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INTRODUCAO

Encyclia € o maior género de Lacliinae depois de Epidendrum. Segundo Bastos et al. (2018) sao
conhecidas cerca de 150 espécies do género e no Brasil foram registradas 39 espécies. Apesar dos
esforgos em detectar os miRNAs em algumas espécies de Orchidaceae, pouco se sabe sobre como
os miRNAs atuam na formagdo das flores das orquideas e muitos subgrupos dessa familia
precisam ter seus miRNA identificados nessa perspectiva. Assim, o presente trabalho objetivou
extrair os RNAs do tecido da inflorescéncia de algumas espécies do género Encyclia a fim de
estabelecer um protocolo de extragdo de RNA, apontando as etapas onde pequenas modificacdes
podem surtir melhor efeito na extragdo de RNA no grupo de interesse e visando posteriores
estudos de expressdo génica a partir de um banco de RNA para o género.

MATERIAL E METODOS OU METODOLOGIA (ou equivalente)

As amostras do material vegetal foram maceradas com auxilio de uma ponteira de ImL em
nitrogénio liquido e armazenadas em um tubo de 1,5mL no nitrogénio liquido até o momento de
prosseguir com a extracdo. Na capela foi adicionado 0,5 mL de trizol nas amostras e levadas ao
vortex na velocidade maxima por 5 minutos até completar a homogeneizacdo. Apods a
homogeneizagdo os tubos foram incubados em temperatura ambiente por 5 minutos, em seguida
foram adicionados 200 pL de cloroférmio e os tubos levados ao vortex por 5 min na velocidade
maxima. As amostras foram incubadas em temperatura ambiente por 5 min. Os tubos foram
levados a centrifugacdo a 14.000 rpm e 4°C por 15 min. O sobrenadante (fase superior, cerca de
500 pL, foi transferido para outro tubo com o auxilio de uma pipeta. Foi adicionado 1 mL de
isopropanol, os tubos foram agitados e incubados por 2-24 horas a -20°C. Os tubos foram retirados
do freezer e centrifugados a 14000 rpm e 4°C por 15-30 min. Toda a parte liquida foi descartada
invertendo os tubos sem perder o pellet. Foi adicionado 1mL de etanol 100% (-20°C) e
centrifugado a 14000 rpm e 4°C por 15 min. O e tanol 100% foi descartado do tubo e adicionado
etanol 70%. As amostras foram centrifugadas a 14000 rpm e 4°C por 15 min. Toda a parte liquida
deve ser descartada sem perder o pellet. O pellet deve secar ao ar até que nenhum liquido seja
visivel e fique transparente. 20 - 30 pL de agua tipo I autoclavada deve ser adicionada e pipetada
varias vezes até que o pellet se dissolva. Para a avaliagao da integridade das amostras extraidas, o
RNA foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1% (m/v), corado com 1 gota de brometo de



etidio, levado a cuba de eletroforese por 30 min e posteriormente visualizado sob luz ultravioleta
e a imagem captada pelo fotodocumentador. As amostras foram quantificadas em
espectrofotdmetro Nanodrop com o objetivo de determinar a quantidade ¢ a qualidade
(integridade). Esse protocolo sofreu algumas adaptagdes na tentativa de reduzir os custos das
extracOes de RNA.

RESULTADOS E/OU DISCUSSAO (ou Analise e discussdo dos resultados)

A extracdo de RNA vegetal para o sequenciamento apresenta desafios metodologicos para manter
a estabilidade das moléculas. O RNA esta sujeito a degradacao desde as etapas iniciais com a lise
celular até a quantificacéo final (Houseley & Tollervey, 2009). Para evitar a degradacdo e a perda
de informacgdes transcriptdmicas, os protocolos de extragdo de RNA sugerem procedimentos
importantes durante a manipulagdo, como o uso de equipamentos exclusivos para RNA e de areas
isoladas ¢ descontaminadas de RNase (Florell ef al., 2001). O protocolo base sofreu algumas
adaptagdes na tentativa de reduzir os custos das extragdes de RNA.

No primeiro teste as amostras coletadas foram armazenadas no biofreezer. As amostras foram
maceradas com auxilio de um ponteira de 1000 uLL e nitrogénio liquido, armazenadas em um
tubo de 1,5 mL, adicionando 200 uL. de NaOH. Seguindo a mesma metodologia do protocolo
base. Durante os testes foi observado que os tubos de 1,5 mL que armazenam as amostras no
biofreezer ressecavam, quebrando durante a maceragao com o uso das ponteiras, sendo necessario
substitui-las.

O segundo teste foi seguido pela mesma metodologia do protocolo base com pequenas
adaptagdes. As amostras utilizadas estavam armazenadas no nitrogénio liquido e foram
maceradas no cadinho e pistilos congelados no biofreezer com adi¢do de 200 uL de NaOH. A
maceracdo no cadinho gelado foi realizada com maior velocidade diminuindo o tempo de
maceragdo comparado ao tempo de maceracgdo nos tubos de 1,5 mL. As relagdes de pureza dos
RNAs provenientes das extragdes foram registradas nas Tabelas.

Tabela 1: Razdes de absorbancia e concentragdes de RNA nas amostras de Encyclia
(Orchidaceae) armazenadas no nitrogénio, com adi¢do de 200uL. de NaOH quantificados no
Nanodrop.

Amostra A260/A280 Concentraciao(ng/ul)
Al 2.03 605.2
A2 1.98 439.0
A3 1.40 2752
Ad 1.89 166.5.

Para o procedimento do terceiro e quarto teste a adaptagdo foi o uso das amostras armazenadas
no nitrogénio liquido e biofreezer, respectivamente, com a adigdo da areia autoclavada. As
amostras foram maceradas no cadinho e pistilo congelado. No teste 3 uma amostra se degradou
(Tabela 2), indicando contaminagdo. As amostras foram extraidas e avaliadas no
espectrofotdometro e no Nanodrop. A integridade do RNA foi avaliada por Eletroforese em gel de
agarose (Figura 1). A quantificagdo e a relacdo 260/230 foram extremamente baixas, mostrando



a contaminacdo das amostras (Tabela 2). Além disso, no gel de agarose ndo foi possivel a
visualiza¢do de uma das bandas correspondente ao RNA que foi degradado (Figura 1-C).

Tabela 2: Razdes de absorbancia e concentracdes de RNA nas amostras de Encyclia (Orchidaceae)
armazenadas no Nitrogénio, com adi¢do de areia autoclavada, quantificados no Nanodrop.

Amostra A260/A280 Concentracio(ng/ulL)
Al 2.07 308.1
A2 1.39 598.6
A3 1.39 -38.1
Ad — _
AS 1.96 493.4

Para considerar as amostras isentas de contaminagao esses valores devem se situar entre 2,1 ¢ 1,8,
respectivamente. Quanto a quantidade, o ideal seria uma concentragio de, no minimo, 500 ng/uL
(Asif et al., 2006).

Tabela 3: Razdes de absorbancia e concentra¢des de RNA nas amostras de Encyclia (Orchidaceae)

armazenadas no biofreezer, com adi¢do de 200pL de NaOH, quantificados no Nanodrop.
|

Amostra A260/A280 Concentracio(ng/pL)
Al 1.99 270.6
A2 1.98 1437.2
A3 1.82 262.

No quinto teste foram usadas 3 amostras armazenadas no biofreezer maceradas no cadinho
gelado com a adigdo de 200 pL de NaOH. Ao comparar métodos que foram adaptados utilizados
nos teste realizados, o quinto teste de extracdo de RNA apresentou melhor qualidade das
amostras. Este teste obteve os melhores resultados de concentracdo, com relagdo as
absorbancia ideais, determinando pouca ou nenhuma contaminag¢@o com proteinas e polifenois
(Tabela 3).




FIGURA 1. Eletroforese em gel de agarose 1,2% corado com brometo de etideo, apds 30 minutos
de corrida a 100 volts (V). A- Amostra do Nitrogénio com adi¢do de 200uL. de NaOH com
cadinho e pistilo congelado. B- Amostras do b iofreezer com areia autoclavada com cadinho
e pistilo congelado. C- Amostras do biofreezer com areia autoclavada, com cadinho e pistilo
congelado. D-Amostra do biofreezer com adigdo de 200uLL de NaOH, com cadinho e pistilo
congelado.

CONSIDERACOES FINAIS (ou Conclusio)

A extragdo de RNA em plantas, especialmente em espécies ricas em compostos secundarios como
as orquideas do género Encyclia, enfrenta desafios consideraveis devido a presenga de
polissacarideos e polifendis que comprometem a qualidade e a integridade das amostras. As
adaptagdes metodologicas realizadas no protocolo base permitiram identificar técnicas que,
embora reduzam alguns problemas, ainda enfrentam limitagdes quanto a pureza ¢ a quantidade de
RNA obtido. Portanto, o desenvolvimento continuo e a otimizagdo de protocolos especificos para
diferentes espécies e tecidos vegetais sdo essenciais para garantir a obtencdo de RNA de alta
qualidade, facilitando estudos genéticos e moleculares que possam contribuir para 0 avango no
conhecimento sobre a regulacdo do desenvolvimento das orquideas e outras plantas. A melhoria
dessas técnicas também pode reduzir custos e minimizar o uso de reagentes insalubres,
promovendo um ambiente de pesquisa mais seguro e eficiente.
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