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RESUMO
A crescente preocupacdo com os efeitos provenientes do uso de combustiveis fosseis, em razdo de sua grande

dependéncia, tem proporcionado, nas Ultimas décadas, estudos mais intensos sobre biocombustiveis, bem como a
diversificacdo de matérias-primas. Atualmente, o maior produtor mundial de etanol sdo os Estados Unidos, € a
matéria-prima majoritéria utilizada é a cultura do milho. Entretanto tem-se buscado maior diversificacdo de matérias-
primas, intensificando-se os estudos voltados para culturas como a mandioca e a batata-doce. Visando a obtencdo de
cultivares com alto potencial energético, a engenharia genética € considerada uma ferramenta indispensavel, ja que
o melhoramento tradicional tem sido um desafio para diversas culturas. Entre as vérias técnicas aplicadas, estdo o0s
estudos moleculares transcricionais, que possuem, como primeira etapa, a extracdo do acido ribonucleico, o qual é
um fator limitante em analises moleculares, por ser a base para 0s estudos posteriores. Nesta revisdo, consta um
levantamento dos métodos mais empregados ao isolamento do acido ribonucleico das culturas do milho, mandioca e
batata-doce e uma analise de custo/beneficio. Conclui-se que o método menos dispendioso e que mantém qualidade
e quantidade do material sdo os protocolos que tiveram suas adaptacdes a partir do método de Brometo de Cetrimonio.

Palavras-chave: Etanol. Protocolos. Agroenergia.

ABSTRACT
The growing concern with the effects from the use of fossil fuels, due the big dependence of them, has provided in the

last two decades more intense studies about biofuels, as well as the diversification of raw material. Nowadays the
biggest world ethanol producer is the United States and the majority raw material used for this purpose is the corn

crop. However, it has been generally sought a bigger diversification of raw materials, stepping up the studies focused
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on crops like cassava and sweet potato. Aiming the obtaining of cultivars with high energy potencial, the genetic
engineering can be considered an indispensable tool, once that the traditional improvement has been a challenge for
diverse crops. Among the various techniques applied, are the transcriptional molecular studies, that have as the first
step the extraction of the ribonucleic acid, this being a limiting factor in molecular analysis, as the basis for further
studies. In this review appears a survey of the most employed methods for the ribonucleic acid isolation of corn,
cassava and sweet potato crops and an analysis of cost and benefit. Being possible to conclude that the least
expensive method and that maintains the quality and quantity of material are the protocols that had their adaptations
from the method of hexadecyltrimethylammonium bromide.

Keywords: Ethanol. Protocols. Agroenergy.

RESUMEN

La cresciente preocupacion con los efectos resueltos del uso de combustibles féssiles, debido a la gran dependencia
de ellos, ha proporcionado estudios de biocombustibles méas intensos en las dltimas décadas, asi como la
diversificacion de materias primas. Actualmente, el mayor productor mundial de etanol es Estados Unidos y la
principal materia prima utilizada para este proposito es la cosecha de maiz. Sin embargo, se ha buscado una mayor
diversificacion de las materias primas, intensificando estudios centrados en cultivos como la yuca y la batata dulce.
Con el objetivo de obtener cultivares con alto potencial energético, la ingenieria genética se considera una
herramienta indispensable, Como la cria tradicional ha sido un desafio para muchas culturas. Entre las diversas
técnicas aplicadas, estan los estudios moleculares transcripcionales, que tienen como primer paso la extraccion de
ribonucleic acid, este es un factor limitante en el andlisis molecular, ya que es la base para futuros estudios. Esta
revision contiene una encuesta de los métodos mas utilizados para aislar el ribonucleic acid de los cultivos de maiz,
yuca y batata y un analisis de costo / beneficio. En conclusién, el método menos costoso que mantiene la calidad y
cantidad de material Estos son los protocolos que tuvieron sus adaptaciones basadas en el método Bromuro de
cetrimonio.

Palabra clave: Etanol. Protocolos. Agroenergia.

INTRODUCAO
Nas Gltimas duas décadas, a abordagem sobre
biocombustiveis tem sido crescente e, em

consequéncia, o0s estudos voltados a culturas
energéticas. Tal fato se da por trés pontos, que, segundo
cruciais,

a literatura, sdo para 0 apoio ao

desenvolvimento de biocombustiveis: 1°:  0s
biocombustiveis prometem fontes renovaveis para as
estratégias de descarbonizacéo; 2:° os biocombustiveis
podem reduzir a dependéncia de combustiveis
fésseis e 3°: 0s biocombustiveis podem melhorar as
economias marginais locais pela adocdo de novas
reavaliar as terras

tecnologias, tornando possivel
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marginais (Fierro et al., 2019). As matérias-primas
adotadas, para a producgdo de etanol, sdo classificadas
em: biomassa acucarada, biomassa amilacea e
biomassa celuldsica. Atualmente o maior produtor
mundial de etanol sdo os Estados Unidos, e a matéria-
prima majoritéria utilizada para este fim é a cultura do
milho (Zea mays), que é uma biomassa amilacea
(Bertrand et al., 2016).

Entretanto tem-se buscado, de maneira geral,
maior  diversificacdo de matérias-primas  por
proporcionarem a descentralizacdo da producéo, o que
permite maior participacdo do pequeno agricultor, além

de influenciar diretamente no custo final do produto
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(Mei e Rakhmatov, 2014; Silveira et al., 2014). Outro
aspecto que tem incentivado a busca por diferentes
matérias-primas é o fato do monocultivo gerar
prejuizos, como um aumento na prevaléncia de pragas
e doencas e 0 esgotamento dos estoques de nutrientes
do solo de maneira precoce (FAO, 2016; Septia et al.,
2018).

O emprego de culturas, como a mandioca
(Manihot esculenta) e a batata-doce (Ipomoea batatas),
tem sido estudado com o intuito de viabilizar a sua
aplicacdo nesta cadeia produtiva e reduzir a
dependéncia de culturas como o milho (Ziska et al.,
2009; Silveira et al., 2014; Li et al., 2015; Zhang et al.,
2016; Blank et al., 2017; Lourengo et al., 2018).

A aplicacdo da cultura da mandioca a producao
de etanol tem por objetivo central possibilitar a
participacdo da agricultura familiar, nessa cadeia
produtiva, assim como a batata-doce pelo seu
desenvolvimento, em regifes de baixa produtividade,
sendo considerada uma das culturas mais baratas e
sustentaveis (Zhang et al., 2016). Estudos sobre o custo
energético da producdo agricola e industrial de um litro
de etanol, a partir desta cultura, indicam que a
mandioca apresenta caracteristicas significativas e até
mesmo superiores em
energéticas (Cabello, 2006; Sala et al., 2010).

A cultura da batata-doce também se mostra

relacio a outras fontes

como uma opgdo interessante, sobretudo, por sua
utilizacdo nos periodos da entressafra da cana-de-
acucar e do milho (Silveira et al., 2014; Vieira et al.,
2015; Camargo et al., 2016; Lourenco et al., 2018).
Todavia alguns gargalos precisam  ser
solucionados para a viabilidade do uso dessas culturas
na producdo de etanol. Dessa forma, as técnicas de
biotecnologia tém se apresentado como alternativas
eficientes para o desenvolvimento de plantas com alto
valor agregado para a agricultura ou industria. Na
agricultura, em especial, a engenharia genética pode ser
considerada uma ferramenta basica & obtencdo de

cultivares com alto potencial energético (CIB, 2017). O
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melhoramento tradicional tem sido um desafio, para
diversas culturas, como é o caso da mandioca, que
apresenta alta heterozigosidade (Chavarriaga-Aguirre
et al., 2016).

Entre as diversas técnicas aplicadas a este fim,
os estudos moleculares transcricionais juntamente com
a transformacéo genética sdo amplamente empregados,
porque podem possibilitar o aumento na produgéo de
amido, por expressdo de determinados genes (Ligaba-
Osena et al., 2018). A primeira etapa de estudos
transcricionais € a extracdo do &cido ribonucleico
(RNA), o qual é um fator limitante, em anélises
moleculares, por ser a base para estudos posteriores
(Liu et al., 2018). Diante disso, é imprescindivel que o
processo de extracdo aconteca de forma eficiente para
se obter resultados consistentes (Zhu, et al., 2017
Ahmad et al., 2017).

A pureza da amostra de RNA é comumente
determinada, utilizando-se, como parametros, a relacdo
A260/A280 para a contaminacdo por proteinas e a
relacgio A260/A230 para a contaminagdo por
polissacarideos e polifendis, tendo como valores ideais
o intervalo entre 1,8 — 2,0. E a integridade desse
material pode ser verificada, por meio de gel de
agarose, sendo que o método aplicado, para a extracdo
do material genético, pode interferir tanto na pureza
como na integridade das amostras (Liu et al., 2018).

Por isso, 0 objetivo deste estudo foi realizar um
levantamento de dados, por meio da plataforma Web of
Science, quanto as metodologias utilizadas para a
extracdo de RNA das culturas de milho, mandioca e
batata-doce, indicando quais 0os métodos mais viaveis
de acordo com os resultados relatados na literatura.
Foram empregadas, na busca, as seguintes palavras-
chave: RNA, Protocols, RT-qPCR, home comum (em

inglés) e nome cientifico da cultura.
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EXTRACAO DE RNA
Milho

Para a cultura do milho, a busca resultou em

um total de onze artigos (Tabela 1) relacionados a

extracdo de RNA. Como observado, a metodologia

mais empregada foi a do reagente Trizol, entretanto a

aplicacdo de kits também é usual.

Tabela 1 - Artigos que fizeram uso da técnica de extracdo de RNA de milho.

. . . Protocolo de extracéo
Artigo Autores Revista publicada de RNA
Isolation and identification of a Physiology and Molecular RNA isoplus kit (TaKaRa,
vegetative organ-specific promoter Yu et al., 2019. Biology of Plants Japéo)
from maize.
Long Non-Coding RNAs Responsive to
Salt and Boron Stress in the Hyper-Arid  Huanca-Mamani Genes Trizol

Llutefio Maize from Atacama Desert

In situ localization and changes in the
expression level of transcripts related to
intercellular transport and phloem
loading in leaves of maize (Zea
mays L.) treated with low temperature.

An improved method for extraction of
high-quality total RNA from oil seeds.

Isolation of high-quality rna from
grains of different maize varieties.

Reverse Transcription of 18S rRNA
with Poly(dT)1s and Other
Homopolymers.

Differential gene expression during
somatic embryogenesis in the maize
(Zea mays L.) inbred line H99.

Genome-wide identification,
classification, and analysis of two-
component signal system genes in
maize.

Isolation, expression and functional
analysis of a putative RNA-dependent

et al., 2018.

Bilska-Kos et
al., 2016.

Rayani e
Nayeri, 2015.

Messias et al.,

2014.

Bogdanovic et

al., 2013.

Sun et al., 2012.

Chuetal., 2011

He et al., 2010
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Acta Physiologia e
Plantarum

Biotechnology Letters

Preparative Biochemistry &
Biotechnology

Plant Molecular Biology
Reporter

Plant Cell Tiss Organ Cult

Genetics and Molecular
Research

Molecular Biologyreports

RNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen)

Método modificado a partir do
método proposto por Hou et
al. (2011)

CTAB adaptado; PureL.ink;
Trizol; Nucleo Spin RNA
Plant (Macherey-Nagel);

Spectrum Plant Total RNA Kit

(Sigma Aldrich) e RNeasy

Plant Mini Kit (Qiagen)

Trizol

Kit RNA iso Reagent
(Takara, Japdo)

Reagent Takara
Biotechnology, Otsu, Japan

Trizol
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RNA polymerase gene from maize (Zea Rosati et al.,

mays L.) 2008

Characterisation of 3" transgene

insertion site and derived mRNAs in

MONB10 YieldGard® maize. Zheng etal,
2004

Isolation and analysis of water stress
induced genes in maize seedlings by
subtractive PCR and cDNA
macroarray.

Plant Molecular Biology

Plant RNA extraction kit
(Macherey—Nagel, M-
Medical, Italy)

Plant Molecular Biology Método fenol (Kay et al.,

1987)

Fonte: Dados da pesquisa

A diversidade de métodos empregados
possibilitou a comparacdo de cada um deles em relagdo
ao custo/amostra. Como os dados de qualidade e
guantidade ndo sdo disponibilizados, em sua maioria,
espera-se que 0os RNAs extraidos e utilizados, nos
estudos listados, estejam dentro dos pardmetros de
qualidade e integridade.

A variacdo de custo entre o0s métodos
empregados foi de R$1,92 a 43,04/ amostra (dados
obtidos, por meio do site das empresas, que
comercializam os reagentes/kits e por cotacoes).
Considerando que um experimento ndo se baseia em
apenas uma amostra, é possivel afirmar que o custo
aumenta, proporcionalmente, ao nimero de amostras a
serem analisadas. O protocolo correspondente ao
menor custo foi 0 do Brometo de Cetrimbnio (CTAB),
modificado, que, de acordo com Messias et al., (2014),
permitiu a extragdo de um RNA puro, dentro dos

pardmetros necessarios, bem como concentragdes

ideais de RNA para posteriores estudos de expressao
génica. Neste estudo, Messias e colaboradores (2014)
avaliaram também alguns kits comerciais que foram
utilizados por outros autores, em estudos mostrados na
Tabela 1, chegando a conclusdo de que, apesar da
recomendacao desses kits ao isolamento de RNA de
diversos tecidos vegetais, 0 seu uso resultou na
contaminagcdo por polifendis e polissacarideos,
limitando, assim, a sua utilizacdo. Quanto ao custo do
Trizol, de acordo com o site da empresa Thermo Fisher,
é de R$ 8,34/ amostra, sendo este 0 método mais

utilizado.

Mandioca

Para a cultura da mandioca, foram
contabilizados dez trabalhos, com a maior variacdo de
métodos empregados entre as culturas em estudo

(Tabela 2).

Tabela 2-Artigos que fizeram uso da técnica de extracdo de RNA de mandioca.

. Revista Protocolo de extracéo de
Artigo Autores publicada RNA
An optimized method to obtain high- Guan et al., 3 Biotech Método de TM modificado
quality RNA from cassava storage root 2019
An optimized isolation protocol yields B
ehnam et al., : e
high-quality RNA from cassava tissues 2019 Febs Open Bio Chang et al. (1993) modificado

(Manihot esculenta Crantz)

Cassava
Starch

Novel Bioengineered
Expressing an  Archaeal
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Degradation System and a Bacterial Ligaba-Osena et
ADP-Glucose Pyrophosphorylase for al., 2018
Starch Self-Digestibility and Yield

Increase

A time series transcriptome analysis of  Amyge et all,
cassava (Manihot esculenta Crantz) 2017
varieties challenged with Ugandan

cassava brown streak virus

A Virus-Derived Stacked RNAI
Construct Confers Robust Resistance

to Cassava Brown Streak Disease Beyene et al.,
2017

Sequences enhancing cassava mosaic
disease symptoms occur in the cassava
genome and are associated with South
African cassava mosaic virus infection ~ Maredza et al.,

2016
High-resolution identification and
abundance profiling of cassava
(Manihot esculenta Crantz)  yphatab et al.
microRNAS 2016

Gene expression of beta carotene genes

in transgenic biofortified cassava
Telengech et

al.,, 2014
Formamide based RNA Isolation at
Above ZeroTemperatures from High
Starch Cassava Tubers Bowrin et al.,
2013

A reliable and efficient method for
total rna isolation from various
members of spurge famil

purg y Xu et al., 2010

(Euphorbiaceae)

Frontiers in Plant Science Spectrum Plant Total RNA Kit

(Sigma)
CTAB
Scientific Reports
Frontiers in Plant Science Trizol

Tri-Reagent (Sigma, EUA) ou

Molecular Genetics and Purezol (Bio-Rad, EUA)
Genomics
BMC GENOMICS Trizol e CTAB

Dellaporta modificado (1983)
3 Biotech

A base de formamida
Phytochemical Analysis

Phytochemical Analysis
CTAB modificado

Fonte: Dados da pesquisa

Neste estudo, a cultura da mandioca foi a que
apresentou mais pesquisas voltadas ao estabelecimento
de um método de extracdo de RNA eficiente.

Além de proporem modificagdes, no protocolo
do CTAB, como foi feito para a cultura do milho, um
dos estudos indica 0 uso do método de Tanupat
Mornkham (TM) (Mornkham et al., 2013), com
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alteragBes, as quais utilizam os reagentes Trizol e
cloroférmio com um volume duas vezes maior quando
comparado ao método TM original (Guan et al., 2019).
Guan e colaboradores (2019) obtiveram, por meio
desse método adaptado, uma variagdo nas analises
espectrométricas, para as razbes de A260/280 e
A230/260 de 2,14-2,17 e 1,94-2,01, respectivamente, 0
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gue indica alta qualidade do RNA isolado. Contudo o
fato de dobrar a quantidade de reagentes, como Trizol,
eleva o custo das analises/amostra, o que torna inviavel
Seu uso, ao se comparar com o método empregado por
Behnam et al. (2019). Esses autores sugerem uma
adaptacdo ao método de Chang et al. (1993),
substituindo o reagente CTAB pelo Dodecil sulfato de
sodio (SDS), que torna ainda mais barato o custo por
amostra que o protocolo original do CTAB, mantendo
a eficiéncia.

No método proposto por Behnam et al. (2019),
foram obtidos valores semelhantes ao estudo de Guan
et al. (2019), resultando em valores de 2,02-2,2 para a
relacdo de A260/280 e para a relagdo A230/260 2,03-

2,29. Assim, ambos o0s protocolos empregados atendem
0 quesito de qualidade quanto a auséncia de
contaminantes. Entretanto as concentragdes de RNA
(ng/pL) fornecidas sé&o mais elevadas, no protocolo
apresentado por Behnam et al. (2019), o que
juntamente com o custo, torna mais vidvel o seu

emprego.

Batata-doce

Para a cultura da batata-doce, a pesquisa
resultou em apenas sete artigos (Tabela 3), em que,
aproximadamente, 50% das pesquisas utilizaram o

reagente Trizol para a extracdo de RNA.

Tabela 3-Artigos que fizeram uso da técnica de extracdo de RNA de batata-doce.

. Revista Protocolo de extracéo
Artigo Autores publicada de RNA v
Isolation, Expression Analysis, and Meng et al., Crop Science Trizol
Function Evaluation of 12 Novel 2018
Stress-Responsive Genes of NAC
Transcription Factors in Sweet potato
small RNA deep sequencing and PCR Pathology
detection
Exploring the Polyadenylated RNA Plos One Trizol
Virome of Sweet Potato through High-  Guet al., 2014
Throughput Sequencing
Downregulation of the lycopene e-
cyclase gene increases carotenoid - . . . . .
synthesis via the B-branch-specific Kimetal., 2012 Physiologia Plantarum Kit Easy-Spin ™ (iNtRON,
Daejeon, Korea)
pathway and enhances salt-stress
tolerance in sweet potato transgenic
calli
Expression of a cloned sweet potato Journal of Plant Método de Sambrooket al. (1989)
catalase SPCAT1 alleviates ethephon- Chenetal., Physiology
mediated leaf  senescence and 2012

H202 elevation

Methods for detection and

differentiation of existing and new Wintermantel et
al., 2010

Journal of Virological

RNeasy Plant Mini Kit
Methods
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crinivirus species through multiplex
and degenerate primer RT-PCR

An Improved Method of Isolation of ~ Zhouetal,
High Quality Total RNA from Purple- 2009
Fleshed Sweet

Potato, Ipomoea batatas (L.) Lam

Preparative
Biochemistry &
Biotechnology

CTAB modificado

Fonte: Dados da pesquisa

Igualmente ao encontrado, para as culturas
anteriores, umas das pesquisas relatadas, para a batata-
doce, teve por objetivo a determinacéo e otimizacdo de
um método de extracdo de RNA. Esse estudo atestou
ter desenvolvido, por meio da modificacdo do
protocolo CTAB, um método réapido e confiavel para o
isolamento do material genético (Zhou et al., 2009).

Contudo, entre as pesquisas listadas na Tabela
3, € possivel observar que o método proposto por Zhou
e colaboradores (2009) é o mais antigo e, mesmo assim,
0 protocolo mais comum, nas publicacbes mais
recentes, € 0 do reagente Trizol. Reagente este que
também foi utilizado, no estudo de Zhou et al. (2009),
juntamente com outros métodos como o SDS/Fenol.
Todos esses protocolos resultaram em rendimentos e
qualidades inferiores aos obtidas pelo método CTAB
modificado. Essa ampla utilizacdo do método Trizol,
em estudos posteriores, pode ser explicada pelo fato de
ser aplicado no estudo de Zhou et al. (2009) uma
macroextracdo com o protocolo do CTAB, que € um
tipo de extracdo que demanda uma quantidade de
material superior a extracdo normalmente utilizada.
Esse fato pode ter levado os autores posteriores a ndo
fazer o seu uso.

Em relagdo aos custos da extracdo de RNA,
quando submetida a utilizacdo de kits, o que teve a
maior custo foi RNeasy Plant Mini Kit, com um valor
de R$ 43,04/amostra.

CONCLUSAO
O levantamento dos métodos empregados, para

a extracdo de RNA das culturas de milho, mandioca e

DOI: http://dx.doi.org/10.20873/uftv7-8289

batata-doce, possibilitou uma comparagdo dos
resultados e uma analise de custo. Observou-se que, por
mais oneroso que seja, € comum o uso de Kits, por
serem procedimentos mais simples e rapidos que 0s
outros métodos, além de garantir a qualidade e
rendimento do material isolado. Em geral o método
menos dispendioso e que mantém a qualidade e
guantidade de RNA s&o os protocolos que tiveram suas

adaptacdes a partir do método de CTAB.
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