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1. INTRODUGAO

A maturacdo de frutos envolve processos de alteracbes metabdlicas e
fisiologicas, influenciados por fatores ambientais e regulagdes internas, que refletem
diretamente na mudanca da cor, aroma, sabor, textura e outras caracteristicas que
definem a qualidade final dos frutos. A regulacdo desses processos envolve
principalmente o etileno e o acido abscisico (ABA), e é de acordo com essa
regulacdo que os frutos podem ser divididos entre climatéricos e n&do climatéricos
(JIA et al., 2011; KOU et al., 2021; KOU; WU, 2018).

O morango (Fragaria x Ananassa) tem sido amplamente utilizado como
modelo para os estudos sobre o mecanismo de desenvolvimento de frutos nao
climatéricos, com uma crescente identificagdo de genes relacionados a esse
processo (CHEN; QIN; TIAN, 2020; CRIZEL et al., 2020). Os mecanismos
moleculares que resultam nas mudancgas do desenvolvimento sdo dependentes da
expressao génica, a qual varia dentre os 6rgaos da planta (LIU et al., 2014).

Estudos transcriptbmicos em plantas enfatizaram o papel fundamental da
regulagado transcricional em processos complexos de metabolismo, sendo estes
essenciais para identificar a fungdo dos genes e o seu envolvimento com as redes
regulatorias (GALLI et al., 2019; HU et al.,, 2018). Para realizar as analises de
RNAseq ou de RT-gPCR é fundamental obter uma extragdo de RNA de qualidade,
que mantenha a pureza e a integridade das moléculas, o que é desafiador se
tratando do morango, que possui 6rgaos ricos em metabdlitos secundarios ativos,
como os compostos fendlicos (HAUGENEDER et al., 2018).

O estadio totalmente maduro esta entre os 6rgédos mais dificeis para se obter
um RNA de boa qualidade, devido a elevada abundancia de pectinas da parede
celular acumuladas durante o processo de maturacdo, juntamente com a elevada
concentragdo de pigmentos fendlicos (PANDIT et al., 2007). Os protocolos
comerciais ja desenvolvidos para extracdo sdo caros ou demorados para uma
grande quantidade de amostras. Visto isso, a utilizagdo do brometo de
cetiltrimetilaménio (CTAB), um detergente ndo idnico, tem se mostrado uma
alternativa simples e econ6mica para o isolamento de RNA de tecidos com grande
quantidade de metabdlitos secundarios como os presentes no morango (HAZMAN et
al., 2020; YU et al., 2012).

Devido a variagdo da expressdo génica e compostos secundarios em
diferentes tecidos e em diferentes estadios de desenvolvimento, o objetivo do
presente trabalho foi otimizar o protocolo utilizado por MESSIAS et al. (2014), para
alcangar uma extragdo de RNA com maior grau de pureza e integridade em
amostras dos estadios verde pequeno e vermelho total, 7 e 28 dias apds a antese,
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respectivamente, do morango (Fragaria x Ananassa), de acordo com a divisdo de
JIA et al. (2011).
2. METODOLOGIA

Os morangos (Fragaria x ananassa) foram obtidos no municipio do Capéo do
Ledo, RS.

As amostras foram maceradas em moinho de bolas com auxilio de nitrogénio
liquido, e armazenadas a -80°C. Posteriormente, 150 mg de tecido macerado de trés
réplicas biolégicas de cada estadio foram transferidos para tubos de 2 mL.

Foi adicionado aos tubos 700 pyL de tampao CTAB (2% CTAB, 2% PVP, 2 M
NaCl, 100 mM Tris-HCI pH 8,0, 25 mM EDTA pH 8) com 3% de B-mercaptoetanol e
realizada incubagcdo a 65°C por 10 minutos, homogeneizando com vortex
ocasionalmente. Foram acrescidos 500 uL de cloroférmio com alcool isoamilico
(24:1 vlv), etapa repetida duas vezes, com centrifugagéao por 20 minutos a 7300 x g.
Em seguida foi adicionado cloreto de litio 10 M e feita a precipitagdo a 4°C por 1. No
dia seguinte, as amostras foram centrifugadas por 30 minutos a 13000 xga 4°C, e o0
precipitado foi ressuspendido com tampao SSTE (1 M NacCl, 0,5% dodecil sulfato
sodico, 10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA pH 8,0) a 65°C. Foram adicionados 200
ML de cloroférmio com alcool isoamilico (24:1 v/v) e centrifugado por 10 minutos a
10000 x g, e repetido novamente. Foi adicionado acetato de sodio 3 M, pH 5,5 e
etanol absoluto com 1 hora de precipitagao a -70°C seguida de centrifugagao por 30
minutos a 18000 x g. Posteriormente, o precipitado foi lavado duas vezes com etanol
70% com centrifugagao por 2 minutos a 18000 x g. O precipitado foi ressuspendido
com agua Milli-Q autoclavada.

A avaliagdo dos resultados foi realizada por eletroforese, com gel de agarose
1% corado com brometo de etidio e visualizado em luz ultravioleta (UV), e por
espectrofotometria, com o sistema NanoVue, nas absorbancias Az260/A280 € A260/A230.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A adaptacao do protocolo consistiu em reduzir a quantidade de tampao CTAB
na etapa de lise com o objetivo de evitar a duplicagdo dos tubos, diminuindo as
chances de erros de pipetagem e permitindo o uso simultdneo de uma maior
quantidade de amostras durante o processo. O resultado obtido através da
eletroforese, representado na Figura 1, permitiu a visualizagdo da integridade dos
RNAs, indicando que n&o houve degradacao.
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Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 1%. M- marcador de peso molecular;
1 a 3 - amostras de RNA extraido do estadio verde pequeno; 4 a 5 - amostras de
RNA extraido do estadio vermelho total de morango (Fragaria x ananassa).

Todas as amostras de RNA apresentaram uma banda mais intensa
correspondente a subunidade 28S dos RNAs ribossomais por serem mais
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abundantes, seguido de uma banda correspondente a subunidade 18S, o que esta
de acordo com o esperado.

Os resultados apresentados na Tabela 1 demonstram que as amostras dos
estadios verde pequeno (1, 2, 3) e vermelho total (4, 5, 6) obtiveram valores de
absorbancia nas razdes 260/280 e 260/230 entre 1,9-20 e 1,9-2.2,
respectivamente, o que indica que nao houve contaminagdo com proteinas ou
compostos fendlicos, visto que os valores considerados ideais variam entre 1,8 e
2,2. Portanto, os valores obtidos sao adequados para realizar analises posteriores.
Além disso, a proposta de adaptacdo de protocolo para extracdo de RNA de
morango se mostra efetiva.

O CTAB é um detergente n&o idnico que realiza a lise da célula, liberando os
acidos nucleicos e se complexando a eles, o que possibilita a precipitacao dos
mesmos (SAMBROOK et al., 2001). Diversos estudos descrevem a sua utilizagéo
como método efetivo. O CTAB foi utilizado na extracdo de acidos nucleicos de feijao
(LOPES et al., 2021), milho (MESSIAS et al., 2014), mirtilo (JAAKOLA et al., 2001) e
maca (ASIF et al., 2006), onde ambos os estudos apresentaram pureza satisfatoria
nas analises de espectrofotometria.

Tabela 1. Quantificagcdo da extracdo de RNA total dos estadios verde pequeno
e vermelho total do morango (Fragaria x ananassa).

Amostra ng/uL A260/A280 A260/A230
1 193 2,053 2,169
2 199 1,980 2,274
3 140 1,993 2,248
4 115 2,018 2,170
5 53 1,927 2,180
6 88 2,000 1,978

4. CONCLUSOES

A utilizagdo do protocolo de extracdo com CTAB em volume reduzido se
mostrou eficiente na extragdo de RNA do morango (Fragaria x ananassa) nos seus
estadios de desenvolvimento verde pequeno e vermelho total, alcancando
integridade, quantidade e qualidade satisfatérias.
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