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1- INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é considerada uma das principais culturas
agricolas ndo apenas em territorio brasileiro como também em diversos paises como Nigéria,
Tailandia e Indonésia, sendo fundamental para a subsisténcia e producdo de alimentos
(IBGE, 2024). Além de ser a base da alimentagdo a parte expressiva da populacao, a raiz é
matéria-prima para a agroindustria gerando produtos como a farinha, que sdo fonte de renda
para muitas familias (FELIPE, 2018). A fécula e outros amidos modificados, tém seu uso em
diversos segmentos, desde o alimenticio até os com maior tecnologia empregada, como na
industria quimica, siderargica, petrolifera, dentre outros (FELIPE, 2018).

A mandioca é cultivada em aproximadamente 29,95 milhGes de hectares,
predominantemente no Continente Africano (60,9%), seguido pela Asia (29,4%) e América
(9,6%), com uma producao anual superior a 319 milhdes de toneladas de raizes frescas (FAO,
2024).

Por ser uma cultura de facil adaptacdo, a mandioca é cultivada em todos os estados
brasileiros, situando-se entre os principais produtos agricolas do pais, em termos de &rea
cultivada e valor de producdo. O Brasil esta entre os cinco maiores produtores mundiais, com
22.645 toneladas (FAO, 2024). No estado do Tocantins a producdo vem se destacando, a
safra de 2022/2023 chegou a 18,2 milhGes de toneladas em uma area de 1,27 milhdes de
hectares (EMBRAPA, 2024).

Um dos principais desafios para a cultura da mandioca é aumentar a producéao
agricola sem expandir a area cultivada. A raiz tuberosa, que é a principal parte comercial da
planta, contém entre 19,7% e 36,8% de amido em seu peso fresco, variando conforme o
genotipo. Essa caracteristica confere a mandioca um grande potencial, ndo apenas como
alimento, mas também como fonte para a producdo de energias renovaveis. (SUN et al.,
2023).

Embora a mandioca seja vista como uma fonte energeética de primeira gera¢do, com
uma participagdo de 2%, especialmente na China e na Tailandia, seu emprego é debatido
devido ao impacto no aumento dos precos dos alimentos, resultante da crescente demanda
por biocombustiveis. Esse aumento na demanda, por sua vez, provoca a transformacéo de
alimentos em cultivos para bioenergia (FAO, 2024).

Nesse cendrio, a producdo de bioenergia a partir da biomassa residual da mandioca
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surge como uma alternativa promissora, contribuindo para a reducdo do uso da terra e
garantindo a seguranca alimentar (OZOEGWU et al., 2017). Dessa forma, a gestdo dos
coprodutos agroindustriais da mandioca se torna essencial, pois a geragdo de biocombustiveis
apresenta uma solucdo vidvel do ponto de vista econdmico e tecnologicamente atraente,
capaz de diminuir a demanda por energia e reduzir as emissdes de gases de efeito estufa
(JUSAKULVUIT; BEZAMA; THRAN, 2021). Isso resulta em beneficios ambientais,
econdmicos e sociais, especialmente diante do crescimento populacional e da diminuicéo da
producdo de combustiveis fosseis (ANDRES-MEZA et al., 2024).

Diante da crescente demanda por alimentos e da necessidade de melhorar a
produtividade agricola de forma sustentavel, é essencial que os avangos na agricultura sejam
acompanhados por inovages tecnoldgicas. O estudo e o melhoramento de culturas agricolas
desempenham um papel crucial nesse processo, uma vez que visam a otimizacdo de
caracteristicas como resisténcia a pragas, tolerancia a condices climéaticas adversas e
aumento do rendimento (SUN et al., 2023).

Nesse contexto, as analises moleculares se tornam ferramentas indispensaveis,
permitindo uma compreensdo mais profunda das bases genéticas que regulam essas
caracteristicas. Uma das técnicas mais relevantes nesse campo € a PCR em tempo real, que
permite a detecgéo e quantificacdo precisa de genes de interesse, facilitando o entendimento
de processos biolégicos por meio da expressdo génica (REUBEN-KALU et al., 2023).

Nos estudos transcricionais, uma das etapas iniciais e mais importantes é o isolamento
de RNA de alta qualidade. Assim, assegurar que 0 processo de extracdo de RNA seja
conduzido por meio de um protocolo eficaz é essencial para garantir resultados consistentes
(AHMAD et al., 2017; ZHU et al., 2017).

No isolamento de RNA de tecidos contendo grandes quantidades de metabdlitos
secundarios, como folhas de mandioca e raizes de armazenamento, ndo € um processo muito
facil, pois esses compostos limitam fortemente a extracdo de RNA de alta qualidade
(REUBEN-KALU et al., 2023). Amostras de RNA devem possuir alta qualidade e pureza
para garantir a confiabilidade de estudos de expressao génica (GONCALVES et al., 2021).

A partir do desenvolvimento do presente estudo, serdo identificados e validados
métodos de extracdo de RNA, para que estudos moleculares de transcriptoma da cultura da

mandioca sejam desenvolvidos.
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2-OBJETIVOS

2.1 — Objetivo Geral

Comparar metodologias de extracdo de RNA para determinar o método mais eficiente
no isolamento de RNA de alta qualidade a partir de raizes tuberosas, caules e folhas de plantas

de mandioca

2.2 — Objetivos especificos

Realizar uma revisdo da literatura para identificar as metodologias mais utilizadas
para o isolamento de RNA de raizes tuberosas, caules e folhas de mandioca em estudos
moleculares sensiveis.

Aperfeicoar e adaptar protocolos de extracdo de RNA para cada tipo de tecido vegetal
(raiz tuberosa, caule e folha), visando maximizar a qualidade e integridade do material
genético obtido.

Validar a eficiéncia dos métodos de extracdo por meio da técnica de RT-gPCR,

determinando o protocolo que proporciona 0 RNA de melhor qualidade.

3- FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1- A Importéncia da Cultura da Mandioca

A mandioca pertencente ao género Manihot e a familia Euphorbiaceae, abrange mais
de 100 cultivares distribuidas do sudoeste da América do Norte ao norte da Argentina
(ROGERS; APPAN, 1973; SILVA; SOARES; OLIVEIRA, 2017). As cultivares de M.
esculenta apresentam variacbes na forma de crescimento e formato das folhas,
provavelmente relacionada a ampla distribuicdo ecologica e geografica do género
(DUPUTIE; SALICK; MCKEY, 2011; SILVA, 2014; SILVA; INOCENCIO; ALONSO,
2016). Além disso, a mandioca é uma cultura tropical de raizes de armazenamento, com alto
teor de amido, que fornece uma fonte basica e importante de alimento.

A cultura da mandioca esta presente em todo o territorio nacional e se insere no
contexto social dos agricultores brasileiros, principalmente dagueles com menor tecnologia

investida, devido essa cultura apresentar certa robustez, ndo necessitando de cuidados tdo
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intensivos, tolerando adversidades climaticas (intempéries) e de solo (escassez de nutrientes),
cultivada tanto em solos de terra firme quanto em solos de varzea (ANDRES-MEZA et al.,
2024). A cultura da mandioca tem um valor social e econdbmico muito grande em especial
nas regides norte e nordeste, sendo por muitas vezes a Unica fonte de renda de agricultores
(PINTO, 2010).

Dentro desse contexto, o cultivo de mandioca se destaca como uma das praticas mais
importantes. Essa cultura sustenta muitas familias que vivem em éreas rurais, utilizando a
planta tanto para sua propria alimentacdo quanto para a producdo de diversos subprodutos,
como farinha de mandioca, farinha de tapioca e tucupi, que sdo vendidos e consumidos
(PAULA et al., 2024).

O amido de mandioca possui aplicacbes em diversos setores, como a industria
alimenticia, biocombustiveis, farmacéutica, cosmética, téxtil, e de embalagens ecoldgicas. E
comumente utilizado como agente espessante e estabilizante em diversos alimentos, como
sopas, molhos, sobremesas e produtos de panificacdo. Suas caracteristicas sao apreciadas na
criacdo de texturas especificas em alimentos e por ser livre de gluten e ndo causar alergias, o
amido de mandioca é uma opcao para a fabricacdo de produtos destinados a pessoas com
intolerancia ao glaten, como pées e massas sem gluten (AKPA; DAGDE, 2012; LUCHESE;
RODRIGUES; TESSARO, 2021).

De acordo com a Embrapa, (2024), a producdo de mandioca no Brasil é
predominantemente destinada a alimentacdo humana, seja na forma in natura ou para as
industrias de farinha e amido. Essa cultura tem importante papel econémico e social, gracas
a sua facil disseminagéo, resisténcia e multiplas formas de aproveitamento. E cultivada em
diferentes escalas de producéo, desde pequenas propriedades até grandes empreendimentos,
adaptando-se a variadas condicdes de solo e clima, além de diferentes niveis de tecnologia
agricola. A mandioca fornece alimentos, cria empregos e gera renda para milhdes de pessoas,
além de colaborar com a diversificacdo agricola e a geracdo de divisas por meio das
exportacoes.

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2024), no
Tocantins, a cultura da mandioca ocupa uma area plantada de 15.615 hectares, com producéo
anual de 264 mil toneladas, ocupando a 172 posi¢do no ranking nacional. No &mbito estadual

0S municipios que mais se destacam sdo: Araguaina, Goiatins, Miracema, Wanderlandia,
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Taguatinga, Formoso-do-Araguaia, Campos lindos, Caseara, Sdo Bento e Aparecida do Rio
Negro, que juntos somam mais de 84.000 toneladas de mandioca.

Assim, a cultura da mandioca apresenta grande multiplicidade de usos, seja para
consumo humano, animal ou industrial, sendo uma importante fonte de carboidratos
cultivada em diversas regides do pais, contribuindo para a diversificacdo da producgédo

agricola e para a seguranca alimentar da populacdo (CALLEGARI et al., 2021).

3.2 - A mandioca como cultura Agroenergética

Nas ultimas décadas, a escassez de petréleo e a poluicdo causada pela queima de
combustiveis fosseis, tém voltado a atencdo mundial para a producdo de combustiveis a partir
de biomassa. A matriz energética mundial ainda é fortemente inclinada para as fontes de
carbono fossil, com participacgéo total de 80%, sendo 36% de petroleo, 23% de carvao mineral
e 21% de gas natural (EMBRAPA, 2024).

As raizes de mandioca possuem uma composicdo quimica predominantemente
composta por agua e carboidratos, sendo o amido o principal componente (UTSUMI et al.,
2022). Essa composi¢do pode variar de acordo com as caracteristicas genéticas, as condicoes
fisioldgicas, o tipo de solo e os métodos de cultivo. De forma geral, a mandioca apresenta
cerca de 63,4% de umidade, 32,0% de amido, 0,2% de acgucares totais, 0,7% de fibras, 1,0%
de proteina, 0,4% de lipidios e 0,7% de cinzas (JOSE et al., 1993; OLIVEIRA; MORAES,
2009). Em variedades de mandioca agucarada, € comum encontrar niveis de umidade
superiores a 80% (NEVES et al., 2013; SOUZA et al., 2013).

A medida que a populacio mundial e as atividades industriais continuam a crescer, o
consumo geral de energia também tende a aumentar, resultando em niveis mais elevados de
poluicdo. Projeta-se que até 2050 a populacdo global cresca em mais de dois bilhGes de
pessoas (GRAHAM-ROWE, 2011). Em relacdo & energia, o consumo tem se intensificado
com o avango da producdo de biocombustiveis, como o bioetanol e o biodiesel, originados
de culturas alimentares (FARGIONE et al., 2008).

Na producéo de etanol, a mandioca ja é empregada para esse fim em paises como
China e Tailandia (FELIPE; ALVES; VIEIRA, 2013). Esse vegetal é uma fonte de amido, o
que o torna adequado para a producéo de etanol de primeira geracdo (POONSRISAWAT et
al., 2017). Além disso, a mandioca também pode ser utilizada para a produgéo de etanol de
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segunda geragdo, aproveitando residuos como casca e caule (SELVAKUMAR; KAVITHA;
SIVASHANMUGAM, 2019; SIVAMANI; BASKAR; CHANDRASEKARAN, 2020).

A produgdo de bioetanol é principalmente focada em ingredientes ricos em amido e
acucar, como cana-de-acucar, mandioca e o milho, embora essas culturas sirvam
principalmente como fonte de alimento (GUPTA; VERMA, 2015). E crucial desenvolver
bioetanol a partir de matérias-primas que ndo sejam utilizadas como alimentos, como
materiais lignoceluldsicos, com cultivares especificas para este uso, que possibilitam o
aproveitamento de residuos agricolas e industriais para a geracdo de bioenergia. (BAGUMA
et al., 2003).

Neste contexto a mandioca agucarada se caracteriza por apresentar grandes
quantidades de agUcares livres em suas raizes de reserva, devido a uma deficiéncia de uma
das enzimas que convertem o actcar em amido. Vieira et al., (2023), estudando genotipos de
mandiocas agucaradas, verificaram que além do baixo teor de amido, comparado com outras
variedades de mandioca, sendo por volta de 15%, as raizes agucaradas apresentam maior teor
de glicose. Outra caracteristica importante é que as mandiocas agucaradas, dependendo do
gendtipo, podem atingir mais de 90% de umidade e porcentagem de amido inferior a 5%
(ARAUJO; CUNHA; CUNHA, 2013).

A mandioca agucarada € uma mutacdo genética encontrada na Amazoénia que, em vez
de amido, acumula glicose e alto teor de &gua na raiz (em torno de 15% de amido e ate 90%
de umidade). Esta mutacdo, apds processo de selecdo e cruzamento, resultou em uma
variedade produtiva com alto teor de aglcar fermentescivel (ERENO, 2008). Diante desta
diferenciacéo, com o objetivo de conservar tais variedades e explorar novas maneiras de uso
da mandioca, estudos testam suas aplicabilidades dentro da industria, como para producdo
de alcool, combustivel e industria de cosméticos, producdo de xaropes naturais, bebidas
fermentadas, dentre diversas outras aplicabilidades que podem ser descobertas em pesquisas
(VIEIRA et al., 2023).

A cana-de-acgucar e o milho tém sido utilizados por décadas na fabricacao de bioetanol
no Brasil e nos Estados Unidos, respectivamente, por meio da extracao de sacarose e amido,
que sdo entdo convertidos para processos de fermentacdo. Nos Gltimos anos, o potencial da
lignocelulose tem sido amplamente estudado para a producéo de bioetanol e outros produtos
quimicos (PADELLA; O’CONNELL; PRUSSI, 2019). Mas, ainda s&o limitados os
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processos industriais que visam a producdo de produtos além do bioetanol, bem como a
utilizacdo eficiente da biomassa lignoceluldsica dentro de uma biorrefinaria integrada
(PATEL; SHAH, 2021).

A aplicacéo da cultura da mandioca na producdo de etanol tem como objetivo central
possibilitar uma fonte de biocombustivel, enquanto o objetivo secundario é promover a
participacdo da agricultura familiar nessa cadeia produtiva. Além disso, a mandioca, assim
como a batata-doce, se destaca por seu desenvolvimento em regides de baixa produtividade,
sendo considerada uma das culturas mais baratas e sustentaveis (ZHANG et al., 2016).
Estudos sobre o custo energético da producédo agricola e industrial de um litro de etanol a
partir desta cultura indicam que a mandioca apresenta caracteristicas significativas
(CABELLO, 2006; SALLA et al., 2010). O custo de produgéo do etanol a partir da mandioca
no Brasil varia entre R$ 0,70 e R$ 1,10 por litro, dependendo de fatores como preco da
matéria-prima, eficiéncia do processamento e escala de producdo. (SORAPIPATANA;
YOOSIN, 2011).

No Brasil, a cultura da mandioca ndo pretende substituir a cana-de-aglcar na
producdo de etanol, mas pode representar uma opcao para produtores de menor escala, com
beneficios sociais para comunidades rurais ou ocupacdo de nichos agricolas, em regides em
que o cultivo da cana ndo é viavel. Entretanto, se o rendimento no cultivo da mandioca for
melhorado, de forma a reduzir o custo da matéria-prima, a competitividade do etanol de
mandioca podera ser atingida, chegando a ser, em algumas regides, mais barato que o da
cana-de-acticar. (CARDONA; SANCHEZ, 2007).

Embora a producdo de grandes tubérculos seja promissora, uma grande quantidade
de residuos de caule ainda ndo é aproveitada. Poucos estudos foram realizados sobre 0 uso
da biomassa do caule da mandioca como matéria-prima para a producao de bioetanol, assim
como sobre suas propriedades e as tecnologias necessarias para esse processo (SEPTIA et
al., 2018). A expansdo do uso de biomassa para a producdo de combustiveis e produtos
quimicos, especialmente com foco em diferentes geracGes de biomassa, reflete uma crescente
preocupacdo com a sustentabilidade e a busca por fontes renovaveis de energia e materiais.
Cada geragdo de biomassa tem seu proprio conjunto de desafios e oportunidades, mas a
tendéncia € buscar alternativas mais sustentaveis, como as de segunda e terceira geracoes,

para evitar a competicdo com recursos alimentares e reduzir os impactos ambientais da
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producdo de energia e produtos quimicos (BRAGA et al., 2024).

A mandioca apresenta diversos pontos positivos para producédo de etanol, dentre eles
a possibilidade de cultivo junto com outras espécies em diferentes regies do pais, inclusive
em climas aridos, o aproveitamento dos subprodutos do processamento e a colheita durante
todo o0 ano sem exigéncia de mecanizacdo complexa (PEDUZZI, 2009).

Além disso, tem vantagens de processamento sobre outras matérias-primas amilaceas
pois requer menor temperatura de gelatinizagdo e maior solubilidade em amilose, atingindo
conversdes acima de 94% (LOPEZ-ULIBARRI; HALL, 1997) e rendimento de até 160 L de
etanol por tonelada de mandioca processada (SORAPIPATANA; YOOSIN, 2011). A
mandioca acumula carboidratos na forma de amido insoltvel, que deve ser gelatinizado por
cozimento e submetido a hidrolise acida ou enzimatica para quebra da cadeia polimérica do
amido e formacdo de monémeros de glicose. Esse hidrolisado pode, entdo, ser fermentado
pela acdo de microrganismos para produzir etanol (MUSSATTO et al., 2010).

Assim a abordagem sobre biocombustiveis tem sido crescente e, em consequéncia,
os estudos voltados a culturas energéticas. 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 (SOUZA et al., 2020), sendo o cultivo de
mandioca um grande potencial, em razo da obtengcdo de novas variedades com maior
produtividade, resisténcia a doencas e bom desenvolvimento em solos de baixa fertilidade
(EMBRAPA, 2024). Todavia, alguns gargalos precisam ser solucionados para a viabilidade
do uso da mandioca 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.

3.3- Analises moleculares

A engenharia genética é uma ferramenta essencial para 0 melhoramento vegetal,
promovendo o aumento da produtividade de culturas agricolas e fortalecendo a
sustentabilidade na producgédo de alimentos. Por meio dessa técnica, 0s cientistas podem

introduzir genes especificos para melhorar caracteristicas desejadas, como resisténcia a
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pragas, tolerancia a condicGes adversas de crescimento ou aumento do teor nutricional
(ABDUL AZIZ et al., 2022).

Os aspectos moleculares, que atuam em diferentes mecanismos fisiolégicos, como,
por exemplo, a resisténcia a doencas, é essencial para a melhoria da cultura da mandioca.
Nesse contexto, diferentes ferramentas moleculares sdo frequentemente utilizadas quando se
objetiva o estudo desses processos (CAO et al.,, 2022; XIA et al., 2022). Entre essas
ferramentas, a técnica de PCR em tempo real, (RT-gPCR), € amplamente usada e se destaca
por sua capacidade de quantificar de forma precisa a expressdo de genes especificos
(MAGAR; LIU; YAN, 2022). O uso da RT-qPCR, em estudos de mandioca, tem aumentando
nos Ultimos anos, permitindo melhor compreensdo dos diferentes mecanismos moleculares,
como o desenvolvimento e a resposta da planta a estresses ambientais. No estudo de Saithong
etal., (2013), a técnica de RT-qPCR foi utilizada com sucesso, para quantificar a expressao
de genes envolvidos no processo de biossintese de amido, em resposta ao estresse hidrico e
a infeccdo por patégenos.

A extracdo de RNA é o primeiro passo para estudos de expressdo génica, incluindo
PCR quantitativa, construcdo de bibliotecas de cDNA e RNAseq. No entanto, a obtencéo de
RNA de qualidade a partir de tecidos ricos em polifenois e polissacarideos é um desafio,
como ocorre na mandioca, que apresenta alto teor de amido. (UTSUMI et al., 2022).

Metabdlitos secundarios, como polissacarideos e polifenois, presentes em tecidos
vegetais ricos em amido, podem causar interferéncias significativas, degradar ou se
coprecipitar com o RNA durante a purificacdo de nucleotideos. 1sso ocorre devido as
semelhancas nas propriedades fisicas e quimicas entre 0 RNA e os polissacarideos. A
remocao da coprecipitacdo de amido durante o processo de extracdo de RNA resulta em
maior rendimento e em RNA total de melhor qualidade (IMPA et al., 2020; VENNAPUSA
et al., 2020).

O processo de extracdo de RNA é uma etapa fundamental, em estudos moleculares,
uma vez que o isolamento de um RNA de qualidade impacta diretamente os resultados
obtidos (SOUZA et al., 2021). Dessa forma, a obtencdo de RNA livre de contaminantes e
com alta integridade é fundamental, pois. a qualidade do RNA extraido esta diretamente
relacionada a preciséao e confiabilidade da RT-qPCR (Gongalves et al., 2021).

No entanto, ndo ha um protocolo universal de extragcdo de RNA que seja eficaz para
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todas as espécies. Assim, estudos em diferentes organismos tém sido desenvolvidos para
avaliar, otimizar e definir os melhores protocolos de extracdo de RNA (GONCALVES et al.,
2021). Porém, no caso da cultura da mandioca, as pesquisas disponiveis na literatura ainda
S80 escassas.

Diante disso, a otimizacdo e validacdo de protocolos de extracdo de RNA sao
fundamentais, pois constituem a base para estudos avangados de expressao génica, como RT-
gPCR e RNA-seq. Além disso, esses protocolos podem ser utilizados para isolar genes em
técnicas de edicdo génica, como CRISPR/Cas9. A obtencdo de RNA de qualidade é

fundamental para o desenvolvimento de técnicas moleculares.

4- CONSIDERACOES FINAIS

A mandioca é uma cultura agricola de grande importancia no Brasil e em outros
paises tropicais, tanto para a subsisténcia quanto para a producdo de alimentos processados.
Com uma producdo expressiva e crescente, ela desempenha um papel vital na seguranca
alimentar e na diversificacdo da agricultura. No entanto, o avango nos estudos moleculares
sobre a mandioca € fundamental para o aprimoramento da cultura. Nesse contexto, a técnica
de RT-qPCR se destaca como uma ferramenta poderosa para quantificar a expressao génica
e compreender 0os mecanismos moleculares envolvidos.

Para que a RT-gPCR forneca resultados precisos e confidveis, a qualidade da extracdo
de RNA é uma etapa critica. A obtencdo de RNA integro e livre de contaminantes € essencial
para garantir a reprodutibilidade dos experimentos e a correta interpretacdo dos dados. No
entanto, a falta de protocolos padronizados e otimizados para a extracdo de RNA de mandioca
representa um desafio significativo para a realizacdo desses estudos. Portanto, a escassez de
informacdes sobre métodos adequados para a cultura da mandioca ressalta a importancia de
pesquisas focadas na avaliagéo e otimizagédo desses protocolos.

Este estudo contribui para preencher essa lacuna ao comparar diferentes metodologias
de extracdo de RNA, com o objetivo de identificar o protocolo mais eficaz para tecidos
especificos da mandioca. Os resultados obtidos ndo s6 sdo fundamentais para o
aprimoramento de estudos moleculares nessa cultura, mas também podem auxiliar no
desenvolvimento de estratégias para aumentar a produtividade e a tolerancia da mandioca a

estresses bidticos. Assim, a pesquisa apresentada representa um avanco significativo para a
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biotecnologia aplicada a mandioca, que, por sua vez, pode contribuir para o fortalecimento

da cadeia produtiva e sustentabilidade da cultura.
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RESUMO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é considerada como uma das principais
culturas agricolas, ndo apenas em territorio brasileiro, como também em diversos outros
paises. Para entender o0s processos moleculares que regulam o desenvolvimento e a
resisténcia da mandioca a doencas, por exemplo, é essencial o uso de ferramentas
moleculares avancadas. A extracdo de RNA é uma etapa fundamental em estudos
moleculares. Entretanto, o processo de extracdo é complexo e requer cuidados para evitar a
degradacdo do RNA e assegurar a pureza da amostra. O objetivo deste trabalho foi realizar
uma anélise comparativa de trés métodos de isolamento de RNA e identificar o protocolo
mais adequado para a extracdo de RNA de qualidade a partir de trés tecidos de mandioca:
raiz tuberosa, caule e folha. Foram comparados os métodos CTAB (com duas formas de
precipitacdo), TRIzol e Fenol Acido. Dos trés métodos de extragio testados neste trabalho, o
método CTAB, com otimiza¢bes usando precipitacdo com cloreto de litio, permitiu o
isolamento de RNA de alta qualidade de raiz, caule e folha atendendo aos niveis sugeridos
de quantidade e pureza e foi possivel obter quantidades suficientes para o desenvolvimento

de ensaios moleculares.

Palavras-chave: Transcriptoma, Expressdo génica, RT-gPCR, Manihot esculenta.
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ABSTRACT

Cassava (Manihot esculenta Crantz) is considered one of the main agricultural crops,
not only in Brazilian territory but also in several other countries. To understand the molecular
processes that regulate the development and resistance of cassava to diseases, for example,
the use of advanced molecular tools is essential. RNA extraction is a fundamental step in
molecular studies. However, the removal process is complex and requires care to avoid
degradation of the RNA and ensure sample purity. The objective of this work was to perform
a comparative analysis of three RNA isolation methods and identify the most appropriate
protocol for extract quality RNA from three cassava tissues: tuberous root, stem and leaf.
The CTAB methods (two precipitation way), TRIzol and Acid Phenol were compared. Of
the three extraction methods tested in this work, the CTAB method, with optimizations using
lithium chloride precipitation, allowed the isolation of high-quality RNA from root, stem and
leaf with the suggested levels of quantity and purity and it was sufficient for the development

of molecular assays.

Keywords: Transcriptome. Gene expression. RT-gPCR, bioethanol Manihot esculenta.
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1 - INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) tem despertado crescente interesse global
devido & versatilidade de usos de suas raizes tuberosas, que desempenham um papel
fundamental tanto na seguranca alimentar quanto no setor agroindustrial (IMMANUEL et
al., 2024; ANYANWU et al., 2015) Amplamente utilizada na culinaria em uma variedade de
pratos tradicionais, a mandioca também se destaca como matéria-prima para a producédo de
diversos produtos industrializados, incluindo farinha, fécula, amidos modificados, etanol,
bioplastico (OTEKUNRIN, 2024; ALZATE et al. 2024; FATHANAH et al., 2018).

Atualmente, a mandioca é cultivada em aproximadamente 29,95 milhdes de hectares,
com a maior parte dessa area localizada no continente africano (60,9%), sequido pela Asia
(29,4%) e pelas Américas (9,6%), resultando em uma producao total superior a 319 milhdes
de toneladas de raizes frescas (FAO, 2024).

Apesar da relevancia econémica e da ampla adaptacdo da mandioca a diferentes
condic¢des ambientais, sua produtividade é frequentemente afetada por fatores bioticos, como
pragas e doencas, e abidticos, como seca e baixa fertilidade do solo (DEVI et al., 2022; TIZE
et al., 2021). Esses desafios comprometem a estabilidade da produgéo e reforcam a
necessidade de estratégias inovadoras para o melhoramento genético da cultura. Nesse
contexto, ferramentas moleculares desempenham um papel crucial ao possibilitar a
identificacdo de genes associados & tolerancia a estresses e a eficiéncia no uso de nutrientes,
permitindo o desenvolvimento de variedades mais produtivas (CHARLES 2024; SIVAN et
al., 2025)

Entre as ferramentas moleculares, a analise do transcriptoma via sequenciamento de
RNA (RNA-seq) e a PCR em tempo real com transcricdo reversa (RT-gPCR) permitem o
estudo aprofundado de processos bioldgicos em plantas. O RNA-seq possibilita a
quantificacdo global da expressdo génica, fornecendo uma visdo abrangente dos perfis de
transcrigdo, enquanto o RT-gqPCR oferece uma abordagem altamente sensivel e especifica
para a quantificacdo da expressao de genes-alvo (BUSTIN et al., 2005; MAGAR; LIU; YAN,
2022). No entanto, o desenvolvimento e o sucesso dessas técnicas, fundamentais para a
compreensdo dos processos bioldgicos e para o melhoramento vegetal, dependem
diretamente do isolamento de RNA de alta qualidade, para garantir a confiabilidade dos
resultados (LUCHO et al., 2018; PFAFFL, 2004).
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O processo de extracdo de RNA é uma etapa crucial em estudos transcriptdmicos,
uma vez que o isolamento de um RNA de qualidade impacta diretamente os resultados
obtidos (SOUZA et al.,, 2020). Dessa forma, € essencial obter um RNA livre de
contaminantes, como polissacarideos, polifendis, proteinas e outros metabdlitos
secundarios), além de garantir uma quantidade adequada as analises. No entanto, ndo existe
um protocolo universal de extragcdo de RNA que seja eficaz para o isolamento em qualquer
tecido ou espécie.

Assim, estudos em diferentes organismos tém sido desenvolvidos para avaliar,
otimizar e definir os melhores métodos de extracdo de RNA, como é o caso do cafeeiro (DE
PAULA et al, 2012), batata-doce (GONCALVES et al., 2021), Ginkgo biloba (ZHANG et
al.,2021) e arroz (WAKASA, 2025). No caso da mandioca, Behnam et al., (2019) otimizaram
um protocolo para o isolamento de RNA de alta qualidade a partir de seus tecidos, enquanto
Guan et al., (2019) desenvolveram um estudo comparativo com quatro metodologias e
observaram que o método TM modificado, que utiliza o tampé&o Trizol durante o processo de
extracdo, apresentou os melhores resultados.

Diante desse cenario, nosso estudo teve como objetivo preencher essa lacuna por
meio de uma analise preliminar das principais metodologias utilizadas em estudos via RT-
gPCR, o que permitiu a comparacéao de trés dos métodos mais amplamente empregados em
plantas. Com isso, buscamos fornecer uma avaliacdo detalhada e comparativa dessas
abordagens, contribuindo para a escolha de protocolos mais eficientes e acessiveis para

pesquisas futuras sobre expressdo génica em mandioca.

2-METODOLOGIA
2.1 - Coleta de material vegetal

O material vegetal foi coletado no Viveiro DelMudas, Polo S&o Jodo, entre as cidades
de Palmas-TO e Porto Nacional-TO (Coordenadas: 10°26’55.7” S e 48°20°39.9”). O cultivo
da mandioca em Palmas, Tocantins, apresenta condi¢Ges favoraveis devido ao clima tropical
semiumido da regido, com uma estagdo chuvosa de outubro a abril e uma estacdo seca de
maio a setembro. Os tecidos coletados foram: raiz tuberosa, caule (entrends) e folha (novas)

de mandioca (cultivar Cacau), com seis meses de cultivo (Figura 1). A coleta dos tecidos foi
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realizada duas vezes: primeira coleta em novembro de 2022 (esta¢do chuvosa) e segunda
coleta realizada em junho de 2023 (estacdo seca), para garantir a otimizagdo dos protocolos
utilizados. O experimento foi conduzido com quatro repeti¢cdes bioldgicas para cada tecido,
no qual cada repeticdo foi constituida por trés plantas distintas. Em seguida, o material
vegetal coletado em nitrogénio liquido e posteriormente armazenado em freezer a -80 °C, até
0 momento da extracdo de RNA, realizada no Laboratério de Analises Moleculares da UFT,

campus Palmas.

Fig.1: Tecidos coletados e utilizados para a extracdo de RNA. Raiz tuberosa (A), caule (B)

e folha (C) de mandioca (cultivar Cacau) com seis meses de cultivo. Barra = 4 cm.

2.2 - Selecéo dos protocolos de extracdo de RNA

A selecdo dos protocolos de extracdo de RNA avaliados na cultura da mandioca foi realizada
da seguinte forma: uma pesquisa na base de dados do Web of Science
(https://www.webofknowledge.com) e Scopus (https:// www.scopus.com), utilizando as
seguintes palavras-chave: “gene expression”, “RNA extraction”, “RT-qPCR” e
“cassava/Manihot esculenta”, por meio do interpolador booleano “and”. Apos a pesquisa,
trés protocolos foram escolhidos: CTAB (cetiltrimetilamonio) (CHANG; PURYEAR;
CAIRNEY, 1993), TRIzol (Invitrogen) e Fenol Acido.
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2.3 - Extracdo de RNA

Foram avaliadas trés metodologias de extracdo de RNA: CTAB (CHANG;
PURYEAR; CAIRNEY, 1993) modificado por (GONCALVES et al., 2021) e com pequenas
alteracBes (DAUDE et al., 2023), utilizando dois métodos de precipitacio (isopropanol ou
cloreto de litio); TRIzol (Invitrogen); e Fenol &cido, ambos realizados de acordo com as
instrucdes dos fabricantes, com pequenas modificacGes (Material suplementar S1). Apos a
extracdo, a quantidade e a pureza do RNA obtido foram determinadas utilizando um
espectrofotometro (Nanodrop® One). As razbes A260/A280 e A260/A230 foram utilizadas
para avaliar a pureza, enquanto a integridade do RNA foi verificada por meio da eletroforese

em gel de agarose a 0,8%.

2.4 - Tratamento com a DNAse e sintese de cDNA

As amostras de RNA (5pg) foram tratadas com DNase [ utilizando o kit Turbo DNA-
free (Ambion) para remover qualquer contaminacgéo residual de DNA. Em seguida, 0 RNA
foi avaliado quanto a quantidade e pureza, utilizando as razdes A260/A280 e A260/A230,
por meio da quantificacdo em espectrofotdmetro (Nanodrop® One Espectrophotometer). A
integridade do RNA foi analisada pela técnica de eletroforese em gel de agarose a 0,8%,
corado com 3 uL de syber safe, 70 ml de tampé&o e 4 ulL de marcador de peso molecular (50
minutos, voltagem 90V). O ¢cDNA foi sintetizado a partir de 1,0 pg de RNA tratado livre de
DNA, utilizando o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems),
seguindo rigorosamente o protocolo do fabricante. As amostras de cDNA foram armazenadas
a-20 °C.

2.5 - Gene-alvo e genes de referéncia

Para validar o melhor método de extracdo de RNA entre os protocolos testados, foi
realizada uma analise da expressdao do gene Starch-Branching Enzyme 1 de mandioca
(MeSBE-1), que codifica a enzima amilotransferase, envolvida na sintese e acimulo de
amido (PEI et al., 2015). Os genes Ubiquitin (MeU35) e Tubulin (MeTUB) foram utilizados
como genes de referéncia (SALCEDO; ZAMBRANA,; SIRITUNGA, 2014).
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2.6 - Desenho de primers

As sequéncias do gene-alvo e dos genes referéncia foram obtidas no GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) a partir dos codigos de acesso descritos por Pei et
al., (2015) e Salcedo; Zambrana; Siritunga, (2014), respectivamente. Os primers para RT-
gPCR foram desenhados utilizando 0 programa OligoPerfect
(apps.thermofisher.com/apps/oligoperfect/). A qualidade dos primers foi avaliada por meio

da ferramenta OligoAnalyzer (www.idtdna.com/calc/analyzer) (Tabela 1).

Tabela 1: Primers utilizados na RT-gPCR, nome do gene, sequéncia de primers, nimero de
acesso, temperatura de melting (Tm), tamanho do amplicon, coeficiente de correlacio (R?) e

eficiéncia de amplificacdo (E%) do gene-alvo e dos genes de referéncia.

Nome Sequéncia de primers (5'-3") NUmero de acesso Tm (°C) Amplicon R2 E

do gene (pb) (%)

SBE-1 Fw: GGTTCTTTGGGTCTGTTTCC MKO086025.1 60 92 0,99 93,5
RV:TGACAGTTTCTTTCCACAGCC 62,8

U35 FW:AAAACGAATGAGGCTGAAGC DB924072 61 85 0,99 90,4
Rv: AGTTTCCACCACAACATCAT 60,1

TUB FW:TAGCACCCCACACAAGCACA XM_021749099.2 66,2 150 0,99 96,0
RV:CCACATTGTCCACCTTGAACG 63,4

2.7 - Analise da expressao génica por RT- qPCR

Para a analise da expressdo génica por RT-qPCR, utilizou-se o termociclador modelo
ABI PRISM 7500 Real-Time PCR (Applied Biosystems), com PowerUp™ SYBR™ Green
Master Mix (Applied Biosystems) e cDNA sintetizado a partir do RNA extraido de todos 0s
tecidos nas diversas condicdes estudadas. As condicdes de reacdo foram: 2 minutos a 50°C
(conversdo do RNA para cDNA), 2 minutos a 95°C (ativacdo da Taqg polimerase), seguidos
por 40 ciclos de 15 segundos a 95°C (desnaturacdo) e 1 minuto a 60°C (anelamento e
extensao).

Para confirmar a especificidade dos primers, a eficiéncia foi testada por RT-gqPCR:

onde foi gerada a curva de melting apds os 40 ciclos de amplificacéo, seguindo as condigdes
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térmicas: 15 segundos a 95°C (etapa 1), 1 minuto a 60°C (etapa 2) e 15 segundos a 95°C
(etapa 3). A transicdo da etapa 2 para a etapa 3 ocorreu com um aumento gradual de
aproximadamente 1°C por minuto até atingir 95°C.

Para cada reacao, foram utilizados 1,0 uL de cDNA (diluido 1:10), 3,6 uL de agua
livre de nucleases, 0,2 uL de cada primer a 10 uM e 5,0 L. de PowerUp™ SYBR™ Green
Master Mix, totalizando 10 pL por reacdo. As amostras foram processadas em triplicatas
técnicas e os niveis de expressao do gene-alvo foram determinados pelos valores de Cq (ciclo
de quantificacdo). O Cq foi definido como o nimero de ciclos no qual a fluorescéncia gerada
na reacao cruzou a linha de threshold.

O modelo matematico proposto por Pfaffl, (2004) foi utilizado para calcular a
expressao relativa do gene SBE-1. A expressdo do gene MeSBE-1 foi normalizada em
relacdo aos genes de referéncia MeUB35 e MeTUB (SALCEDO; ZAMBRANA,
SIRITUNGA, 2014). Os gréaficos de expressao relativa foram gerados utilizando o programa
SigmaPlot (versdo 12.0, Systat Software Inc., San Jose, CA, EUA). O teste de média foi
realizado segundo o teste de Scott-Knott (p < 0.05).

3- RESULTADOS
3.1- Métodos de extracdo de RNA

A busca pelos artigos nas bases de dados Web of Science e Scopus resultou na sele¢éo
de 45 estudos relacionados a técnica RT-gPCR em mandioca. A anélise das metodologias
revelou que a maioria dos trabalhos desenvolvidos utilizou kits comerciais para a extracao
de RNA (59,18%), seguidos por métodos amplamente utilizados em plantas, como CTAB
(18,37%), Fenol &cido (18,37%) e TRIzol (4,08%) para isolar o RNA total (figura 2) A
preferéncia por Kits pode estar relacionada a dificuldade de extragdo de RNA do tecido, mais
estudado da espécie, a raiz tuberosa, que possui alto teor de amido e compostos fendlicos,

comprometendo a qualidade do RNA.
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59.18% Kits comerciais
18.37% CTAB

18.37% Fénol acido

. 4.08% TRIzol

Fig. 2: Principais métodos de extracdo de RNA utilizados em estudos de expressdo génica
em mandioca, com base em pesquisa nas bases de dados Web of Science e Scopus, em 10 de
abril de 2024, abrangendo o periodo de abril de 2024 até setembro de 2024.

3.2 - Quantidade e pureza do RNA

Os dados das extracdes realizadas mostram os resultados de diferentes métodos de
extracdo de RNA de tecidos de mandioca, com a quantidade (ng/pL) e a pureza do RNA
determinadas pelas razdes A260/A280 e A260/A230 (Tabela 2). Para realizar a etapa
subsequente de um estudo de expressdo génica via RT-qPCR, é necessario obter pelo menos
5000 ng de RNA que serdo utilizados no tratamento com RNAse para eliminar o DNA
residual. Como todas as amostras foram ressuspendidas em 20 pL, isso significa que as
amostras devem ter uma concentracdo minima de 250 ng/uL para garantir a quantidade
necessaria de RNA. Ja a razdo A260/A280 ¢é utilizada para avaliar a contaminacdo por
proteinas, enquanto a razdo A260/A230 é usada para avaliar a presenca de contaminantes
como polissacarideos e polifenois, que sdo comuns em amostras de RNA de plantas.
(MORET et al, 2013) Em geral, as raz6es A260/A280 e A260/A230 sdo recomendadas para
estarem na faixa de 1,8 a 2,2, indicando amostras com baixo nivel de contaminantes e
adequadas para analises subsequentes. (LOGEMANN; SCHELL; WILLMITZER, 1987;
MANNING, 1991).



37

Tabela 2: Comparacdo da qualidade do RNA isolado de tecidos de mandioca utilizando
diferentes métodos de extracdo: CTAB com isopropanol na etapa de precipitagdo (CTAB +
Isopropanol), CTAB com cloreto de litio na etapa de precipitacdo, (CTAB + Cloreto de litio),
TRIzol e Fenol acido. Sao apresentadas as quantidades de RNA obtidas, além das relacGes e
Az60/A280 € Az60/A230 de Pureza, com seus erros-padrdo, calculados a partir de quatro

repeticdes bioldgicas.

Metodos de extracéo Quantidade
Tecidos Pureza Azso/Azs0 Pureza Azeo/Az3o
(ng/uL)
Raizes 644,48 + 183,13 2,10+ 0,04 1,61 +0,16
CTAB + Isopropanol Caule 616,75+ 174,90 2,03+0,03 2,22 £ 0,07
Folhas 847,63 + 84,42 2,10 £ 0,04 1,58 £ 0,04
Raizes 366,48 + 161,5 2,16 £ 2,07 2,26 = 2,47
CTAB + Cloreto de litio Caule 302,6 £ 137,90 2,03+ 2,05 2,12+ 2,10
Folhas 1928 + 134,42 2,14 + 2,08 2,27+ 2,04
Raizes 334,40 + 105,51 1,97 +£0,02 2,14 + 0,08
Fenol &cido Caule 483,25 £ 210,26 1,47 £0,07 0,61 £ 0,05
Folhas 927,18 + 280,32 0,91 +0,06 0,21+ 0,06
TRIzol Raizes 1563,93 + 854,49 1,92 +0,11 26,88 + 6,14
Caule 104,03 + 86,18 0,92 + 0,08 0,17 £ 0,04
Folhas 459,93 + 282,6 0,90 + 0,06 0,20 = 0,05

Todos os métodos de extracdo avaliados permitiram a obtencdo de RNA em

quantidade e qualidade suficientes para o desenvolvimento de estudos transcriptdmicos da
especie, em pelo menos um dos tecidos analisados, com exce¢do do método TRIzol. Ao
analisar o metodo CTAB usando isopropanol na etapa de precipitacdo (CTAB +
Isopropanol), observou-se que ele gerou boas quantidades de RNA em todos os tecidos:
raizes (644,48 + 183,13 ng/uL), caules (616,75 + 174,90 ng/uL) e folhas (847,63 + 84,42
ng/uL). Os valores da razdo A260/A280 estavam dentro da faixa adequada, refletindo um
bom equilibrio entre proteinas e &cidos nucleicos. No entanto, a razdo A260/A230 das raizes

(1,61 £ 0,16) e folhas (1,58 = 0,04) ficou ligeiramente abaixo da faixa recomendada,
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sugerindo a presenca de polissacarideos e polifenois. Ja o caule apresentou uma excelente
razdo A260/A230 (2,22 + 0,07), indicando amostras de RNA com boa pureza.

O método CTAB, utilizando cloreto de litio na etapa de precipitacdo do RNA (CTAB
+ Cloreto de Litio), resultou em menores quantidades de RNA nas raizes (366,48 + 161,5
ng/uL) e nos caules (302,6 + 137,90 ng/pL), mas as quantidades ainda foram suficientes para
0 desenvolvimento de estudos transcriptdbmicos. Em contraste, as folhas apresentaram a
maior quantidade de RNA entre todos os métodos avaliados (1928 + 134,42 ng/uL). Quanto
a pureza, as razbes A260/A280 e A260/A230 demonstraram valores adequados, indicando
uma boa relacdo entre acidos nucleicos e contaminantes, sugerindo que o método é eficaz na
extracdo de RNA puro dos tecidos avaliados.

O método Fenol acido demonstrou eficiéncia variavel. Embora tenha proporcionado
quantidades satisfatorias de RNA nas raizes (334,40 + 105,51 ng/pL), caules (483,25 +
210,26 ng/uL) e folhas (927,18 + 280,32 ng/uL), a pureza adequada foi observada apenas
nas amostras de raizes, com raz6es A260/A280 (1,97 + 0,02) e A260/A230 (2,14 + 0,08)
dentro da faixa recomendada para amostras com baixo nivel de contaminantes.

Por fim, o método TRIzol apresentou a maior quantidade de RNA nas raizes (1563,93
+ 854,49 ng/uL), mas a pureza foi significativamente afetada, com elevados valores da razéo
A260/A230 nas raizes (26,88 + 6,14), indicando a presenca de contaminantes. A pureza do
RNA extraido das folhas e dos caules também foi inferior, com baixos valores da raz&o

A260/A230, sugerindo que o TRIzol pode ndo ser o método ideal para esses tecidos.

3.3 - Integridade do RNA

A andlise da integridade do RNA extraido por diferentes métodos foi realizada por
eletroforese em gel de agarose a 1% corado com Sybr Safe (Figura 3). Os perfis
eletroforeéticos revelaram diferencas na qualidade das amostras, evidenciando a eficiéncia de

cada protocolo de extracao.
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Raizes tuberosas Caules Folhas
M R1 R2 R3 R4 Cl C2 C3 Cc4 F1 F2 F3 F4

Fig. 3: Anélise de integridade do RNA extraido de diferentes tecidos (raizes tuberosas, caules
e folhas) de mandioca pelos métodos CTAB + Isopropanol (A), CTAB + Cloreto de litio (B),
Fenol Acido (C) e TRIzol (D). Os géis de agarose (1,0%) foram corados com Sybr Safe. M
— Marcador de peso molecular de 1 Kb. As letras R, C e F, referem-se, respetivamente, aos
tecidos de raizes tuberosas, caules e folhas. Os numeros apds a indicacdo do tecido

representam cada repeticdo bioldgica.

As amostras extraidas pelos métodos CTAB + Isopropanol e CTAB + Cloreto de Litio
(Géis A e B) apresentaram bandas bem definidas correspondentes aos rRNAs 28S e 18S,
indicando uma extracdo eficiente para todos os tecidos analisados (raizes tuberosas, caules e
folhas). Por outro lado, o0 método de Fenol acido (Fig. 3C) exibiu variagdes na integridade
do RNA, com bandas nitidas das subunidades ribossomais observadas apenas nas amostras
de raizes tuberosas. Para os tecidos de caule e folha, 0 RNA apresentou degradacdo completa,

sugerindo que esse protocolo pode néo ser adequado para esses tipos de amostras.
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Por fim, as amostras extraidas pelo método TRIzol (Fig. 3D) apresentaram
degradacdo significativa do RNA, possivelmente devido a presenca de contaminantes
residuais, conforme indicado pela analise de pureza (Tabela 2).

Em conjunto, os resultados demonstram que os métodos baseados em CTAB
proporcionam maior integridade do RNA em comparacao aos demais protocolos testados. O
método TRIzol apresentou o0 maior grau de degradacdo, enquanto o protocolo de Fenol acido
resultou em RNA de qualidade satisfatoria apenas para raizes tuberosas. Esses achados
reforcam a importancia da escolha criteriosa do método de extracdo de RNA, considerando

as caracteristicas especificas de cada tecido e as condi¢Ges experimentais de cada estudo.

3.4 - RT- qPCR: Analise dos valores de cqgs e da expressdo génica

A eficiéncia dos métodos de extracdo de RNA variou entre os diferentes tecidos
analisados, conforme demonstrado pelos valores de ciclo de quantificacdo (Cq) do gene-alvo
Starch braching enzime 1 (MeSBE-1), obtidos por PCR em Tempo Real (Figura 4). Devido
a baixa qualidade do RNA observada nas anélises de pureza e integridade (Tabela 2 e Figura
3), 0 método TRIzol ndo foi avaliado para nenhum dos tecidos via RT-qPCR, enquanto o

método Fenol acido foi testado apenas em raizes tuberosas.
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Fig. 4: Niveis de expressdo do gene-alvo MeSBE-1 com base nos valores de Cq (Ciclo de
quantificacdo) obtidos a partir das raizes tuberosas, caules e folhas de plantas de mandioca
submetidas a diferentes métodos de extracdo de RNA: CTAB + Isopropanol, CTAB + cloreto
de litio e Fenol acido. Os boxplots representam a distribuicdo da expressdo génica nos
diferentes tecidos de mandioca a partir dos valores de Cg, sendo a linha central
correspondente a mediana. Os valores de expressdo foram obtidos a partir de quatro
repeticdes bioldgicas.

Analisando cada tecido, observou-se que, para as raizes tuberosas, 0s métodos Fenol
acido (Cqg médio de 21.17) e CTAB + Cloreto de litio (Cq médio de 20.88) apresentaram um
desempenho superior ao método CTAB + Isopropanol (Cq médio de 26.64). Esses resultados
indicam que os dois primeiros métodos proporcionaram uma extracdo de RNA de maior
qualidade, refletida nos menores valores de Cq do gene-alvo MeSBE-1.

Para caules e folhas, o método CTAB + Isopropanol apresentou valores médios de
Cq ligeiramente menores (22.12 e 25.70, respectivamente) em comparacdo ao CTAB +
Cloreto de litio (24.79 e 27.72, respectivamente). Esses resultados sugerem que o CTAB +
Isopropanol proporcionou uma extracdo de RNA mais eficiente nesses tecidos.

Como o método CTAB + Isopropanol, permitiu a obtencdo dos menores valores de
Cq para caules e folhas, essas amostras foram usadas como controle na avaliagdo do perfil
de expresséo relativa do gene MeSBE-1 a partir da normalizacdo dos dados pelos genes de
referéncia MeU35 e MeTUB (Figura 5)
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Fig. 5: Perfil de expressdo relativa do gene MeSBE-1 em diferentes tecidos (raizes tuberosas,
caules e folhas) de mandioca (Manihot esculenta) utilizando o0 RNA extraido por trés
métodos (CTAB + Isopropanol, CTAB + Cloreto de litio e Fenol &cido). Os boxplots
representam a distribuicdo da expressdo génica nos diferentes tecidos de mandioca, onde a
linha central indica a mediana. A normalizacdo foi realizada em relacdo a uma amostra
calibradora (repeticdo bioldgica | de folhas extraidas pelo método CTAB + Isopropanol).
Para a quantificacdo relativa, os genes MeU35 e MeTUB foram utilizados com genes de
referéncia. Os valores de expressdo foram obtidos a partir de quatro repeticdes bioldgicas.
As médias com a mesma letra ndo diferem significativamente entre si, segundo o teste de
Scott-Knott (p < 0,05).

Os resultados demonstraram que a expressao relativa de MeSBE-1 variou
significativamente entre os diferentes tecidos e métodos de extragdo avaliados. A analise
estatistica revelou quatro grupos distintos de expressao. As raizes tuberosas extraidas com o
método CTAB + isopropanol apresentaram os maiores valores de expressao relativa,
seguidas pelas raizes tuberosas submetidas ao método CTAB + cloreto de litio e fenol acido.
Em seguida, os caules extraidos com CTAB + isopropanol exibiram niveis intermediarios de

expressao, enquanto as folhas extraidas pelo mesmo metodo apresentaram 0s menores
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valores. Essas diferencas estatisticas indicam que o método de extracdo e o tipo de tecido

influenciam significativamente a expressao relativa do gene.

Além disso, 0 método CTAB + isopropanol resultou na maior variabilidade da
expressao relativa de MeSBE-1 em raizes tuberosas, evidenciando uma dispersdo mais ampla
dos valores entre as repeticdes. Por outro lado, os métodos CTAB + cloreto de litio e fenol
acido apresentaram menor variacdo nos valores de expressdo, com médias mais uniformes e
menor dispersdo entre as repeti¢cfes. Essa menor variabilidade sugere que esses métodos
podem proporcionar maior reprodutibilidade nos experimentos de extracdo de RNA para a

analise da expressao génica.

4 - DISCUSSAO
4.1 - Métodos de extracao de RNA

O método CTAB é amplamente utilizado para a extragdo de acidos nucleicos de
amostras vegetais, incluindo as folhas de mandioca. A principal vantagem é sua eficacia na
remocao de contaminantes, como compostos fendlicos e carboidratos, que frequentemente
interferem na qualidade da extracdo de DNA. Além disso, o método é considerado econémico
e acessivel, o que o torna preferido, especialmente em estudos de larga escala ou em situacoes
com recursos limitados. (MONGER, 2001)

Para a extracdo de RNA ja existem na literatura alguns protocolos padronizados para
diferentes espécies e tecidos (DAUDE et al., 2023; GONCALVES et al., 2021). O protocolo
utilizando CTAB, por CHANG; PURYEAR; CAIRNEY, (1993), tem sido escolhido por ser
eficiente, ter baixo custo e este método utiliza substancias que reduzem compostos fendlicos
e a precipitacdo realizada com cloreto de litio, que retém substancias proteicas, auxiliando na
descontaminacao das amostras (CHANG; PURYEAR; CAIRNEY, 1993).

Kits comerciais s@o projetados para fornecer resultados consistentes e reprodutiveis,
minimizando as variag@es entre experimentos. Isso é crucial para a comparagdo de dados
entre diferentes amostras ou experimentos. Simplifica o processo, sendo menos propenso a
contaminacdo com outros acidos nucleicos, proteinas ou compostos indesejados, como
polifenois ou polissacarideos, que podem interferir na qualidade do RNA extraido tenha alta
qualidade e integridade, com RNA livre de contaminantes que possam afetar analises
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posteriores, como RT-gPCR ou RNA-seq (GONCALVES et al., 2021).

Porém os Kkits podem ser mais onerosos, especialmente para projetos que exigem
muitas amostras ou grandes volumes de RNA. Isso pode ser uma limitagéo significativa para
laboratdérios com orcamento restrito. Em geral o0 método menos dispendioso e que mantém
a qualidade e quantidade de RNA s&o os protocolos que tiveram suas adaptagoes a partir do
método de CTAB. (SOUZA et al., 2020). Em nossos resultados, demonstramos que para raiz,
caule e folha de mandioca, o protocolo CTAB, de Chang et al. (1993), com modificacdes,
utilizando-se isopropanol ou cloreto de litio, obtiveram concentracfes de RNA satisfatorias,
e relacdes de pureza dentro da faixa ideal.

O método de extracdo de RNA utilizando Fenol &cido, apesar de ndo ter demonstrado
um desempenho satisfatorio de maneira geral, revelou-se funcional na obtencdo de RNA de
alta qualidade somente nas raizes de mandioca. Este resultado, muito provavelmente,
justificam a preferéncia manifestada por alguns pesquisadores pelo uso do método com
Acido Fenol, especialmente quando o tecido de interesse para a extracio compreende
exclusivamente raizes tuberosas (CARVALHO et al., 2016; SIERRA et al., 2015).

O método de extracdo com Trizol se mostrou eficiente apenas em raiz, com altas
concentracdes de RNA, mas ineficaz nos tecidos, caule e folha. Com quantidades de RNA
baixas e relacdes de pureza fora do padréo para todos os tecidos (Tabela 2).

A escolha por metodologias baseadas em Fenol e Trizol pode ser atribuida a eficacia
comprovada desses métodos na obtencdo de RNA de alta qualidade e pureza, o que
proporciona resultados confiaveis para analises subsequentes (CALLEGARI et al., 2021; L1
et al., 2021). Por outro lado, embora amplamente utilizados em diferentes contextos de
pesquisa, muitos autores demonstram preferéncia significativa por abordagens que utilizam
CTAB e Fenol Acido para a extracdo de RNA (CALLEGARI et al., 2021; HERRERA et al.,
2018; LI et al., 2021; MORGANTE et al., 2020; WAHYUNI et al., 2020). Essa tendéncia
pode refletir a robustez e a eficiéncia desses métodos, bem como sua adequacdo as
caracteristicas especificas da planta estudada.

O protocolo Fenol acido foi adaptado por Scherrer; Darnell (1962). Sendo o Fenol
um composto organico que ao se misturar cloroférmio, atua nas amostras como agente
desnaturantes de proteinas. A mistura de fenol e cloroférmio é muito eficiente para

solubilizar a membrana plasmatica. e sua a¢do se fundamenta na propriedade hidrofobica das
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proteinas que apresentam afinidade por solventes organicos (GUAN et al., 2019). O
resultado, muito provavelmente, justifica a preferéncia manifestada por alguns pesquisadores
pelo uso do método com Acido Fenol, especialmente quando o tecido de interesse para a
extracdo compreende exclusivamente raizes tuberosas (CARVALHO et al., 2016; SIERRA
etal., 2015).

O protocolo TRI reagente® Sigma é composto pelo reagente Trizol, que € uma
solucdo monofésica de fenol e guanidinaisotiocinato. Esse reagente mantém a integridade do
RNA, e solubiliza seus componentes. A adicdo de cloroférmio seguida de centrifugacao
separa a solucdo em uma fase agquosa e outra fase organica, solubilizando os lipideos e
permitindo sua remogdo (OLIVEIRA et al., 2016).

O RNA, pode ser obtido a partir de diversos tipos de tecidos vegetais, como folhas,
raizes e caule, que em geral apresentam niveis elevados de compostos fendlicos,
polissacarideos e RNAses (JAAKOLA et al., 2001), o que dificulta o processo de extracao
com qualidade. A quantidade e qualidade de RNA s&o influenciadas por esses
polissacarideos, formando uma estrutura gelatinosa que precipita durante a extracdo
(SHARMA,; DING; DOKHOLYAN, 2008).

4.2 - Quantidade e pureza do RNA

O desafio de obter RNA de alta qualidade esta, em parte, relacionado a necessidade
de evitar a contamina¢do do RNA por polissacarideos e polifendis, substancias presentes em
diferentes concentracGes dependendo do tecido e da espécie, que podem se ligar aos acidos
nucleicos, comprometendo sua qualidade e integridade (BADAI et al., 2020; BEHNAM et
al., 2019). Dessa forma, esses parametros foram analisados neste estudo para identificar o
método mais eficaz de isolamento de RNA de mandioca.

A quantidade de RNA normalmente utilizada para o tratamento com DNase em
estudos transcricionais por meio da técnica de RT-qPCR ¢ de 5 pg, sendo que 1 pg é entdo
utilizado para a sintese de cDNA com essas gquantidades variando conforme os métodos
empregados. Dessa maneira, uma concentracdo minima de 250 ng/ug € necessaria em um
volume de 20 pL. (conforme usamos neste estudo).

Grande quantidade de ribonucleases (RNAses), atrapalha a extracdo de RNA,

compostos celulares altamente estaveis e ativos nos tecidos vegetais. Deste modo, a primeira
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etapa em todos os protocolos de extracdo de RNA é a exposicao deste material a tampdes de
extracdo. Segundo Sambrook & Russel 2001, esses materiais apresentam substancias como
o Cloreto de Litio, reagente que atua na precipitacdo de RNA, e tiocianato e guanidina,
reagente que mantém o RNA intacto para as etapas posteriores de extracao.

Como o cloreto de litio (LiCl) precipita preferencialmente RNA e ndo precipita tanto
0 DNA, o uso de LiCl pode reduzir a quantidade de contaminantes de DNA no RNA
precipitado. Isso é especialmente importante em aplica¢fes onde a integridade do RNA e a
auséncia de DNA sdo cruciais, como em experimentos de PCR ou analise de expressdo génica
por gRT-PCR. (KOROLENYA et al., 2022).

Na literatura, em geral, sdo indicados valores de pureza (A260/A280 e A260/A230)
entre 1,8 e 2,2, ja que amostras que estao entre esse intervalo sao consideradas puras, ou seja,
com pequenas quantidades de contaminantes que podem interferir na atividade da DNA
polimerase (LOGEMANN; SCHELL; WILLMITZER, 1987; MANNING, 1991).

A espectrofotometria € uma técnica que permite medir a quantidade e a pureza do
RNA de uma amostra. O seu funcionamento baseia-se na absorbancia quando a amostra é
exposta a uma certa faixa de luz ultravioleta. A capacidade de absorbancia da luz ultravioleta
do RNA é méxima a 260nm, com isso, 0s registros realizados nessa faixa indicam a
quantidade de &cidos nucleicos. Ja 0 aumento da absorbancia a 280nm e 230nm indicam,
respectivamente, a presenca de proteinas e compostos fenolicos e sais (FARRELL, 2010).
Portanto a relacdo A260/A280 indica o nivel de contaminacdo por proteinas e a relacao
A260/A230 indica o nivel de contaminacdo por compostos fendlicos na amostra (MORET et
al., 2013).

No estudo de Mark, 2024 observou-se que a obtencdo de DNA e RNA integros e de
alta qualidade é essencial para garantir resultados precisos em sequenciamento e nas analises
e aplicacdes subsequentes. E que as folhas de mandioca armazenadas por periodos mais
prolongados apresentaram uma qualidade de DNA e RNA consideravelmente inferior em

comparagao com as folhas armazenadas por tempos mais curtos.

4.3 - Integridade do RNA

Os tecidos vegetais apresentam composicdo quimica diferentes, como teor de

polissacarideos e polifendis por exemplo, o0 que torna o isolamento de acidos nucleicos de
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boa qualidade um desafio (BADAI et al., 2020), e impede que se tenha um método universal
de isolamento. Muitos estudos ja foram realizados em plantas, como batata-doce
(GONCALVES et al., 2021), citrus (HUMA et al., 2020), brécolis (SILES; EASTMOND;
KURUP, 2020), mandioca (BEHNAM et al., 2019), feijdo (ACOSTA-MASPONS;
GONZALEZ-LEMES; COVARRUBIAS, 2019), dendé (LAKSANA; CHANPRAME,
2015) e cafée (HUDED; JINGADE; MISHRA, 2018) visando estabelecer o melhor protocolo
para extracdo de RNA de qualidade.

A integridade do RNA pode ser avaliada por meio do uso de géis de agarose (AZIZI
et al, 2017, MURGAN; KAZAKOVA; EFIMOVA, 2020). E fundamental no
desenvolvimento de estudos transcricionais, pois a qualidade do RNA impacta diretamente a
precisdo e a confiabilidade dos resultados obtidos nas andlises de expressdo génica.
(MURGAN; KAZAKOVA; EFIMOVA, 2020).

O RNA degradado pode gerar fragmentos menores que podem ser amplificados de
forma ndo especifica, resultando em dados imprecisos durante a analise de expressdo. 1sso
pode gerar artefatos, confundindo a interpretagéo dos resultados. (BADAI et al., 2020). Em
estudos transcricionais que envolvem a sintese de cDNA a partir do RNA total, a qualidade
do RNA ¢ crucial. RNA de baixa qualidade pode levar a sintese de cDNA incompleto ou
errdneo, comprometendo toda a anélise posterior A integridade do RNA assegura que as
amostras analisadas sejam consistentes, o que é fundamental para garantir a reprodutibilidade
dos resultados, especialmente em estudos que envolvem mdltiplos replicados ou condigdes
experimentais diversas. (GONCALVES et al., 2021).

Quanto a qualidade e a integridade do RNA extraido, a sintese e eficiéncia de
amplificacdo do cDNA e a escolha dos genes de referéncia sdo fatores cruciais que podem
impactar fortemente os resultados dos estudos de expressdo génica por RT-qPCR. Portanto,
para garantir a reprodutibilidade e minimizar a variabilidade dos ensaios de RT-qPCR, €
crucial avaliar todos esses parametros. (DAUDE et al., 2024).

O RNA de alta qualidade, com integridade preservada, garante que as medicdes de
expressao génica por técnicas como RT-gPCR ou RNA-seq sejam precisas e representativas
dos niveis reais de transcricdo. O RNA degradado pode levar a resultados distorcidos, com a
perda de informacdes sobre a expressdo de certos genes. (AZIZ1 et al., 2017).

Quanto a utilizacédo de LiCl para precipitacdo de RNA, ela oferece vérias vantagens
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em relacdo ao uso de isopropanol. Ambas as substancias sdo eficazes para precipitar o RNA,
mas cada uma tem caracteristicas que podem ser mais ou menos vantajosas dependendo do
contexto experimental. (KOROLENYA et al., 2022). O LiCl é mais especifico para precipitar
0 RNA, enquanto o isopropanol pode precipitar tanto RNA quanto DNA. O cloreto de litio
tem uma alta afinidade pelo RNA, ajudando a evitar a precipitacdo de contaminantes como
DNA, proteinas e outros componentes celulares. Isso é particularmente Gtil quando se deseja
obter RNA de alta pureza. (KHAN et al., 2019)

Os resultados obtidos quando usamos o método CTAB corroboram,
consistentemente, com as descobertas documentadas na revisdo bibliografica, a qual
evidenciou 0 amplo uso desse método, seguido do método Fenol Acido. Segundo Souza et
al.,, (2021) o metodo CTAB tem uma notavel presenca na literatura cientifica, sendo
amplamente adotado em uma gama de investigacdes voltadas para a extracdo de RNA a partir
de uma diversidade de fontes, incluindo tecidos animais, vegetais, fungos, bactérias e até

mesmo Virus.

4.4 - RT-gPCR: Analise dos valores de cgs e da expressao génica

Quanto a analise da expressdo génica em plantas, temos a Reacdo em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real quantitativa com transcricao reversa (RT-gPCR) como sendo um
dos métodos mais comuns e amplamente utilizados devido a sua rapidez, alta sensibilidade,
reprodutibilidade e precisdo na determinagdo dos niveis de expressdo génica (PEI et al.,
2015). Entretanto, é importante considerar que o uso de RT-qPCR para quantificacdo de RNA
esta sujeito a diversos fatores que podem influenciar diretamente os resultados obtidos nesta
andlise.

A RT-gPCR é uma técnica amplamente utilizada para a quantificacdo de acidos
nucleicos, especialmente em estudos de expressao génica e diagndsticos moleculares. Um
dos pardmetros dessa técnica é o Ciclo de Quantificacdo (Cq), também chamado de Ct
(Threshold Cycle) ou Cp (Crossing Point), que representa o ciclo no qual a fluorescéncia do
produto amplificado ultrapassa o limite de deteccdo estabelecido pelo equipamento
(KOROLENYA et al., 2022).

A Interpretacdo dos Valores de Cqg sdo inversamente proporcionais a quantidade

inicial do RNA alvo na amostra. Ou seja, valores mais baixos indicam uma maior abundancia
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do alvo, enguanto valores mais altos sugerem uma menor concentragdo. A interpretacdo
correta desses valores é essencial para garantir a precisdo e a reprodutibilidade dos
experimentos (KOROLENYA et al., 2022).

Em plantas superiores, 0 amido é a principal forma de carboidrato de armazenamento
e € composto de amilose e amilopectina, que sdo polimeros de glicose. O amido é sintetizado
por varias isoformas de vérias enzimas. O gene alvo, SBE-1 (Starch braching enzime 1) é
responsavel pela producéo de enzimas de ramificacdo do amido (SBES) que participam da
biossintese do amido e os mecanismos de regulacdo do amido. O gene codifica a enzima
amido-ramificadora, que catalisa a formacdo de ramificacdes no amido (UTSUMI et al.,
2022).

Os genes da familia MeSBE, enzima de ramificacdo do amido, sdo fundamentais para
a sintese de amilopectina, que determina em grande parte a estrutura e as propriedades fisicas
do amido (PEI et al.,, 2015). Os resultados descritos na literatura corroboram com 0s
resultados obtidos no presente estudo quando os tecidos foram extraidos pelo método CTAB,
pois 0 gene SBE-1 apresentou um elevado padrdo de expressdao em raiz tuberosa, uma
expressao basal.

No entanto, existem desafios associados a técnica CTAB gue devem ser considerados
ao avaliar seu custo-beneficio. Embora a extracdo de RNA com CTAB seja eficaz na remocéo
de lipidios e outros contaminantes, pode ser necessario realizar etapas adicionais de
purificacdo, como a precipitacdo com isopropanol, para garantir que o0 RNA esteja livre de
contaminantes como proteinas e fenodis. Essas etapas adicionais podem aumentar o tempo
total de preparo das amostras. Além disso, a técnica CTAB pode ndo ser adequada para todos
os tipos de amostras. Em tecidos ricos em polimeros ou com muita matéria lipidica, a
eficiéncia da extracdo pode ser comprometida, exigindo ajustes no protocolo ou o uso de
métodos alternativos. (MALIK et al., 2019).

O método de extracdo de RNA com CTAB é uma op¢do muito vantajosa em termos
de custo-beneficio, especialmente em laboratérios com orcamentos mais restritos. A sua
flexibilidade, aliada a uma alta qualidade de RNA extraido quando bem executado, torna o
método competitivo frente a alternativas comerciais mais caras. A literatura cientifica, como
o estudo de Malik et al., (2019), fornece evidéncias que reforcam a eficacia e viabilidade

econdmica dessa técnica, destacando-a como uma alternativa eficaz para a extragdo de RNA
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em uma variedade de contextos de pesquisa. No entanto, a adequacao da técnica depende das
caracteristicas especificas da amostra, sendo importante avaliar as condi¢des ideais para cada
tipo de tecido ou organismo.

5 - CONCLUSAO

O método de extracdo com CTAB possibilitou a obtencdo de RNA de qualidade, com
a precipitacdo do RNA com cloreto de litio (LiCl), ao mesmo tempo em que disponibilizou
uma quantidade suficiente de RNA para viabilizar anélises moleculares subsequentes.

Os resultados obtidos neste estudo, dardo base para novas pesquisas, no que diz
respeito ao transcriptoma da mandioca, além de um maior conhecimento acerca do genoma
funcional dessa espécie. Ademais, os resultados também podem gerar inovacdes tecnologicas
de impacto, na cadeia produtiva de amiléceas, ja que este trabalho permitird estudos genéticos

sobre a mandioca, 0s quais poderdo ser usados no melhoramento de outras amilaceas.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Descricdo de todas as etapas do protocolo e das alteracOes realizadas para a extracdo de RNA dos

tecidos de mandioca.

Método CTAB com precipitagdo utilizando isopropanol:

A extracdo do RNA pelo método CTAB para raiz, caule e folha de mandioca foi
realizada de acordo com o protocolo descrito por Chang; Puryear e Cairney (1993), adaptado
para microtubos e com pequenas modificacdes. (GONCALVES, 2021; DAUDE, 2023)

1° etapa: adicionar 525 L do tampé&o de extracdo [2% (p/v) CTAB (brometo de cetiltrimetilaménio),
2% (p/v) PVP, 100 mM de Tris-HCL, 25 mM de EDTA, 20 mM de NaCl], 525 uL de TES (10 Mm
de TRIS-HCL Ph 7,5, 10 mM de EDTA ¢ 0,5% SDS) e 250 uL de B-mercaptoetanol para cada 100
ng de tecido vegetal;

2° etapa: incubar por 1 hora a 60°C em estufa a seco (exceto para as amostras de folhas) sendo
homogeneizadas a cada 10 min.

3° etapa: adicionar 450 pl de cloroférmio a amostra, que foi homogeneizada em vortex.

4° etapa: centrifugar a 14.000 rpm por 10 min a 4 °C.

5° etapa: transferir 600 pl para novos tubos Eppendorf.

6° etapa: adicionar 600 ul de cloroférmio.

7° etapa: homogeneizadas por vortex e centrifugadas novamente por a 14.000 rpm por 10
min a 4°C.

8° etapa: transferir 250 pl da fase aquosa superior de dois tubos de mesma repeticéo
(totalizando 500 pl de amostra) para novos tubos

9° etapa: adicionar 500 pL de isopropanol. seguido por uma incubagdo de 60 min a -20 °C.
10° etapa: centrifugar por 30 min/ 4 °C/13.800 rpm.

11° etapa: descartar sobrenadante e adicionar 800 ul de etanol 75% gelado nas amostras e
centrifugado por 8 min /4 °C/13.800 rpm.

12° etapa: descartar etanol e secar os pellets de RNA na estufa em 8 minutos a 37°C.

13° etapa: ressuspender os pellets em 20 pL de &gua livre de nucleases. As amostras foram

entdo armazenadas a -80 °C.
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Método CTAB com precipitacao utilizando cloreto de litio:

1° etapa: adicionar 900 pL do tampéo de extracdo [2% (p/v) CTAB (brometo de cetiltrimetilaménio),
2% (p/v) PVP, 100 mM de Tris-HCL, 25 mM de EDTA, 20 mM de NaCl] ¢ 100 uL de B-

mercaptoetanol para cada 100 ng de tecido vegetal;

2° etapa: homogeneizar as amostras em vértex (45s) e incubar por 20 minutos a 65 °C (banho maria),

com homogeneizacao das amostras a cada 10 minutos;

3° etapa: adicionar aos mesmos tubos da etapa 1, 800 L de cloroférmio e homogeneizar em vortex
(455);

4° etapa: centrifugar por 10 min a 4 °C em 14.000 RPM;

5° etapa: transferir 600pL de sobrenadante para um novo tubo eppendorf (2 mL). Adicionar 600 pL

de cloroférmio e homogeneizar em vortex (45s);
6° etapa: centrifugar por 10 min a 4 °C em 14.000 RPM;

7° etapa: transferir 400 pl da fase aquosa superior para novos tubos

8° etapa: adicionar 83 L de cloreto de litio a 12M (LiCl),

9° etapa: incubar de 60 min a -20 °C.

10° etapa: centrifugar por 30 min/4 °C/14.000 rpm.

11° etapa: descartar sobrenadante ficando somente o pellet de RNA,

12° etapa: adicionar 1 ml de cloreto de litio a 2,5M (LiCl), centrifugando novamente por 15
min/4 ° C/14.000 rpm.

13° etapa: adicionar 1000 pl de etanol 75% gelado nas amostras e centrifugar por 10 min /4
°C/14000 rpm.

14° etapa: descartar etanol, os pellets de RNA secos por aproximadamente 8 min em forno a
37° C.

15° etapa: ressuspender pellets em 20 pL de agua sem nuclease. As amostras foram entao

armazenadas a -80 ° C.
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Método trizol:

A extracdo de RNA com o método TRIzol foi realizada seguindo as recomendacdes
do manual do fabricante (Thermo Fisher Scientific/Invitrogen™).

1° etapa: 160 mg de material, macerado em nitrogénio liquido, foi adicionado a cada
microtubo.

2° etapa: Adicionou-se 1000 ul de TRIzol aos tubos contendo o tecido vegetal e
homogeneizou-se por vortex. O tubo foi entdo mantido na vertical dentro da capela por 10
minutos.

3° etapa: Apds isso, adicionou-se 200 pl de cloroférmio aos mesmos tubos e
homogeneizou-se por vortex.

4° etapa: Logo apds, as amostras foram incubadas em gelo por 5 min.

1° etapa: Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por 15 min a
4°C.

1° etapa: A fase aquosa (600 pl) foi transferida para um novo tubo, e 200 pL de
cloroférmio foi adicionado, seguido de homogeneizacao por vortex.

1° etapa: As amostras foram incubadas em gelo mais uma vez por 5 min e depois
centrifugadas a 14.000 rpm por 15 mina 4°C.

1° etapa: O sobrenadante (300 ul) foi transferido para novos tubos. A precipitacdo
do RNA foi realizada adicionando 250 pL de isopropanol para as amostras.

1° etapa: todas as amostras foram incubadas por 1 horaa -20 ° C.

1° etapa: As amostras foram entéo centrifugadas (30 min /4 ° C/ 14.000 rpm).

1° etapa: 0 sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado, com 1000 pl de etanol
75% gelado, seguido de centrifugacdo (8 min/ 4 ° C/14.000 rpm).

1° etapa: O RNA foi ressuspendido em 20 pL de agua livre de nuclease e as amostras

foram entdo armazenadas a -80 ° C.

Método Fenol Acido:

A extragdo do RNA com o Fenol Acido (Thermo Fisher Scientific/Invitrogen™). ,foi
realizada de acordo com o protocolo descrito por De Souza et al. (2021) com as seguintes

modificagdes.
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1° etapa: 160 mg de material, macerado em nitrogénio liquido, foi adicionado a cada
microtubo. Adicionou-se 750 pl de Fenol Acido aos tubos contendo o tecido vegetal e
homogeneizou-se por vortex.

2° etapa: adicionar 750 pl de TES (TRIS/EDTA/SDS) aos mesmos tubos, e
homogeneizou-se por vortex.

3° etapa: amostras foram incubadas em estufa a seco a 60° C por 1 hora, sendo
homogeneizadas a cada 10 minutos. Logo apés, foram incubadas em gelo por 5 minutos.

4° etapa: centrifugar a 14.000 rpm por 10 min a 4°C. A fase aquosa (600 pl) foi
transferida para um novo tubo e 600 pL de Fenol Acido foi adicionado, seguido de
homogeneizagdo por vortex.

5° etapa: As amostras foram incubadas em gelo mais uma vez por 5 min e depois
centrifugadas por 10 min/14.000 rpm/4°C.

6° etapa: O sobrenadante (500 ul) foi transferido para novos tubos e 500 pL de
cloroférmio gelado foram adicionados, ap6s homogeneizacdo, as amostras foram
centrifugadas (10 min / 4 ° C / 14.000 rpm). Ap6s a centrifugacdo, 250 pl do sobrenadante
foi transferido para novos tubos.

7° etapa: A precipitacdo do RNA foi realizada adicionando 250 pL de isopropanol
para as amostras.

8° etapa: Em seguida, todas as amostras foram incubadas por 1 horaa -20 ° C.

9° etapa: As amostras foram entdo centrifugadas (30 min /4 ° C/14.000 rpm),

10° etapa: 0 sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado, com 800 pl de etanol
75% gelado, seguido de centrifugacdo (8 min/ 4 ° C/14.000 rpm).

11° etapa: O RNA foi ressuspendido em 20 pL de agua livre de nuclease e as amostras

foram entdo armazenadas a -80 ° C.
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12° ou 10° etapa: descartar a mistura (isopropanol + amostra) e adicionar 800 pL de etanol (75%);

13° ou 11° etapa: centrifugar por 8 min a 4 °C em 14.000 RPM;

14° ou 12° etapa: descartar o etanol e deixar o pellet secar com a tampa aberta por 5 min a 37 °C;

15° ou 13° etapa: ressuspender o pellet em 20 uL de H20 comercial.
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Tabela 4- Resultados da pesquisa no banco de dados WEB OF SCIENCE, SCOPUS por artigos relacionados a selegéo dos protocolos de extracao
de RNA a serem avaliados na cultura da mandioca. utilizando as seguintes palavras-chave: “gene expression”, “RNA extraction”, “RT-
qPCR” e “cassava/Manihot esculenta”,

Title Year|Authors Journal Condiction Gene Tissue gR::grence Protocol
Genome-wide identification,
?L)J(Eg'zzsr:gra%?lgyirs]go,fa;r?]monium . Frontiers in plant Raizes, kit Plan_t Total RNA
2023 (Xiu et al. . AMT?2 caule, MeAMT?2 |Extraction (TIANGEN,
transporter 2 (AMT2) gene science .
o . folhas China, DP437
family in cassava (Manihot
esculenta crantz)
Genome-wide identification and
expression of_TIFY family in 2022|Zheng et al. Fr_ontlers in plant TIEY Raizes e EFla RNAprep Pure Kit
cassava (Manihot science folhas
esculenta Crantz)
Genome-wide identification and
expression analysis of .
. Baixa

ammonium transporter 1 concentragio Raizes
(AMTT) gene family in cassava. |5y, of o) 3 Biotech deCloretode |AMTL, AMT2  lcaulee |ACT  |[RNVAPlantPlus
(Manihot esculenta Crantz) and . Reagent

. - Amonio (6, 12, folhas.
functional analysis 24, 48)
of MeAMT1;1 in !
transgenic Arabidopsis
MeSPL9 attenuates drought
resistance by regulating JA 1,3 ; o o Theoretical and 1500 co0n IspLg Folhas |ACT  |CTAB
signaling and protectant Applied Genetics
metabolite contents in cassava
Suppressed expression of starch Plant molecular SBE1, SBE2a, Raiz Plant RNA Reagent
branching enzyme 1 and 2 2022|Utsumi et al. biolo - SBE2b, SBE2c, [tuberosa e [EFla (Thermo Fisher,
increases resistant starch and 9y SBE3 folhas Waltham, USA)
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amylose content and modifies
amylopectin structure in cassava

Genome-Wide Analysis of Hormonios:
Tubulin Gene Family in Cassava AlA, GA3,
and Expression of Family . ABA, MeJA; |TUB1, TUB2,..., i Trizol Reagent
Member FtsZ2-1 during Various 2021|Lietal. Plants Estresse até TUB23 Folhas |FtsZ2-1 (Invitrogen #15596026)
Stress abidtico: salino
e seca
Changes in transcript levels of Raizes
cassava superoxide dismutase Physiological and |(Infecgéo por inoculadas Fenol &4cido
and catalase during interaction  [2021|Callegari et al. Molecular Plant  [Phytopythium (SOD, CAT e Raizes |[TUB :cloroformo:alcohol
with Phytopythium sp. Pathology sp. nao isoamilico (24:24:1)
inoculadas
Resistance and susceptibility to . .
Xanthomonas phaseoli pv. Physiological and . CCCH Inwtrap_@ S_pm plant
manihotis in cassava: A 2020(Ramirez et al Molecular Plant |- PDDEXK-ike, Folhas  |zinc finger RNA minikit
. . o ) DSPP, NPF . (STRATEC, Berlin,
transcriptomic comparison (or Pathology protein
’ X GER)
two sides of the same coin)
Genetic and physiological MsClIpB1,
analysis of early drought MsHSP70,
response in Manihot esculenta . . MsHSP17.6a,
and its wild relative 2020(Morgante et al. Acta Physiologiae |Estresse de MsHSP17.6b, Folhas G3PDH, CTAB
Plantarum seca ACT
MsHSP23.5-
MITO, MsAGL11,
MsZf-C2H2.
Variation in transcriptional
Eirg:;:ﬁfh(;{if:agrjgizoilr? Indonesian 2020lWahvuni et al :Earptr::;:; wertes: ii\gacllf\t::sbo, Raizes EE1a CTAB
yellow- and white-fleshed y ' Environmental ' ' tuberosas
. : BCH1
tuberous root cassava (Manihot Science
esculenta Crantz) accessions
A Cassava CPRF-2-like bZIP
Transcription Fact_or Showed 2020 |Pontes et al. Protein & Peptide Exposicio a luz|bZIP, CHS Raizes e TUB CTAB
Increased Transcript Levels Letters folhas

during Light Treatment
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Genome-wide identification of SPL, MYB, ARF, Folhas
miRNAs targets involved in cold Plant Omics NAC, HD-ZIP, OVers e ACT e RNA Plant kit
response in cassava 2020|Li et al. Journal Estresse de frio JAGO, SCL, AP2, Jai ice uU6- (OMEGA)
TCP, TIR, AFB, F- cgulinar SNnRNA
box, APS, GRF
Agrobacterium-Mediated Gene ional
Transient Overexpression and | !nterne;tlona Ih .
Tobacco Rattle Virus (TRV)- 2019|Zeng et al. journal of _ - GFP, GUS, PDS  |Folhas EFla RNAprep Pure Kit
S molecular scienses
Based Gene Silencing in Cassava
Identification and expression of .
genes in response to cassava 2018{Tappiban et al. Journa}l of Applied |_ BRIL, CNG, UPFL, Folhas EFla CTAB
. R . Genetics ATG
bacterial blight infection
Estudio de la expresion de genes
que codifican para putativas Acta bioldgica Infeccéo HK2, Fenol
proteinas pr en yuca (Manihot 2018|Herrera et al. colombiana bacteriana PR Caule TUB acido:Cloroférmio
esculenta Crantz)
Genome-Wide Identification,
. . . STP (30
Expression, and Functional International diasde  IRNAplant Plus reagent
Analysis of the Sugar 2018|Liu et al. journal of - STP Raizes VAP X g
N . cresc. - |(Tiangen, China)
Transporter Gene Family in molecular scienses raiz)
Cassava (Manihot esculenta)
Novel Bioengineered Cassava
Expressing an Archaeal Starch
Degradation System and a . L a-amylase, .
! Ligaba-Osena et |Frontiers in plant amylopullulanase, |Raizes Spectrum Plant Total

Bacterial ADP-Glucose 2018 ; . TUB s

al. science S. solfataricus tuberosas RNA Kit (Sigma)
Pyrophosphorylase for Starch lucoamvlase
Self-Digestibility and Yield g y
Increase
RAV transcription factors are AxyPrep™
essential for disease resistance Multisource Total RNA
against cassava bacterial blight . Journal of pineal Miniprep Kit
via activation of melatonin 2017 Wei etal. research RAV Folhas EFla (AYXGEN-09113KD1,
biosynthesis genes AY XGEN, Santa

Clara, CA, USA)

Phylogeny and expression . . . Folhas Plant RNA kit
pattern analysis of TCP 2017 |Lei et al. scientific reports  |Frio e seca TCP jovens ACT (OMEGA)
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transcription factors in cassava
seedlings exposed to cold and/or
drought stress

Expression patterns of members Raizes,
of the ethylene signaling-related Estresse de raizes
gene families in response to 2017|Ren et al. PLOS ONE desi x ERF tuberosas, |[ACT CTAB
dehydration stresses in cassava esidratagdo caule e
Y/
folhas
Snedn(e)%(arevs\/slgoencggg(l::ﬁglé?:t:gg— Frio, Raizes e RNA plant reagent kits
. . .. |2017|Ding et al. PLOS ONE salinidade, e  |HD-Zip (Tiangen Company,
Zip gene family related to abiotic ABA folhas Beiiing. Chi
. jing, China)
stress in cassava
Molecular diversity analysis, Manes.02G009300,
drought related marker-traits Manes.02G062400,
association mapping and Manes.02G 124800,
discovery of excellent alleles for Manes.03G053400,
100-day old plants by EST-SSRs Manes.03G182700,
in cassava germplasms (Manihot Manes.05G015700,
esculenta Cranz) Manes.05G026900,
Manes.05G090000,
Manes.06G045100,
Manes.06G062400,
Manes.07G029200,
Estresse de Manes.07G117400, Raizes e .
2017(Wang et al. PLOS ONE alagamento Manes.08G095800, folhas ACT RNAprep Pure Kit
Manes.09G068800,
Manes.10G078800,
Manes.11G145300,
Manes.12G005000,
Manes.12G129800,
Manes.13G013400,
Manes.13G127100,
Manes.15G011300,
Manes.15G 145900,
Manes.15G 163900,

Manes.17G056100.
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Validation of Reference Genes
for Relative Quantitative Gene
Expression Studies in Cassava
(Manihot esculenta Crantz) by
Using Quantitative Real-Time
PCR

26 genes: TUB,
PP2A, UBQ10,
ACT, SAND,
TIP41-like,
AT4G26410.1,
AT4G33380.1,

CACS, PPR,

EMP70, 26S

proteasome, HDH,

Acyl-CoA- Raizes

Frontiers in plant  |[Estresse de Binding, tuberosas, .
2016/Hu etal. science P seca ATlGlgO430.1, caule e RNAprep Pure Kit

AT1G20270.1, folhas

AT1G43690.1,

AT4G33890.1,

AT3G62870.1,

AT2G05840.1,

AT3G48440.1,

AT1G17880.1,

AT5G66810.1,

AT1G07540.1,

AT2G47330.1
Genome-Wide Identification and Raizes
Expression Analysis of the . Frontiers in plant  |Estresse de tuberosas, |TUB, RNeasy extraction kit
WRKY Gene Family in Cassava 2016|Wei et al. science seca WRKY caulee |EFla (TIANGEN, China)

folhas
Mole_culqr cloning, subcel_lula_r RNeasy® Plant Mini
localization and characterization Journal of Plant Folhas e kit (Qiagen) e Concert
of two adenylate kinases from  [2016|Boonrueng et al. . - ADK1 e ADK2 . TUB
. Physiology raizes Plant RNA Reagent
cassava, Manihot esculenta (Invitrogen)
Crantz cv. KU50 '
Natural variation in expression
of genes associated with
car%tenoid biosynthesis and BMC Plant PSY, PDS, Raizes
L 2016|Carvalho et al. . - CRTISO, BCH, 18S Phenol-chloroform

accumulation in cassava Biology tuberosas

(Manihot esculenta Crantz)
storage root

LYCb, and NXS
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Faithful transmission and Journal of Raizes
expression of transgenes via Opabode & Biotechnology, primarias, Qiagen Plant RNA
somatic embryos of transgenic {2016 Aﬁin emiiu Computational - GUS Caule, Extraction Kit (Qiagen
cassava plants at the sixth cycle yeml) Biology and peciolo e Inc.)
of vegetative propagation Bionanotechnology folhas
Cassava (Manihot esculenta)
transcriptome analysis in Infeccio por
response to mfegtlon by the 2016 |Utsumi et al. Journal of Plant Collefotrichum IPR Folhas  |EF1a RNeasy Plant Mini kit
fungus Colletotrichum Research loeosnorioides (QIAGEN)
gloeosporioides using an g P
oligonucleotide-DNA microarray
Factors influencing somatic
embryogenesis, regeneration, Producio de Raizes,
and Agroba_cterlum—medlated 2015|Nyaboga et al. Fr_ontlers in plant calos gusA caule, PP2A RNeasy plant mini kit
transformation of cassava science embrioganicos folhas e

anihot esculenta Crantz calos
(Manihot esculenta Crantz) g |
cultivar TME14
Genome-Wide Identification,
Expression, and Activity
Analysis of Alkaline/Neutral Plant molecular Folhas e RNAplant Plus reagent
Invertase Gene Family from 2015|Yao etal. biology nINV flores b-TUB (TianGen, China)
Cassava (Manihot esculenta
Crantz)
Evaluacion de la expresion de Isoamilase,
genes implicados en la ACTA Pululanase, o- Raizes fenol acido (pH
biosintesis de almidén en 2015(Sierra et al. BIOLOGICA - Amilase, AGPase, tUbErosas TUB 4.3):cloroformo:alcohol
diferentes variedades de yuca COLOMBIANA SBE, GBSS, SSS, isoamilico (24:24:1)

DPE

Gene expression of beta carotene .
genes in transgenic biofortified [2015|Telengechetal. |3 Biotech - rllj>'c(lsl crtB and ]E;?LZ;SS ¢ Eggil;iuler (Dlzlélgasgorta protocol
cassava P
Isolation and characterization of Raizes RNA plant plus reagent
a C-repeat binding factor (CBF)- 2014|Li et al Acta Physiologiae | CBE-like caule ' ACT (TIANGEN) and
like gene in cassava (Manihot ' Plantarum folhaé TRIzol-Mate
esculenta Crantz) (TIANDZ)
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Molecular cloning and
characterization of a cassava

Estresse de

translationally controlled tumor (2014 |Brigida et al. Molecular biology salinidade TCTP Folhas |TUB Fenol:Cloroférmio
protein gene potentially related
to salt stress response
Physiological and molecular ZFP, ATTF,
characterization of drought ALDH, MSD, CR:ZQCeEI:tt Té:?;lsl\lﬁ‘
responses and identification of  |2013|Turyagyenda et al. |[AOB plants - GE3, GBF32, Folhas |ACT numgber 12322_312_
candidate tolerance genes in GF14, RD282, Invitrogen) '
cassava MYC2, VAP,
Molecular cloning and
characterization of a novel RING Estresse de Raizes e Fenol-Cloroférmio e
zinc-finger protein gene up- 2012|Reis et al. Mol Biol Rep salinidade in  |RZF folhas TUB CTAé
regulated under in vitro salt vitro
stress in cassava
Transcriptome profiling of low AP2, SSI2,
temperature treated cassava ACD, MAPK4,
apical shoots showed dynamic PERK1, HSP18.2,
responses of tropical plant to BET-V-1, CHIT,
cold stress MEE14, MLP31, Brotos
MLP34, MLP423, raizes '
JMT, KCS, CAT2, fibrosas
HSP17.4, TCH2, folhas '
_ _ ETI\II:(ZBIZAZAI(D;Z? maduras, Plan_t RNA Reagent
2012|An et al. BMC Genomics |estresse de frio GSTU1L9 ’UGT, caule ACT (Invitrogen,
MYB. CIIPK25,' maduro, Cat.N0.12322-02)
ELF4 GA2oxg, |10N3S
UBES3, PRR5, JOV?”S ¢
SIGB, UBQ, zN, |[22W€s
Prx72, ATG18,  OV€M®
LOC100359392,
ABF3, CC-NBS-
LRR
Levels of MeLEA3, a cDNA Plant molecular  |Estresse de Raizes e Fenol:Cloroférmio e
Sequence Coding for an Atypical 2011(Costa et al. biology salinidade LEA folhas TUB CTAB
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Late Embryogenesis Abundant
Protein in Cassava, Increase
Under In Vitro Salt Stress
Treatment

Reference genes for reliable

otyvirus quantitation in cassava Journal of Infeccdo viral PP2A, UBQIO, Raizes,  PP2A,
potyvirus q 2011|Moreno et al. Virological ¢ VATPs, GTPb,  |folhase |UBQ10, |CTAB
and analysis of Cassava brown (Potyvirus)
. ; L Methods ClpA caule GTPb
streak virus load in host varieties
Molecular characterization of Raizes
two genes encoding plastidic fibrosas,
ATP/ADP transport proteins in 2009|Yuen et al. Biologia plantarum|- AATP raizes EFla Fenol:Cloroférmio
cassava tuberosas,
caule e
folhas
Quantitative analysis of . Cultura SV 96 Total RNA
transgenes in cassava plants In Vitro simbidtica GUSplus, hptll Isolation System
NSGenes | P 2009 Beltran et al. Cell.Dev.Biol - : PUS, MPUL Irolhas  [18s 4 .
using real-time PCR technology (Agrobacterium|(G3pdh (Promega Corporation,
Plant - .
tumefaciens) Madison, WI)
Isolation and characterization of . . phenol/chloroform-
an alpha-amylase gene in 2005 Tangphatsornruang|Plant I_:>hy3|olpgy GAe ':D’AP amy2 Raizes ACT based extraction
- et al. and Biochemistry |(hormdnios) tuberosas o
cassava (Manihot esculenta) (modificado)
Molecular characterization of a
cDNA encoding copper/zinc . .
superoxide dismutase from 2005(Shin et al. Plant I_:>hy5|olpgy In vitro +2,4D mSOD?2 C}Jltura de ACT LiCl method
. and Biochemistry |+ escuro células
cultured cells of Manihot
esculenta
Genomic Organization and Archives of Tri Reagent (Sigma)
Structure of a-Hydroxynitrile - . Folhas  |casb, baseado no método de
. . 1998 |Hughes et al. biochemistry and |- HNL . . i
Lyase in Cassava (Manihot biophysics jovens EFla Chomezynski e Sacchi

esculenta Crantz)

(1987)
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