sal 
sarcosil (C15H30NNaO4) que atua como detergente na solubilização de proteínas e já foi 
relatado com sucesso no processo de extração de DNA e RNA em plantas (Cheung et al., 
1993; Jordon-Thaden et al, 2015). 
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2.2.1	 Protocolo TA – Trizol + acetato de sódio

Aproximadamente 250mg de folhas foram dispostas em tubos de 2mL estéreis e 
imediatamente congeladas em nitrogênio líquido. Os tecidos foram macerados com pistilos 
estéreis, acoplados em parafusadeira portátil, até obtenção de um pó fino. Adicionou-se 
1mL de Trizol (Invitrogen), seguido de homogeneização vigorosa em vórtex. O material 
foi incubado em temperatura ambiente (20-30 ºC) por 2-3 minutos, sendo posteriormente 
centrifugadas a 4 °C na velocidade de 12.000rpm por 10minutos.

O sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 2mL e acrescido de 200µL de 
clorofórmio. A mistura foi agitada por inversão (15-20 segundos) e incubada novamente à 
temperatura ambiente (20-30 °C) por 3 minutos. Submetendo-as em uma nova centrifugação 
à 4 °C, 12.000rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 
1,5mL. Adicionou-se 500µL de isopropanol e após agitação, o material foi incubado para 
precipitação por 10 minutos à -20 °C. Após a precipitação do RNA, as amostras foram 
centrifugadas, nas mesmas condições anteriores, por 10 minutos. A seguir, o sobrenadante 
foi descartado e o pellet foi lavado com etanol 75%. Após agitação, as amostras foram 
centrifugadas novamente e o pellet foi ressuspendido em 400µL de água ultrapura tratada 
com o reagente dietilpirocarbonato (DEPC).

Após a primeira ressuspensão do pellet de RNA em água, iniciou-se a etapa de 
separação, que consistiu em adicionar 400µL de clorofórmio. Após agitação em vórtex, 
as amostras foram centrifugadas a 4 °C na velocidade de 12.000rpm, por 10 minutos. O 
sobrenadante (cerca de 300µL) foi transferido para um novo tubo e cerca de 900µL de 
etanol 100% gelado foi misturado a cada amostra. Adicionou-se 30µL de acetato de sódio 
3M (Ambion) por amostra e incubou-se por 2 horas a -20 °C (Meng e Feldman, 2010).

Após esse período, as amostras foram centrifugadas a 4 °C na velocidade de 
12.000rpm, por 30 minutos, retirando o sobrenadante em seguida e o pellet de RNA foi 
lavado com 1mL de etanol 75%. As amostras foram novamente centrifugadas nas mesmas 
condições anteriores por 20 minutos. O sobrenadante foi descartado, e o pellet submetido 
ao processo de secagem por 10 minutos, o excesso de gotículas de etanol dentro do tubo 
foi retirado com o auxílio de ponteiras RNAse free. O RNA foi ressuspenso em 30µL de 
água ultrapura DEPC.

2.2.2	 Protocolo TSA – Trizol + Sarcosil + acetato de sódio

O mesmo protocolo anterior foi realizado, com as seguintes modificações: 1) 
Adicionou-se 50µL de sarcosil 20% junto ao 1mL do reagente de extração Trizol (Invitrogen), 
na etapa inicial da extração (Huang et al., 2012; Jordon-Thaden et al., 2015). 2) O tempo 
de incubação com clorofórmio foi aumentado de 3 para 5 minutos. 3) A velocidade das 
centrifugações foi aumentada de 12.000 para 14.000 rpm. 4) Nas etapas de precipitação 
do pellet (após incubação com isopropanol e após a última lavagem com etanol 75%) o 
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tempo de centrifugação foi aumentado de 10 para 20 minutos. 5) O período de incubação 
das amostras com isopropanol foi de 60 minutos à -20 °C. 6) Todos os reagentes utilizados 
estavam gelados (com exceção da água DEPC).

2.2.3	 Tratamento com DNAse

Utilizou-se o kit Turbo DNA-free (Ambion), que consiste na adição de 3µL do tampão 
DNAse Buffer 10x e de 1µL da enzima DNAse I em 30µL de cada amostra. Os reagentes 
foram incubados por 25 minutos a 37 °C. Adicionou-se a seguir 1µL do reagente de 
inativação com incubação a temperatura ambiente por 5 minutos. Por último, as amostras 
foram centrifugadas a 12.000rpm por 1,5 minutos e o sobrenadante (cerca de 30µL) foram 
transferidos para um novo tubo RNA-se free.

2.2.4	 Quantificação e qualidade pelo bioanalyser

A concentração de RNA (ng/uL), assim como as razões 260/280 e 260/230 foram 
mensuradas em NanoDrop 2000c, utilizando 1µL da amostra final. A quantificação e a 
qualidade e integridade do RNA extraído foram mensuradas por eletroforese capilar realizada 
no Bioanalisador Agilent, utilizando o Agilent RNA6000 Nano Kit (Aligent Technologies). O 
programa gerou gráficos com picos de eletroferograma e calculou a integridade do RNA 
(RIN - RNA Integrity Number). 

2.3	 Análise dos resultados
Foram consideradas amostras de qualidade aquelas que apresentaram: alta 

concentração de RNA, razão 260/280 no valor de 2,0 e a razão 260/230 no valore entre 
2,0-2,2 e o RIN igual ou superior a 7,0. A comparação entre os dois métodos de extração 
foi realizada por comparação destes parâmetros.

2.4	 Análise estatística
Para os dados de cada protocolo que apresentaram distribuição normal (Shapiro-

Wilk e Lilliefors, p<0,05), foram comparados pelo teste t-Student, e os que não seguiram 
normalidade foram comparados com o teste não paramétrico de Mann Whitney. As análises 
foram conduzidas através dos softwares estatísticos Minitab 19 e PAST 4.03.

3 |	 RESULTADOS E DISCUSSÃO
A concentração do RNA extraído em ng/µL das 12 amostras de Stylosanthes 

capitata, assim como as razões 260/280, 260/230 e o valor de RIN para cada amostra nos 
diferentes métodos de extração estão dispostos na Tabela 1. A média de concentração de 
RNA do grupo amostral, extraído pelo método TSA foi estatisticamente superior (t= -5,01; 
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p<0,001) do que a observada pelas amostras extraídas pelo método TA (TSA=911,25 vs. 
TA=145,35 ng/uL). A razão 260/230 foi significativamente superior nas amostras extraídas 
através do método TSA (t= -3,63; p=0,001), e na razão 260/280 observou-se diferenças 
estatísticas significativas entre as médias do método TA e TSA (p=0,001) segundo o teste 
de Mann Whitney. O mesmo ocorreu no parâmetro que mede a integridade do RNA (RIN), 
cujas médias foram TA= 3,88±0,64 e TSA= 7,25±0,22 (p=0,002).

As razões de pureza 260/280 e 260/230 que medem graus de contaminação com 
proteínas/fenol e fenol/guanidina/etanol/glicerol devem oscilar entre 2,0 e entre 2,0-2,2, 
respetivamente. Estes valores foram observados em quase 100% das amostras extraídas 
pelo método com sarcosil, com exceção de duas amostras (1.2, 2.1). Estas amostras, 
embora apresentem concentração de RNA superior quando extraídas pelo protocolo TSA, 
apresentam pureza e integridade maior quando extraídas pelo protocolo TA. Uma amostra 
(4.1) apresentou resultados similares em ambos os métodos.

A Figura 2 mostra o perfil dos picos de eletroforese das amostras corridas pelo 
método TA (A) e TSA (B). É possível observar que a maioria das amostras extraídas pelo 
método TA apresentam um pico bastante elevado na altura de 25 nt e menores picos 
nas alturas de 1000 e 4000 nt (Figura 2A). Já as amostras extraídas pelo método TSA 
apresentam o padrão oposto: menores picos 25 nt e maiores picos de 1000 e 400 nt (Figura 
2B). Isso demonstra claramente como a qualidade e a integridade das amostras extraídas 
pelo método TSA alcançaram os melhores resultados. Já a Figura 3 apresenta o padrão de 
bandas eletroforéticas. As bandas mais fortes são observadas nas amostras extraídas pelo 
método TSA (Figura 3B).

Para determinar a integridade do RNA, os valores de RIN variam de 1 indicando que 
o material está totalmente degradado e 10 quando o mesmo se encontra completamente 
intacto (Schroeder et al., 2006). Baseados neste parâmetro pode-se considerar que o 
método TA alcançou 25% de eficiência e o método TSA alcançou em torno de 83%.
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Tabela 1. Comparação da concentração do RNA e das razões entre as absorbâncias obtidas na 
extração das mesmas amostras utilizando o primeiro e o segundo método. 
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Figura 2. Perfil dos picos de eletroforese capilar obtidas pelo Bioanalyser Agilent RNA 6000 das 
amostras de RNAs isolados pelas metodologias TA (A) e TSA (B).

As maiores dificuldades com as metodologias estão ligadas a quantidade e 
qualidade do tecido usado na extração. Folhas amareladas ou muito senescentes foram o 
fator limitante para obtenção de ótima concentração de RNA, boas razões e valor de RIN 
acima de 7.0 utilizando o protocolo TSA.
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Figura 3. Perfil das bandas de eletroforese capilar obtidas pelo Bioanalyser Agilent RNA 6000 
das amostras de RNAs isolados pelas metodologias TA (A) e TSA (B).

Observou-se também que as amostras obtidas dos diferentes tratamentos em 
campo não parecem interferir na qualidade das amostras, já que houve amostras de igual 
qualidade em todos os tratamentos. 

4 |	 CONCLUSÃO
Estes resultados nos permitem concluir que o protocolo denominado como TSA, que 

consiste na adição de sarcosil e de outras modificações (de acordo com o mencionado em 
material e métodos) do protocolo do Trizol, melhora significativamente a concentração, a 
qualidade e a integridade do RNA extraído de tecido foliar da espécie S. capitata.
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