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RESUMO

BARROS, N. E. F. de. Diversidade genética em cultivares de mandioca (Manihot
esculenta) da Regiao Amazénica, padrées de atividade amilolitica e expressao
génica de a-amilase. Sao Paulo, 2011. Tese (doutorado em Ciéncia dos Alimentos)
- Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo,
2011.

A mandioca (Manihot esculenta Crantz), apesar de ser muito cultivada e consumida
no pais, € uma planta da qual se conhece pouco sobre caracteristicas intrinsecas do
vegetal e as transformagdes bioquimicas que ocorrem em suas raizes tuberosas. Os
tracos fenotipicos das raizes foram usados para classificagcbes empiricas, mas o
emprego de técnicas de biologia molecular ainda é pouco utilizado para mostrar
novos marcadores moleculares que poderiam identificar, além de tracos
agronémicos, fatores nutricionais, sensoriais e de qualidade que afetam essas raizes
comestiveis. A participacdo de enzimas enddgenas, como a a-amilase, pode estar
relacionada com o processo de deterioragdo poés-colheita, no caso, fornecendo
energia para o desenvolvimento microbiano. Os objetivos do presente trabalho foram
avaliar a diversidade genética entre cultivares de mandioca, as expressdes génicas
de a-amilase e da amido-sintase ligada ao granulo, e a atividade amilolitica total.
Amostras de variedades de mandioca, consideradas doce, foram coletadas nas
reservas indigenas de Juruti e Caxiuana, PA, e mantidas na Embrapa Agrobiologia
(Seropédica, RJ). Para as analises de diversidade genética, foi extraido o DNA de
folnas de 30 amostras e utilizado como molde em PCR-RAPD, a partir de 20
oligonucleotideos do conjunto Operon W. Os amplicons foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose e fotodocumentados. Os padrdes obtidos por PCR-
RAPD foram agrupados através de coeficiente de Pearson e expressos sob
dendograma. As analises por RAPD, utilizando o oligonucleotideo OPW-12,
permitiram a distingdo das variedades e demonstraram alto grau de similaridade
genética entre as amostras de mandioca avaliadas, permitindo a identificagao de trés
grupos. Nestes grupos, estédo distribuidas 28 das 30 amostras analisadas, com 75%
de similaridade genética entre elas. Paralelamente, amostras de raizes das 30
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variedades de mandioca foram empregadas em ensaios de determinagcdo da
atividade amilasica, sendo observada ampla variacdo entre as variedades.
Igualmente, para os estudos de expressdo génica da a-amilase e GBSS/, o RNA
total foi extraido a partir das raizes de 30 amostras de mandioca, e utilizado como
molde na obtencao de c-DNA e posterior amplificacdo por RT-PCR em tempo real. A
analise da expressao relativa demonstrou discreta variagdo entre as amostras
analisadas. Entretanto, somente a amostra 19 (variedade Acgai-Tinga) apresentou
variagao expressiva na quantificagao relativa (3,18) para MEAMY, e as amostras 19
(variedade Acai-Tinga) e 29 (Jabuti) apresentaram variagdo expressiva na

quantificacao relativa de GBSS/ (4,13 e 2,58 respectivamente).



ABSTRACT

BARROS, N. E. F. de. Diversidade genética em cultivares de mandioca (Manihot
esculenta) da Regiao Amazénica, padrées de atividade amilolitica e expressao
génica de a-amilase. Sao Paulo, 2011. Tese (doutorado em Ciéncia dos Alimentos)
- Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo,
2011.

Cassava (Manihot esculenta Crantz) is a worldwide important crop, but some intrinsic
feature of this plant remained unclear. Phenotypic characteristics of the roots of
cassava are still used to classified them in spite of molecular biology technics to
identify agronomic traits, nutritional factors, quality and sensorial parameters of the
eatable parts of this plant. Endogenous enzymes, like a -amylase, may be involved
on the deteriorative process after harvest by the release of sugars to the microbial
proliferation into the roots. The objectives of this study were to use a RAPD assay to
identify some DNA variations within and between cassava varieties, expression of a-
amylase and granule-bound starch synthase gene, as well as amylolitic activity in the
roots. Several cassava accessions were collected from indigenous community
Caxiuanad and Juruti, state of Para. The cultivars were grown in EMBRAPA
Agrobiologia, state of Rio de Janeiro. Thirty cassava accessions were sampled to
prepare DNA templates from cassava leaf. RAPD was performed using twenty
commercial primers OPW, and the amplified DNAs for each sample were run in
agarose gel. RAPD patterns were grouped following Pearson’s coefficient, used to
construct a dendogram. RAPD-PCR with primer OPW-12 showed that most varieties
of this work showed a very similar fingerprint pattern, indicating that they were likely
related. Twenty eight from 30 cassava cultivars analyzed presented more closely
genotype, and were distributed into three groups by dendogram. These groups
showed similarity coefficient of 75%. Amylolytic activity was determined by
quantification of the amount of reducing sugars released during enzymatic reaction
with aqueous extract from cassava roots, and variations were observed among

cultivars. The evaluation of gene expression showed a-amylase and granule-bound
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starch synthase genes have been shown to be differentially expressed in some
cultivars, with higher expression of MEAMY gene on sample 19, Agai-Tinga variety,

and the same sample 19 and 29, Jabuty variety, for GGSS/ gene.
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1 INTRODUCAO

Os produtos a base de raizes de mandioca sao alimentos muito consumidos
no Brasil, pois a planta é facilmente cultivada, economicamente acessivel a maioria
da populacdo, e uma fonte rica em energia devido a alta concentracdo de
carboidratos (BOOTH, 1996). De acordo com dados da FAO, o Brasil € um dos cinco
maiores produtores mundiais de mandioca, ao lado da Nigéria, Thailandia,
Indonésia, e Republica Democrética do Congo (FOOD AND AGRICULTURAL
ORGANIZATION, 2010a). Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (2010), a producéo brasileira de mandioca relativa a safra de 2009 foi de
aproximadamente 26 milhdes de toneladas, ocupando uma area de 1,8 milhdes de
hectares, destacando o pais como um dos principais produtores mundiais.

No mercado interno, o produto mais popular da mandioca é a farinha,
consumida sob varias formas. O amido ou fécula de mandioca, devido a suas
carateristicas reoldgicas, de alta viscosidade e gel transparente, bem como ao baixo
teor de proteinas e a auséncia de lipideos, € muito usado na formulacdo de
alimentos infantis e misturas semi-prontas, como agente geleificante e espessante. A
farinha de mandioca tem sido usada também na formulacdo de alimentos destinados
a pessoas gue apresentam doenca celiaca.

Sabe-se que apoOs a colheita o periodo de armazenamento é muito curto,
cerca de uma semana, devido a acdo microbiana e de enzimas enddgenas
(HAGENIMANA et al., 1994). Nesse ultimo caso, as enzimas a e  amilase podem
estar relacionadas com este processo, através da liberacdo de carboidratos de baixo
peso molecular, fornecendo energia para o desenvolvimento microbiano.

Para melhor utilizacdo das raizes, com reducdo de perdas e aumento da
producédo de farinha, ha grande necessidade de se compreender os mecanismos de
deterioracdo das raizes de mandioca. Esse conhecimento possibilitaria desenvolver
estratégias de controle da acdo destas e de outras enzimas amiloliticas, através de
estudos bioquimicos e moleculares, podendo gerar tecnologia, beneficiar pequenos
e médios produtores, e melhorar a qualidade dos derivados obtidos industrialmente.

Como exemplos, podem-se citar enzimas amiloliticas identificadas e caracterizadas
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nas raizes, bem como 0s genes que as codificam (VEIGA, 2002; PASCUAL, 2005;
TANGPHATSORNRUANG et al., 2005).

Paralelamente, diversas estratégias vém sendo avaliadas objetivando
sustentar a producdo de mandioca. Estudos de melhoramento genético das raizes
de mandioca permitem aumentar a resisténcia a pestes e doencas, associando
controles efetivos de manejo e de ac¢fes bioldégicas. Em tempos de valorizacdo do
desenvolvimento sustentavel e preservacdo de recursos naturais, tais achados
cientificos favorecem a producéo agroindustrial de mandioca, através da obtencao
de etanol a partir de residuos como o farelo de mandioca, e seu emprego em
reformadores que geram hidrogénio para células a combustivel (OLIVEIRA et al.,
2008).

Em complemento a essas pesquisas, a EMBRAPA esta desenvolvendo um
projeto na Regido Norte para obtencdo de novas variedades com caracteristicas
distintas das atuais variedades. Para avaliar o teor de acucares, foram coletados
cem cultivares de mandioca com caracteristicas agronémicas pouco conhecidas, em
comunidades indigenas na regido Amazonica (Para, Brasil). Diversas amostras entre
estas variedades de mandioca apresentaram altos niveis de acucares, 0 que permite
sua utilizacdo na obtencdo de concentrados de glicose e frutose, amido seroso,
amido soluvel, e producao de etanol, além de seu consumo direto como alimento. A
presenca de mono e oligossacarides pode ser indicio de rota alternativa aos estudos
voltados a compreensédo dos processos de degradacdo do amido (EL-SHARKAWY,
2004).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1MANDIOCA

A mandioca, Manihot esculenta (Figura 1), também conhecida como aipim e
macaxeira, € uma planta que apresenta alta deposicéo e reserva de amido em suas
raizes, com teores que variam de 20 a 40% em peso Umido, baixo teor protéico
(menor que 1%) e pobre em vitaminas. A raiz de mandioca esta presente na dieta de
cerca de 600 milhdes de pessoas, sobretudo nos paises em desenvolvimento. A
producdo mundial é de quase 233 milhdes de toneladas/ano, com &rea cultivada de
mais de 18 milhdes de hectares (FAO, 2010b). Grande parte dessa producdo €
destinada a alimentacdo humana, através do consumo in natura e sob a forma de
farinha. A raiz é utilizada também na alimentacédo animal, em industrias de amido e
de produtos quimicos, bem como ingrediente, na forma de matéria-prima, em
inimeras formulacdes de alimentos industrializados (FAUQUET; TAYLOR, 2002).

Figura 1 — Uma das raizes de mandioca brava utilizadas neste estudo.



Mais de 70% do cultivo de mandioca € desenvolvido nas regides tropicais e
subtropicais, entre os paralelos 30°N e 30°S da Africa, América Latina e Asia. As
variedades de mandioca originarias da América do Sul foram domesticadas ha mais
de 5000 anos a partir da planta ancestral selvagem M. esculenta ssp. Flabellifolia. A
selecdo durante a domesticacdo permitiu grandes alteracBes fisioldgicas e
bioguimicas que distinguem a mandioca atual dos seus genitores. Além disso,
encontra-se grande diversidade genética e morfolégica entre variedades de
mandioca, o que reflete seu potencial evolutivo (JANSSON et al., 2009).

As culturas de mandioca séo consideradas chave nos sistemas itinerantes
existentes no Brasil, por véarias razdes: 1) ha consenso que a mandioca foi
domesticada nas terras baixas e quentes das Américas; 2) a relacdo da cultura com
0S poVvosS aqui existentes é muito antiga e a passagem do estado selvagem para o
estado domesticado esta permeada por uma ampla variedade de técnicas agricolas;
3) existéncia de um grande numero de variedades locais.

A mandioca é frequentemente cultivada em rocas de agricultura autoctone por
apresentar bom desenvolvimento em solos pobres, resisténcia a pragas e doencgas e
adaptacdo em diferentes regibes edafoclimaticas. A agricultura autéctone ou
agricultura tradicional € um termo utilizado na literatura para designar o sistema
agricola cujas bases técnicas reportam ao Brasil pré-colonial, mantida pelas
populacdes indigenas remanescentes e populacbes que assimilaram a técnica
transmitida culturalmente por seus antepassados. Essas técnicas vao sendo
adaptadas aos ecossistemas das regides onde sao praticadas (FARALDO et al.,
2000).

A mandioca, ao longo do tempo, vem sendo propagada vegetativamente pela
interferéncia humana, contudo manteve a reproducdo sexuada ativa, promovendo a
amplificacdo da variabilidade genética, o que permite selecionar genétipos de maior
importancia agronémica (SILVA et al., 2001). Isto favorece o surgimento de
variabilidade em rocas itinerantes, pois possibilita o cruzamento entre variedades
diferentes, permite autofecundacdo e cruzamentos entre espécies do mesmo
género. Nas condi¢cdes de cultivo itinerante, isso faz com que 0S processos
geradores de variabilidade estejam sob influéncia tanto de processos de selecédo
artificial como processos de selecao natural, fazendo com que a espécie esteja sob
continua dindmica evolutiva (PERONI et al., 1999).

A planta pertence a familia botanica Euphorbiaceae e possui um grande



namero de espécies. Antigamente, a mandioca era a designacao para duas espécies
do género Manihot, sendo elas Manihot utilissima Phol e Manihot palmata,
baseando-se na presenca de altos ou baixos niveis de cianetos (brava e mansa),
respectivamente. Recentemente, ambas as classes de mandioca brava e mansa
foram classificadas como sendo da mesma espécie Manihot esculenta
(BREUNINGER; PIYACHOMKWAN; SRIROTH, 2009). A planta é um arbusto
perene, com raizes tuberosas de formato variado e em nimero de 5 a 10 tubérculos,
podendo medir até 50 cm de comprimento. Cada raiz possui uma camada resistente
de epiderme, rugosa, de cor marrom, seguindo-se uma camada cortical, facilmente
descascavel. A parte carnosa é descrita como branca ou ligeiramente amarelada,
tendo no seu centro uma espécie de cordao fibroso (Figura 2). O caule é ereto, de
cor cinza ou pardo-amarelada, e as folhas sdo simples, com 5 a 7 l6bulos, com
flores unissexuadas masculinas, e fruto com 3 sementes tricoca (ADETAN;
ADEKOYA; ALUKO, 2003; BRAGA, 1985).
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Figura 2 — Aspectos morfolégicos da raiz de mandioca; A — morfologia geral,

B — corte transversal.
Fonte: adaptada de ADETAN, ADEKOYA e ALUKO, 2003.

A raiz € composta basicamente por carboidratos, pobre em proteinas e
lipideos, e contém vitamina C, carotendides, calcio e potassio. A Tabela 1 revela as

caracteristicas de composicao centesimal, minerais e vitaminas.



Tabela 1 — Composic¢éo nutricional de mandioca crua, por 100 gramas de parte

comestivel: centesimal, minerais e vitaminas.

TBCAUSP! TACO?

Umidade (%) 62,98 61,8
Energia (kcal) 133 151
Proteina (g) 1,3 1,1
Lipideos () 0,28 0,3
Carboidratos (g) 33,86 36,2
Fibra alimentar (g) 2,44 19
Cinzas (g) 1,58 0,6
Célcio (mg) - 15
Magnésio (mg) - 44
Manganés (mg) - 0,05
Fosforo (mg) - 29
Ferro (mg) - 0,3
Sadio (mg) 2
Potassio (mg) - 208
Cobre (mg) - 0,07
Zinco (mg) - 0,2
Retinol (ug) - -
Tiamina (mg) - TR
Riboflavina (mg) - TR
Piridoxina (mg) - 0,04
Niacina (mg) - *
Vitamina C (mg) - 16,5

Legenda: TR: tracos.
1 -Universidade de Sao Paulo, 2010; 2 -NEPA-UNICAMP, 2006;

Os cultivares de mandioca podem ser conservados no solo por anos, mas
suas raizes sdo extremamente pereciveis, pois uma vez colhidas, devem ser
processadas rapidamente para prevenir sua deterioracdo. Em diversas variedades a
capacidade de armazenamento é observada entre 5 a 7 dias (PUONTI-KAERLAS,
1998). A deterioracdo da mandioca apds a colheita € iniciada pela combinacédo de
fatores fisioldgicos, enzimaticos e oxidativos, seguidos por reacdes desencadeadas
pelo crescimento microbiano (BUSCHMANN et al., 2000).

Pesquisadores da EMBRAPA identificaram recentemente variedades de



mandioca que apresentam altos teores de glicose, cerca de 10 vezes maior aos
teores encontrados nas variedades comerciais, portanto sendo inadequadas para
producéo de farinha devido ao reduzido conteudo de amido encontrado nas raizes,
mas abririam a possibilidade de novos usos como alimento. As hipGteses aventadas
para estas variedades sdo de que poderia ocorrer a inibicdo da expressdo de
algumas enzimas de sintese de amido, ou ainda a indugéo da expressao de enzimas
envolvidas na degradacdo do amido, jA que o tipo e a quantidade de amido de
reserva nas raizes sdo determinados pelas especificidades nos processos de
sintese e degradacdo. Assim, este material poderia ser usado como referéncia para
desenvolver métodos focados na correlacdo da expressdo de enzimas de

degradacdo e teores de agucares presentes.

2.2COMPOSICAO E UTILIZACAO DO AMIDO

O amido € um polissacarideo constituido por unidades de glicose interligadas
entre si através de uma molécula de oxigénio (ligacdo glicosidica), conforme
representado na Figura 3. E o principal material de reserva de plantas em sementes,
tubérculos, raizes, bulbos e rizomas e a principal fonte de energia na nutricao
animal. Na alimentacdo humana, o amido é considerado o macronutriente majoritario
nas dietas das populacbes, sendo constituinte de uma grande variedade de
produtos, e responsavel pela textura e consisténcia dos alimentos industrializados e
preparacoes culinarias. Entre as matérias-primas para sua extracdo destacam-se as
raizes e tubérculos, como a mandioca e a batata, e os cereais como milho, trigo e
arroz (FRANCO et al., 2002).



(A)

(B)

Figura 3 — Representacdo esquematica de mondémeros de glicose unidos por ligacao

glicosidica a-1-4 (A) e por ligacéo a-1-6 (B).

Os carboidratos sdo as biomoléculas mais abundantes na natureza, pela
conversdo de CO; e H,0, através da fotossintese, e a oxidacéo dos carboidratos é a
principal via metabdlica fornecedora de energia para a maioria das células nao
fotossintéticas. As moléculas de amido sao altamente hidratadas, pela presenca de
grupos hidroxila expostos, e pela capacidade de estabelecer ligac6es do tipo pontes
de hidrogénio com a agua.

Nos vegetais, 0 amido encontra-se em pequenos granulos, de caracteristicas
peculiares a cada espécie, embora todos contenham estrutura e caracteristicas
semelhantes, como o hilo, que é o ponto de nucleagdo em torno do qual o granulo
se desenvolve (MYERS et al., 2000). Os granulos de amido apresentam diametro
variando de 0,1 a 50 um, e sao constituidos por duas fracdes distintas de

polissacarideos: amilose e amilopectina (BALL; MORREL, 2003).



® (1-14 linked D-glucose
& (i-1,4,6 D-glucose branchpoints

Amylopectin model structure

Figura 4 — Representacdo molecular (A) e estrutural (B) de amilopectina com

ramificacfes a partir de ligacbes a-1-4.
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A amilopectina é composta por uma longa cadeia ramificada, que apresenta
aproximadamente a cada 30 ligacdes a-1,4 uma ligacdo a-1,6 (Figura 4). Seu peso
molecular é da ordem de (50-500) x 10° Da, e o comprimento das ramificacbes é
variavel, geralmente estando entre 20 a 30 unidades de glicose (SURMELY et al.,
2002). Na amilose o mon6mero de glicose se repete cerca de 6000 vezes. Trata-se
de um polissacarideo linear constituido por residuos de D-glicose unidos por

ligacBes a-1,4 e possui um peso molecular que varia de 10° a 10° Da (Figura 5).

Figura 5 — Representacao estrutural de fragmento da amilose

Tais macromoléculas contém regides cristalinas e amorfas em camadas
alternadas, conferindo ao amido um carater semicristalino, com regides cristalinas e
ordenadas onde se concentra a amilopectina. As ramificacbes agrupadas de
amilopectina apresentam-se como duplas hélices empacotadas, formando lamelas
cristalinas (Figura 6).

O armazenamento de amido sob a forma de granulos é um processo
conveniente para a planta, uma vez que € uma fonte insolavel de energia, a qual
pode ser gradualmente tornada aproveitavel através da acdo enzimatica, sem
aumentar a pressdo osmotica. Os depdsitos de amido podem ser transitorios ou
permanentes. O transitorio ocorre nas folhas onde ele é acumulado durante o dia, e
€ parcialmente desdobrado e transportado em forma de acuUcares mais simples a
outras partes da planta, durante a noite. Os depdsitos permanentes ocorrem nos

orgaos de reserva, como € o caso dos grados de cereais e tubérculos, podendo
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ocorrer também no caule e nas células imaturas préximas da zona de crescimento

(FRANCO et al., 2002).
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/

Figura 6 — Representacéo da estrutura do granulo de amido e seus niveis de

organizacao molecular interna amilose e amilopectina (GALLANT et al., 1997,

BULEON, 1998).

O amido é passivel de modificacbes quimicas e bioquimicas, que permitem o

melhoramento de suas propriedades funcionais, e ampliacdo de suas aplicacdes

industriais. O amido e os amidos modificados apresentam numerosos empregos tais

como adesivo, ligante, formador de peliculas, reforcador de espuma, agente

gelificante e vitrificante, agente retentor de umidade, estabilizante, texturizante, e

espessante (SMITH, A.; ZEEMAN; SMITH, C., 2005).

As diferencas na relacdo amilose-amilopectina, de fontes vegetais distintas,

levam a distintas formas de estrutura granular, de propriedades fisico-quimicas e de
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gualidade dos produtos finais (VAN HUNG; MAEDA; MORITA, 2006). Tais
caracteristicas sdo também influenciadas pela variabilidade da fonte vegetal e de
suas condi¢des de cultivo. Amidos chamados de serosos, ou waxy, contém menos
de 15 % de amilose, sendo que amidos normais apresentam entre 20 - 30% de
amilose, enquanto os com mais do que 40 % sdo amidos de elevado contetdo de
amilose (TESTER; KARKALAS; QI, 2004; CORRADINI et al.,, 2005). Muta¢bes
influenciando a biossintese do amido podem afetar drasticamente a quantidade de
moléculas de amilose e amilopectina no granulo de amido (WANG; BOGRACHEVA,;
HEDLEY, 1998). Assim, amidos de alguns genétipos mutantes de amidos de milho,
cevada, arroz e trigo, contém um elevado teor de amilose (com mais de 70 %) ou um
elevado contetdo de amilopectina (99-100 %) (VAN HUNG; MAEDA; MORITA,
2006). Recentemente e apés longo tramite em 6rgéos regulatérios, a Unido Europeia
liberou o plantio de uma cultivar de batata geneticamente modificada, Amflora®, com
alto contetudo de amilopectina, destinada exclusivamente para fins industriais e de
uso proibido em alimentos (EFSA, 2005, disponivel em
http://www.efsa.europa.eu/en/efsajournal/doc/323.pdf). A Tabela 2 exemplifica alguns

desses tipos de amido destinados a industrializacdo, com suas caracteristicas

funcionais.


http://www.efsa.europa.eu/en/efsajournal/doc/323.pdf
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Tabela 2 — Propriedades gerais de alguns granulos de amido

Amido de Amido de milho Amido de Amido de

milho comum Ceroso batata mandioca
Tamanho dos 2-30 2-30 5-100 4-35
granulos (eixo
principal, pm)
Temperatura de 62-80 63-72 58-65 52-65
gelatinizagao (°C)
Viscosidade Média Média-alta Muito alta Alta
relativa
Clareza da pasta Opaca Levemente Clara Clara

nebulosa

Tendéncia a Alta Muito baixa Média a Média
gelificar/ baixa
retrogradar
% de amilose 28 <2 21 17

Fonte: adaptado de BEMILLER e HUBER, 2010.

O emprego do amido em escala industrial se da principalmente na area de
Alimentos e Bebidas. Nestas industrias o polissacarideo € usado na producao de
hidrolisados de glicose e espessantes em alimentos semi-sdlidos. Os amidos podem
ser hidrolisados por via quimica ou enzimatica, permitindo sua posterior conversao
em etanol, gas hidrogénio, frutose e sorbitol.

O amido da mandioca € muito usado industrialmente por possuir propriedade
espessante de interesse a diversos segmentos, é extraido de forma mais pura, tem
custo de extracdo baixo e possui maior capacidade de formacdo de géis claros,
comparados a outras fontes de amido como milho e inhame (ALVES; GROSSMANN,;
SILVA, 1999).

2.3SINTESE DE AMIDO

Diversas séo as rotas bioquimicas e enzimas nos tecidos vegetais capazes de
metabolizar o amido. Durante a sintese, ha a participacdo de amido sintases,
enzimas ramificadoras e desramificadoras em etapas subsequentes (MUKERJEA et

al., 2002). A conversdo do amido a agucares soluveis (sacarose, glicose e frutose)
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envolve varias enzimas em mais de uma via metabdlica, representando um exemplo
classico de heterogeneidade da atividade enzimética que ocorre em bananas
(AREAS; LAJOLO, 1981).

Na célula vegetal a maltose é convertida a hexose-fosfato, podendo ingressar
na via glicolitica ou utilizada para a sintese de sacarose. O dissacarideo €
transportado a partir dos tecidos fotossintetizantes para tecidos consumidores, tais
como folhas novas, raizes e frutos, 0os quais ressintetizam amido nos plastideos.
Este amido armazenado é muito importante para as plantas, e é degradado em
sequéncia a variacfes sazonais ou estagios de desenvolvimento especificos, tais
como o inicio da primavera e amadurecimento (BALL; MORREL, 2003).

Em plantas superiores, a biossintese do amido envolve diversas enzimas,
incluindo ADPglicose pirofosforilase, amido sintase, enzima ramificadora do amido, e
enzima desramificadora do amido. A transferéncia de residuos de D-glicose oriundos
de unidades de difosfato de glicosilnucleotideos (ADPglicose) a extremidade né&o
redutora de uma molécula precursora (amilogenina) é catalizada pela amido sintase.
Cinco subfamilias da amido sintase ja foram identificadas em plantas superiores:
amido sintase ligada ao granulo (GBSS), e quatro isoformas soluveis — SSI, SSlI,
SSlll e SSIV — (JAMES et al., 2003; BALL; MORREL, 2003; MYERS et al., 2000).

2.4ENZIMAS AMILOLITICAS EM PLANTAS

Amilases séo carboidrases capazes de hidrolisar ligacfes glicosidicas a-1,4 e
a-1,6 presentes no amido, no glicogénio e nos sacarideos derivados. Existe uma
variedade de enzimas que correspondem a essa definicho e que podem ser
agrupadas de acordo com diferentes caracteristicas: modo de acédo (endo- ou exo-),
retencdo ou inversdo de configuragdo (alfa ou beta), afinidade por ligagbes do tipo a-
1,4, ou do tipo a-1,6, atividade de transglicosilagcdo ou ndo (Figura 7). As enzimas de
maior importancia para a industria de alimentos sdo as a-amilases, B-amilases,

glicoamilases e algumas enzimas desramificantes (YAMAMOTO, 1994).
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Endo-o-1 4-Glucanase — c-Amilase

a-1 4-Glucanases

[ — Exomaltohexahidrolase
Exo-o-14-Glucanase — Exomaltopentahidrolase
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Exo-a-1,6-Glucanase — Exopululanase

Figura 7 — Classificagcdo das enzimas amiloliticas
Fonte: adaptado de NIGAM e SINGH, 1995.

As amilases sao classificadas em: a-amilases, que hidrolisam ligacdes no
interior do substrato (endoamilases), B-amilases, as quais hidrolisam a penultima
ligacédo a-1,4, da extremidade néo redutora da cadeia do substrato (exoamilases), e
as glicoamilases, que hidrolisam ligac6es glicosidicas dos tipos a-1,4, e/ou a-1,6, de
oligossacarideos (GUZMAN-MALDONADO; PAREDES-LOPES, 1995).

Além da oa-amilase e da glicoamilase, utilizadas na hidrélise principal do
amido a glicose, outros tipos de amilases microbianas, como a pululanase, a
isoamilase e a ciclodextrina-glicosiltransferase, sdo empregadas industrialmente na
hidrolise seletiva do polissacarideo, sendo obtidos produtos com caracteristicas
especificas e alguns com alto valor agregado, como as ciclodextrinas, insumos
importantes na fabricacdo de alimentos, farmacos, cosméticos, e materiais
termoplasticos biodegradaveis. O uso dessas enzimas possibilitou um avancgo
consideravel na industria do amido, em substituicdo a hidrélise acida (ANTRIM et al.,
1989).

O amido pode ser degradado por atuacdo de enzimas amiloliticas. A atividade
amilasica de raizes de mandioca no periodo pdés-colheita mostra um gradual
aumento em funcdo do tempo de armazenamento (AFOAKWA,; SEFADEDEH, 2002;
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PADMAJA; BALAGOPAL, 1985). A perda inicial de qualidade é efeito da deterioracéo
fisiologica, caracterizada por coloracdo azulada escura dos feixes vasculares das
raizes, que geralmente iniciam-se nas superficies cortadas e progridem ao longo do
comprimento da raiz (WENHAM, 1995).

Os setores da industria que utilizam o amido como matéria prima estdo a
procura de amidos nativos com propriedades especificas, principalmente resisténcia
a tratamentos industriais estressantes que alteram a estrutura do gel do amido:
temperaturas altas, que conduzem a processos de hidratacdo, formacao de gel,
hidrolise e diminuicdo da viscosidade; baixas temperaturas, em alimentos
refrigerados e em condi¢cdes de armazenamento, com perda de agua por sinerese;
condicdes de alta acidez, desestruturacdo do gel do amido e hidrélise parcial; fortes
tensbes, no cisalhamento mecéanico, na compressdo de comprimidos, na
homogeneizagéo, entre outras.

Diversas duvidas ainda permanecem sem esclarecimento sobre o papel das
enzimas amiloliticas no metabolismo do amido da mandioca. Algumas enzimas
envolvidas nos processos de sintese e degradacdo do amido ainda necessitam ser
mais bem estudadas. Resultados obtidos em nosso laboratério por Matos da Veiga
(2002) demonstraram que a variedade Zolhudinha, de origem amazbnica
apresentou comportamento diferenciado das raizes comerciais, com alta atividade

amilolitica.

2.5 a-AMILASES

Enzimas hidroliticas desempenham um papel central no processo de
degradacédo do amido. As a-amilases (EC 3.2.1.1 1,4-a-D-glucano glucanohidrolase)
sdo enzimas responsaveis pela mobilizacdo de carboidratos por catalisar clivagens
endoglicoliticas ao acaso das ligagbes a-1,4 entre os residuos de glicose das
cadeias de amilose e amilopectina que compdem as reservas de amido (Figura 8).
Como produtos da reagdo sdo obtidos maltose, maltotriose e o-dextrina. Mesmo
guando outras enzimas amiloliticas participam do processo de degradacdo de
amido, a contribuicdo da o-amilase € pré-requisito para o inicio do processo
(TANGPHATSORNRUANG et al, 2005). Além das enzimas de origem enddgena, as
a-amilases estéo presentes em uma grande variedade de microrganismos, plantas e
animais (NIRMALA; MURALIKRISHNA, 2003). Em microrganismos exercem papel
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indispensavel para a sobrevivéncia da espécie com a expressdo de enzimas
liberadas no meio de crescimento, comparativamente mais ativas do que as de

origem vegetal ou animal.
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Figura 8 — Representacdo esquematica da acdo das enzimas amiloliticas
a-amilase, B-amilase, glicoamilase, isoamilase e pululanase, e de seus produtos de

hidrolise.

Inicialmente, a acdo dessas enzimas sobre o amido é rapida, com maior
atividade sobre substratos de alto peso molecular, gerando uma mistura de
oligossacarideos. Essa acdo é considerada inicial no processo de mobilizacdo das
reservas de amido. Em longos tempos de reagdo, o—amilases microbianas,
sobretudo de Bacillus liquefasciens, sdo capazes de produzir glicose a partir de
amilose (DEMIRKAN et al., 2005).

As a-amilases séo estabilizadas na presenca de ions de calcio, o que reduz a
desnaturacdo. Além de ter um raio iénico de 0,99 A, o fon célcio é capaz de formar

ligacbes de coordenagdo com até 12 atomos de oxigénio. A combinacdo dessas
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duas caracteristicas torna o calcio um elemento quase exclusivo entre todos os
cations em sua capacidade de se encaixar ordenadamente dentro da cadeia
peptidica, promovendo o enrijecimento da molécula de proteina e fixando sua
estrutura terciaria (SHILLS, 1999).

Para a atividade da a-amilase também é necessaria a presenca de fon Ca*
como cofator, pois na sua auséncia a enzima perde a capacidade hidrolitica. O
calcio ndo influi somente na atividade da enzima como também aumenta sua
estabilidade frente a trocas de temperatura e de pH. O ion ndo participa diretamente
na formacao do complexo enzima-substrato, mas mantém a molécula da enzima na
conformacdo Otima para a maxima atividade e estabilidade. Os tragos de calcio
presentes no amido séo suficientes para saturar com este ion a enzima privada dele.
De todas as formas a adicdo de Ca?* é (til para assegurar uma estabilidade maxima
da enzima frente a desnaturagéo pelo calor.

Em trabalhos anteriores, uma caracteristica comum em 10 variedades de
mandiocas analisadas foi a deteccdo de a-amilase termorresistente nas raizes
(PASCUAL, 2005; VEIGA, 2002). Entre as amostras, a variedade Zolhudinha,
mandioca brava também de origem amazonica, destacou-se das demais pela alta
atividade amilasica. Nessa variedade foram realizados ensaios de caracterizacao
bioquimica da a-amilase com alta atividade in vitro, mas nao foi possivel relacionar a
atividade enzimatica nas raizes com o estado de conservacdo do produto pos-

colheita (resultados néo publicados).

2.6 DIVERSIDADE GENETICA DE PLANTAS E ALIMENTOS POR RAPD

Os polimorfismos constituem regides do genoma possiveis de serem detectadas,
Nnos quais sua presenca ou auséncia pode caracterizar um organismo cuja
sequéncia, na maioria das vezes, é desconhecida. Marcadores moleculares tém sido
usados na deteccado de variabilidade genética ou polimorfismo em organismos. As
principais técnicas que sdo utilizadas na andlise genética de plantas séao:
investigacdo de sistemas enzimaticos, RFLP (Polimorfismo no Comprimento de
Fragmentos de Restricdo), SSR (Sequéncias simples repetidas), AFLP (Polimorfismo
de Comprimentos de Fragmentos Amplificados) e RAPD (Random Amplified

Polymorphic DNA), entre outras. De maneira geral, as técnicas de marcadores
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moleculares estdo sendo utilizadas na caracterizacdo e discriminacdo genotipica
bem como na identificacdo de marcadores ligados as caracteristicas desejaveis em
vegetais. Também possibilitam marcar caracteristicas de efeito poligénico (ARAUJO
et al., 2003).

Técnicas mais recentes como a de microarranjos (microarrays) de &acidos
nucléicos e de proteinas tém sido empregadas com diminutas quantidades de
material e alta eficiéncia. Os microarrays vém sendo usados em estudos de
transcriptbmica e metabolémica (SAITO; HIRAI, YONEKURA-SAKAKIBARA, 2008).
As aplicacdes sao inumeras, sobretudo em casos de polimorfismos e evolucdo de
espécies (GUPTA; RUSTGI; MIR, 2008), investigacbes sobre processos
degenerativos e patolégicos em animais e humanos, caracterizacdo de cepas de
microrganismos, etc. No entanto trata-se de uma metodologia ainda muito cara e

trabalhosa para emprego rotineiro.

A introducdo de marcadores moleculares em estudos biologicos oferece novas
oportunidades de investigacdo para diversidade genética, e permite determinar
relacbes genéticas entre variedades e espécies (GOSTIMSKY; KOKAEVA;
KONOVALOV, 2005), incluindo estudos na éarea de Ciéncia dos Alimentos
(PASCOAL et al., 2008). Estas perspectivas tém promovido grande interesse na
aplicacio em marcadores de DNA (GIMENEZ et al., 2009).

Segundo Ferreira e Grattapaglia (1998), um dos aspectos fundamentais da
revolucdo causada pela PCR foi a possibilidade de amplificar grandes quantidades
de DNA de segmentos especificos do genoma. DNA em grande quantidade pode ser
facilmente detectado a olho nu diretamente em gel de eletroforese através de
corantes especificos para DNA (ex: brometo de etidio). Entretanto, a técnica de PCR
ainda apresentava uma limitacdo significativa na obtencdo de marcadores
moleculares distribuidos pelo genoma, com excec¢édo de alguns genes de sequéncia
conhecida. A construcdo de iniciadores para a amplificacdo via PCR dependia
essencialmente do conhecimento prévio dos oligonucleotideos que correspondem a
sequéncia de DNA de interesse. Para essa identificacdo era necessaria a clonagem
e sequenciamento da regido.

O grande avanc¢o no estudo molecular baseado em PCR ocorreu em 1990, com
a idéia de se utilizar iniciadores mais curtos e de construcdo arbitraria para
direcionar a reacdo de amplificacdo, ndo se fazendo necessario o conhecimento

prévio do oligonucleotideo. Esta técnica foi desenvolvida nos Estados Unidos por
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Williams et al. (1990) que patentearam a tecnologia com 0 nome mais comumente
utilizado, RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), DNA polimérfico amplificado
ao acaso, utilizando uma andlise mendeliana, demonstrando a identificacdo de
marcadores genéticos para mapeamento. A técnica de RAPD é uma variacdo da
PCR que gera fragmentos de DNA polimorficos, caracteristicos para um determinado
organismo. Esta técnica utiliza somente um oligonucleotideo com 10 bases em vez
de um par de iniciadores, e sua sequéncia € construida ao acaso, o qual gera a
amplificacdo de varias sequéncias desconhecidas. Assim, assume-se que diferentes
individuos produzem distintos padrées de fragmentos amplificados com base nas
diferentes localizacdes dos sitios de hibridizacdo dos iniciadores ao longo da fita de
DNA.

A técnica de RAPD baseia-se na repeticao ciclica da extensao enzimética de
iniciadores, como pequenos oligonucleotideos complementares, que se hibridizam
ao DNA e, por sua vez, servem como moldes na amplificacdo através de PCR.
Nesta técnica, utiliza-se apenas um unico oligonucleotideo que apresenta sequéncia
randémica com predominio de bases citosina e guanina (C/G 60 a 80%), e, portanto,
com alvo desconhecido (WONG et al., 1997). Alguns trabalhos na literatura relatam
investigacbes de diversidade genética em vegetais destinados a alimentacao
humana, tais como arroz (ARAUJO et al., 2003), e mandioca (MUHLEN et al., 2000;
WONG; YEOH; LIM et al., 1999; BEECHING et al., 1993).

Na Figura 9 esta representado o iniciador 2 que se intercala na fita de DNA
(com temperaturas de hidridizacdo mais baixas do que as comumente empregadas
em PCR convencional), produzindo a sintese do produto B. O mesmo procedimento
€ realizado da mesma forma para produzir os produtos A e C. Trata-se, portanto, de
uma técnica simples que requer pequenas quantidades de DNA, ndo necessitando o
conhecimento prévio da sequéncia de DNA dos organismos a serem estudados,
podendo ser aplicada a qualquer espécie e tem sido utilizada para deteccédo de
polimorfismo em uma grande variedade de organismos, incluindo bactérias,
protozoarios, plantas e animais (HUNT; JUNIOR, 1992).

O polimorfismo entre os produtos de amplificacdo é detectado com frequéncia e
o nivel de regides polimorficas é geralmente elevado. O polimorfismo produzido pela
técnica de RAPD aparece sob a forma de presenca ou auséncia de fragmentos ou
bandas no gel. Sdo Uteis como marcadores genéticos e podem ser detectados

através do exame de um gel de agarose revelado com brometo de etidio (WILLIAMS
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et al., 1990, 1993; SILVEIRA et al., 2000).

1 2 3

s > >
DNA genoémico
<+ <4— <
1 2 3
Produto A Produto B Produto C

Figura 9 — Diagrama da reacéo de polimorfismos de DNA por amplificacdo ao acaso
(PINHATI, 2008).

Um alto grau de padronizacdo e controle interno € extremamente importante
para obter perfis reprodutiveis de DNA na aplicacdo desta técnica. Ha muitos
parametros nos quais pequenas mudancas alteram os perfis de fragmentos
amplificados. Apesar do conceito da técnica ser simples, esses parametros devem
estar dentro de limites adequados para sua reprodutibilidade, isto €, concentracdes
compativeis de DNA, iniciador e enzima, assim como o0 numero de ciclos (SILVEIRA
et al., 2000; ZHOU et al., 2004).

Diferentemente de outros métodos, a técnica de RAPD né&o necessita de
trabalhos preliminares, como a constru¢cdo de bancos genémicos, pois nao requer o
desenvolvimento prévio de uma biblioteca de sondas especificas para o organismo
de interesse, eliminando a necessidade de transferéncia de DNA para membranas
(Southern Blot) e a utilizacao is6topos radioativos (WELSH; MCLELLAND, 1990).

Estima-se em cerca de 7000 o numero de variedades de mandioca
encontradas em todo o mundo, em sua maioria etnovariedades (“folk varieties"),
mantidas por agricultores tradicionais. Estudos mais detalhados, em funcdo de
caracteristicas morfologicas, caracteres agrondbmicos e bioquimicos, isoenzimas e

marcadores de DNA, quantificaram e mostraram alguns aspectos da distribuicdo da
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variabilidade genética da cultura. Um aspecto interessante sobre a organizacdo do
germoplasma da mandioca é que, apesar de ndo haver caracteres morfolégicos
especificamente associados a distingdo entre mandioca brava e mandioca de mesa,
conjuntos de marcadores de DNA podem estabelecer essa distingdo entre os dois
grupos. A similaridade genética obtida por andlise de marcadores de DNA vem
sendo usada para estimar a diversidade genética em cole¢Bes de germoplasma
(MUHLEN et al., 2000).

Devido a rapidez e a eficiéncia das andlises por RAPD, mapas genéticos foram
desenvolvidos para diversas espécies de plantas em curto periodo (AGARWAL,;
SHRIVASTAVA; PADH, 2008). Nos ultimos 10 anos, a andlise de diversidade
genética por RAPD foi aplicada em arroz (ARAUJO et al., 2003), oliva (BUSCONI et
al., 2003), batata doce (LIN et al., 2009), acafrdo (RUBIO-MORAGA et al., 2009).

2.7 EXPRESSAO GENICA EM VEGETAIS

O estudo dos padrbes de expressdo génica € um dos pilares da biologia
molecular moderna. Andlises de expressao génica tém fornecido informacdes sobre
processos bioldgicos complexos, ampliando a compreensdo acerca das vias
metabolicas (JAIN et al, 2006). Muitas pesquisas tém sido realizadas utilizando a
técnica da transcricdo reversa acoplada com a reacdo de polimerase em cadeia,
comumente chamada de RT-PCR. Atualmente, é considerado o método padrdo para
0 estudo de expressdo de genes selecionados, sendo suas principais vantagens
maior sensibilidade e especificidade, e ampla extensdo dinamica de deteccéo
(EXPOSITO-RODRIGUEZ et al., 2008).

A quantificacdo por RT-PCR em tempo real, baseada da deteccdo de
fluorescéncia associada a formacdo de fragmentos amplificados, apresenta alta
sensibilidade na analise de pequenas quantidades de acidos nucléicos (até 3 copias
de alvo) em amostras provenientes de varios organismos, e aplica-se nas areas de
diagndstico molecular, ciéncias da vida, agricultura e medicina. Além do uso como
ferramenta de pesquisa, muitas aplicacfes de diagndstico tém sido desenvolvidas,
incluindo a quantificagdo de microrganismos, identificacdo de organismos

geneticamente modificados, avaliacdo do risco para recorréncia de cancer, e
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investigagao forense (BUSTIN et al, 2009).

Estudos de caracterizagéo e expresséo de a-amilase tém sido conduzidos em
cevada (FINCHER, 1989), trigo (FINCHER, 1989; VRINTEN; NAKAMURA, 2000),
milho (DANTAS et al.,, 2002) e arroz (FINCHER, 1989; KANEKO et al.,, 2002),
mostrando a necessidade de novas investigagbes sobre o0s processos de
transcricdo, tradugdo e ativagdo dessa enzima em raizes de mandioca
(TANGPHATSORNRUANG et al., 2005).

A utilizacdo de técnicas de identificacdo de mRNA, e posterior analise da
expressdo génica, pode definir a cinética de producdo de a-amilase, bem como o
estabelecimento de correlacdes entre a influéncia de fatores abiodticos (umidade,
temperatura) na atividade dessa enzima e, o perfil de carboidratos presente em
diferentes variedades de mandioca existentes.

A sintese da a-amilase € acompanhada por aumento na sintese de mRNA
correspondente, com regulagédo transcricional mediada por fito-hormonios, sinais
metabolicos e estresse hidrico. Estudos relacionando o papel da a-amilase e seus
padrdes de expressdo génica sdo muito limitados. Em batata, o papel da a-amilase
na degradacdo de amido € controverso, e informacdes adicionais sobre os
mecanismos bioquimicos sdo necessarias. Os niveis de mRNA de o-amilase e
atividade amilasica em feijdo aumentam nos primeiros dias de germinacao, o que é
consistente com o papel atribuido a enzima de ser a responsavel pelo ataque inicial
aos granulos de amido. Em mutantes de Arabidopsis thaliana, apresentando trés
genes de a-amilase silenciados, foi observada taxa normal de degradacéao de amido,
indicando que a enzima, a0 menos nesta planta, ndo € essencial, ou que a pode
conter uma nova proteina com atividade endoamilasica (TANGPHATSORNRUANG
et al., 2005).
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3 OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivos:

Avaliar a variabilidade genética das variedades de mandioca estudadas, através
de marcadores moleculares;

Investigar o padrdo de expressdo do gene amy2 em raizes das variedades de
mandioca estudadas, avaliando possivel correlacdo entre nivel de expressao
génica e atividade enziméatica;

Avaliar a atividade da a-amilase presente nas variedades de mandioca.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRAS

As amostras de mandioca avaliadas neste estudo s&o provenientes das
comunidades indigenas Juruti e Caxiuand, no estado do Para (Figura 10). Juruti é
um municipio localizado a 848km da capital Belém, PA, e sua populacdo estimada é
de 35 mil habitantes em 2009. A comunidade indigena Caxiuana é uma unidade de
conservacao federal do Brasil, e esta localizada nos municipios de Portel e Melgaco,
a 300km de Belém, PA. Esta comunidade abriga a Estacdo Cientifica Ferreira

Penna, administrada pelo Museu Paraense Emilio Goeldi.
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Figura 10 — Mapa de localizacdo das reservas indigenas Juruti (A) e Caxiuana (B).

Estas localidades apresentam como caracteristica agronbmica relevante a
presenca do solo de terra preta arqueologica (TPA), também conhecida com terra
preta de indio. As areas com TPA sdo encontradas sobre os mais diversos tipos de
solos e normalmente se localizam em terra firme, préximas as margens de rios, em
locais bem drenados. A TPA pode ser identificada por sua cor escura, resultado da
concentracdo de substancias orgéanicas depositadas no solo que apresentam altos
teores de calcio, carbono, magnésio, manganés, fésforo e zinco, elementos que
tornam a terra fértil (Figura 11), desmitificando que os solos da regido sao pobres e

improprios para a agricultura (COSTA et al., 2004).
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Figurall — Aspecto da Terra Preta Arqueologica na regido Amazoénica

Torna-se necessario esclarecer que a classificacdo das amostras empregadas
neste trabalho foi arbitraria visto que ndo houvera, nas épocas de colheita e de
replantio, uma denominacdo de acesso as variedades. No entanto, as identificacdes

originais encontram-se descritas na Tabela 3.



Tabela 3 — Identificacdo das amostras coletadas

Identificac&o /coleta Primeira Segunda Este trabalho

Morador

Morototo
Acai-Taua
Tucunaré
Manicuera
Macaxeirao
Acai-Acu

Tana

Domingo Taua mar
Morototé amarela
Achada LP

Helena Branca mar
Sururi

Ouro

Chabé Mar

Chabé Rai

Bacuri Caiana Mar
Bacuri caiana Rai
Jabuti Mar

Jabuti Rai

Arara Amarela mar
Arara amarela Rai
Pai Lorenco Mar
Pai Lorenco Rai
Macaxeira Mar
Macaxeira rai
tartauruga rai
Misteriosa mar
Misteriosa Rai
Acai'-Tinga mar

DWWWWWWWWWWNNRNRNNNRNRNNNR R R R R R R R R
OCOOMIONBWNROOONOUDRNWNROOO~NOUAWNROO®NDOA~WNE

Acai'-Tinga Rai _ _
Zolhuda _ _
Casca de vidro _ _
Peixe boi _ _
Aruma _ _
Amarelinha _ _
Tartaruga _ _
Aruma B _ _
Carra Azeda _ _
Branquinha _ _
Perereca LP LP1 1 1
Milagrosa LP LP2 2 2
Coaraci LP LP3 3 3
Brebi LP 4 4 4
Pororoca LP LP5 5 5
Achada mar LP 6 6 6
Coaraci Amarela LP LP 7 7 7
S. Lorival LP 8 8 8
Amarelinha AT AT 1 9 9
Manicuera branca AT AT 2 10 10
Macaxeira AT AT 3 11 11
Gunguinha AT AT 4 12 12
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Tabela 3 — Identificacdo as amostras coletadas (continucao)

Identificac&o /coleta Primeira Segunda Este trabalho

Chabé M14 13 13
Tucunaré M15 18 14
Bacuri Caiana M16 14 15
Morotot6 amarela M17 19 16
Jabuti M18 20 17
Macaxeira amarela M19 21 18
Acai-Tinga M20 22 19
Muruta-Tinga M21 15 20
Achada M22 23 21
Arara amarela M23 16 22
Acai-Taua M24 24 23
Ouro M25 _
Misteriosa M26 _
Domingo Taua M27 35 24
Manicuera M28 _
Macaxeira branca M29 _
Pretinha M30 33 25
Sururi M31 _
Acai-acu M32 _
Jacana M33 34 26
Pindobéa N34 B
Pepoi N35 _
Casca de vidro N36 _
Amarela Naza N37 _
Peixe-boi R1 40 27
Tartaruga R10 46 28
Macaxeira R11 _
Arara amarela R12 _
Pretinha R13 _
Jabuti R2 41 29
Acai-Tinga R3 _
Bacuri Caiana R4 _
Chabé R5 _
Amarelinha R6 _
Taua R7 _
Morototé R8 _
Manicuera R9 47 30

Em expedicdo realizada por pesquisadores da EMBRAPA, cem variedades
foram coletadas e transferidas para as a estacdo experimental da Embrapa
Agrobiologia, no municipio de Seropédica, RJ, onde foram replantadas e mantidas.
Da estacao experimental foram coletadas amostras de folhas e raizes referentes a
30 acessos de mandioca que apresentavam viabilidade, determinada pelo estagio
de desenvolvimento, e foram transportadas sob temperatura de 4°C, conforme
esquematizado (Figura 12). Na planta-piloto de Fisiologia P6s-Colheita, da Embrapa
Agroindustria de Alimentos, as amostras foram lavadas, descascadas, e fracionadas,

para conservacao em freezer —18°C, até o momento das analises.
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Figura 12 — Fluxograma da coleta de amostras

4.2 DETERMINACAO DE ACUCARES

A dosagem dos teores de acUcares foi realizada por separacao
cromatografica das amostras em coluna de Fase Reversa e consequente
determinacdo da concentracdo dos acucares por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (MACRAE, 1998).

As amostras de raizes de mandioca, preparadas em duplicata, foram
trituradas em moinho de facas a fim de aumentar a superficie de contato, e em
seguida homogeneizadas. Uma aliquota de 1 g foi pesada e solubilizada em 15 mL
de agua e acetonitrila 2:1. O material foi submetido a filtracdo, com posterior
centrifugacéo a 14.000 rpm/10 min.

Aliquotas de 20 uL foram injetadas em coluna Amino 30cm x 4,6 mm (High
Performance Carbohydrate) a temperatura ambiente, com acetonitrila a 75% como
fase movel. A deteccéo foi realizada a 45°C em detector IR2410. Os solventes de
eluicdo foram acetonitrila (A) e agua Milli-Q (B), a 75 e 25% respectivamente. A

guantificacdo se deu através de curvas de calibracdo a partir de solu¢cbes padrao.

4.3DIVERSIDADE GENETICA
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4.2.1 Padronizacao da extragcdo de DNA genémico

Para o isolamento de DNA gendmico, as folhas de mandioca foram
maceradas na presenca de nitrogénio liquido, a fim de facilitar o processo de lise
celular. Foram testadas duas metodologias de extragdo de DNA gendmico: DNeasy
Plant Mini Kit (Qiagen), no qual foi empregada uma coluna com resina de silica
ligante de DNA, e o protocolo descrito por Dellaporta et al. (1983), com
modificacdes, no qual o DNA foi isolado na presenca de SDS. As etapas que

constitutem os protocolos estéo descritas no anexo 1.

Andlise da amplificacdo dos isolados de DNA

Os extratos de DNA foram avaliados quanto ao perfil eletroforético, e quanto a
capacidade de amplificacdo do DNA isolado, através de PCR qualitativa. Os
oligonucleotideos liofilizados e dessalinizados foram sintetizados pela Invitrogen do
Brasil. Sdo eles: Endo 1/Endo 2 (TANGPHATSORNRUANG et al.,, 2005),
correspondentes aos gene da actina. A PCR foi realizada em termociclador

GeneAmp® PCR System 2400 (PerkinElmer), conforme descrito a seguir:

~ 45 pL de PCR Supermix (Invitrogen, Sédo Paulo, Brasil) — 22 nM Tris-HCI (pH 8,4),
55 mM Kcl, 1,65 mM MgCI2, 220 uM dGTP, 220 uM dATP, 220 uM dTTP, 220 pM
dCTP, 1 U de Taq DNA polimerase;

- 400 nM de cada oligonucleotideo;

- 100 ng de DNA molde;

A amplificacéo foi realizada em tubos de 0,2 ml usando um volume total de 50 pL.

As condicdes de ciclagem térmica utilizadas na reacdo estao descritas na Figura 13.
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Figura 13 — Representagdo esquematica da PCR utilizada na avaliagdo capacidade
de amplificacdo do DNA isolado a partir de folhas de mandioca.

Os produtos da PCR foram fracionados em gel de agarose 1,5%, em tampao
TAE (40 mM Tris-acetato e 1 mM EDTA, contendo brometo de etideo (Invitrogen) a
0,5 pug/mL, em cuba de eletroforese Sub-Cell Model 192 (BioRad). Padrbes de
massa molecular foram empregados na eletroforese a fim de permitir a identificacéo
dos fragmentos gerados (Low mass DNA ladder e 10 Obp DNA ladder, Invitrogen). As
amostras foram submetidas a eletroforese a 180 V, 220 mA, por 90 min, atravées de
fonte Power NPAC 300 (BioRad) (SAMBROOK; RUSELL, 2001).

Apés a corrida, o gel foi fotodocumentado em transiluminador sob luz UV (A =
302 nm), modelo ECX-20M, acoplado a sistema de documentacao digital (Vilber

Lourmat Biosystems).

4.2.2 PCR-RAPD

Para as analises de diversidade genética, nhove amostras foram inicialmente
selecionadas, em funcao de informacBes preliminares sobre o contetdo de acucar
em suas raizes, sendo elas: Al, A2, B1, B2, B3, C1, C2, C3 e C4. O periodo de

coleta esta descrito na Tabela 4. O extrato de DNA obtido a partir das variedades de
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mandioca estudadas (folha) foi empregado na amplificacdo. A analise dos
polimorfismos foi conduzida utlizando 20 iniciadores do conjunto OPERON W
(Operon Technologies, Alabama, Estados Unidos). A reacdo de RAPD foi realizada
em termociclador GeneAmp® PCR System 2400 (PerkinElmer). O meio reacional
(volume final de 50pL) foi constituido por: 50 ng de DNA, tampéo de PCR 1x (20 mM
Tris-HCI pH 8.4; 50 mM KCI), 3.5mM MgCl,, 400 pM de cada dNTP (Invitrogen Life
Technologies, California, Estados Unidos), 0.15 U/uL Tag DNA polymerase
recombinant (Invitrogen Life Technologies) e 0.2 uM de oligonucleotideo (OPWO01 —
OPW?20). O perfil de ciclagem térmica incluiu uma desnaturagéo inicial (94°C por 1
min), 45 ciclos com desnaturacdo a 94°C por 30 seg, hibridizacdo dos
oligonucleotideos a 37°C por 30 seg, e alongamento a 72°C por 1 min, com
extensdo final a 72°C por 5 min. ApGs os ciclos, uma aliquota de 10 pl, contendo os
produtos da reacao, foi analisada por eletroforese, conforme descrito anteriormente.
A aplicagéo das aliquotas de PCR-RAPD seguiu a mesma ordem em todos os 20
géis: Al; C2; B3; A2; C3; B2; C1; B1; C4. Apos a selecédo do oligonucleotideo que
permitiu a analise de diversidade genética, as 30 amostras foram analisadas sob as

mesmas condi¢des experimentais acima descritas.

Tabela 4 — Periodo de coleta das nove amostras inicialmente avaliadas quanto a

diversidade genética (Juruti e Caxiuana, PA, Brasil).

Ano de coleta Amostras
2005 Al; A2
2006 B1; B2; B3

2007 C1;C2;C3;C4
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4.2.3 Andlise de agrupamento e matriz de similaridade genética

Os marcadores RAPD gerados foram agrupados por média através do
coeficiente de Pearson, também conhecido como coeficiente de correlacao produto-
momento (DIJKSHOORN; TOWNER; STRUELENS, 2001). A partir desses calculos
foram estimadas as distancias genéticas entre os diferentes acessos. O coeficiente
de correlacdo de Pearson é uma medida do grau de relacdo linear entre variaveis
guantitativas. Este coeficiente varia entre os valores -1 e 1, no qual o valor 0 (zero)
significa que n&o ha relagéo linear, o valor 1 indica uma relagéo linear perfeita e o
valor -1 também indica uma relacdo linear perfeita mas inversa. Quanto mais
proximo estiver de 1 ou -1, mais forte € a associacao linear entre as duas variaveis
(SEWARD et al., 1997).

As analises de agrupamento dos genotipos foram obtidas a partir do método de
média aritmética ndo ponderada (UPGMA), de modo a determinar matrizes de
similaridade genética, com a construcdo de um dendograma (Bionumerics software

version 6.0, Applied Maths, Kortrijk, Bélgica).

4.3ATIVIDADE ENZIMATICA

4.3.1 Obtencéo do extrato enzimatico

As raizes de mandioca foram descongeladas e trituradas na proporcao 1:1

(m/V) com tamp4&o fosfato 0,05 M, pH 6,0, 10 mM Ca?*. A pasta resultante foi filtrada
para separac¢ao do extrato aquoso e residuos solidos da raiz.

O extrato foi submetido a centrifugacao refrigerada a 4°C, 8000 g por 30

min, a fim de promover a decantacdo dos residuos sélidos remanescentes. O

sobrenadante foi submetido a didlise sob placa de agitacdo contra tampéo fosfato

0,05 M, pH 6,0, 10 mM Ca** por 24 horas, a 4°C. Ap6s a didlise, o0 extrato enzimético

foi armazenado a -18°C para posterior analise de atividade enzimatica.

4.3.2 Determinacao da atividade amilasica total

Para a determinacéo de atividade amilolitica foi empregado o método descrito



34

por Bernfeld et al. (1955). Uma aliquota de 50 ul do extrato enzimatico dialisado foi
adicionada a 500 pl de reagente DNS (1% de é&cido 3,5-dinitro salicilico, contendo
30% [p/v] de tartarato de sédio e potassio, e 20% [p/v] de hidroxido de sédio 2M) e
incubados a 100°C por 10 minutos, para a formagdao do complexo colorido entre os
acucares redutores e o DNS. A curva padréo foi obtida usando solucao de glicose
em concentragdes entre 0,18 e 1,8 mg/mL. A solucao foi diluida com a adicédo de 2,5
mL de &gua, e procedida a leitura da absorbancia a 545nm. O método DNS, utilizado
para a quantificacdo de acUcares redutores totais e a determinacdo da atividade
enzimatica, baseia-se na reducdo do acido 3.5 dinitro-salicilico a acido 3-amino-5-
nitrosalicilico ao mesmo tempo em que grupo aldeido do agucar € oxidado a grupo
carboxilico, com o desenvolvimento de coloracdo avermelhada (MILLER,1959).

Para a determinacao da atividade amilasica, foi empregada solucao de amido
para avaliar a liberacdo de acucares redutores provenientes da reacao de hidrolise
enzimatica do amido através do método DNS. Uma aliquota de 150 pl do extrato
enzimatico dialisado foi incubada na presenca de tampao fosfato contendo cloreto
de calcio, a 60°C por 10 minutos. Em sequéncia, foi adicionada solu¢cdo de amido a
1% (p/v), e incubada a 60°C por 10 minutos, quando foi adicionado um volume de
500ul de reagente DNS, e a reacédo foi mantida a 100°C por 5 minutos. A reacéao foi
interrompida com incubacao a 4°C por 10 minutos, seguida da adicdo de 2,5 mL de
agua. Uma unidade de atividade amilasica (U) foi definida como sendo 10 pmol de

acucar redutor liberado/min/ug de mandioca.

4.4EXPRESSAO GENICA

4.4.1 Padronizacdo da extracdo de RNA total

As amostras de raiz de mandioca foram coletadas, processadas, e
permaneceram sob armazenamento em freezer -20°C até o momento das analises.
Para a extracdo de RNA, as raizes foram trituradas em moinho de facas, na
presenca de nitrogénio liquido para facilitar o processo de lise celular. O RNA total
foi isolado a partir das raizes de mandioca, por extracdo com fenol-cloroférmio,
conforme método implementado, modificado de Tangphatsornruang et al. (2005).

Aliguotas de 2 g foram transferidas para tubos Falcon esterelizados, onde foi
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adicionado 2,5mL de tampao de lise (10mM de EDTA, 200mM de acetato de sodio,
1% de SDS, e 1% de polietilenoglicol) e 2,5mL de fenol. Apés agitacdo, os tubos
foram incubados a 4°C por 15 min. Os tubos foram centrifugados a 4300 rpm, em
temperatura ambiente, por 10 min, a fim de promover separagéo das fases aquosa e
organica. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, onde foi adicionado
igual volume de solugéo fenol cloroférmio 1:1; os tubos foram homogeneizados por
inversao, e centrifugados a 4300 rpm, em temperatura ambiente, por 10 min. A fase
aquosa foi transferida para microtubos, com posterior adicdo de 1/3 ou 1/6 do
volume de solucdo de LiClI 10M, para precipitacdo do RNA; os tubos foram
incubados a 4°C por um periodo que variou de 2 a 4 horas. Os microtubos foram
centrifugados a 14500 rpm, a 4°C, por 20 min, e o pellet de RNA foi lavado com 750
puL de etanol a 75%, e 750 uL de LiCl 2,5M. Apdés centrifugacdo a 14500 rpm, a
temperatura ambiente, por 5 min, os tubos foram deixados em camara de fluxo
laminar até completa evaporacao do etanol. Os pellets de RNA foram ressuspensos
em 50 pL de agua desionisada estéril livre de RNAse, e 0s extratos foram

conservados em freezer -20°C.

Para o isolamento do RNA total, foi empregado também o método de extracao
de RNA através de resina de silica ligante (RNeasy Plant Mini Kit — Qiagen),

conforme instrucdes do fabricante.

Sintese de c-DNA

Apés o isolamento do RNA total, as concentracdes das solu¢des foram
determinadas por espectrofotometria a UV (espectrofotdbmetro SmartSpec™ Plus,
BioRad) a 260nm, sendo:

1,0 D. O. Ao = 50 ng/mL de DNA fita dupla

1,0 D. O. Ao = 42 pg/mL de RNA (Sambrook & Russel, 2001).

A pureza destas solucdes foi estimada pela razdo das absorbancias entre 260
e 280nm.

Os extratos de RNA total foram avaliados através do perfil eletroforético, e da
reacdo em cadeia da polimerase — transcriptase reversa (RT-PCR). Para sintese do
c-DNA, foi utilizado o kit TagMann Reverse Transcripation Reagentes (Applied

Biosystems, Estados Unidos), em trés etapas: incubacgédo inicial a 25°C por 10 min;
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ativacao da enzima RT a 48°C por 30 min; inativagdo a 95°C por 5 min. Em seguida,
0 c-DNA foi utilizado como template na segunda etapa da RT-PCR, realizada
conforme descrito anteriormente, com os oligonucleotideos A4/AF4, e Endo 1/Endo

2, correspondentes aos gene da a-amilase e actina, respectivamente.

4.4.2 RT-PCR em tempo real

Para a analise da expressado dos genes MEAMY e GBSSI foram utilizados os
oligonucleotideos descritos na Tabela 5. O controle interno, gene enddgeno e
constitutivo, foi o gene da actina de M. esculenta. A determinacdo dos niveis de
expressao foi conduzida através de RT-PCR em tempo real. As amostras de extrato
de RNA obtidas foram utilizadas como molde para as reacdes de transcricdo reversa
seguidas de PCR em tempo real. Essas reacdes foram conduzidas no termociclador
ABIPRISM SDS 7000 (Applied Biosystems), utilizando como agente fluoroforo o
corante SYBR Green (Kit SYBR Green RT-PCR — Applied Biosystems).

Tabela 5 — Oligonucleotideos utilizados na RT-PCR em tempo real

Oligonucleotideo Sequéncia Sequéncia Fragmento
homologa esperado
Endo 1 CATGAGACTACATACAACTCCATC
Gene 175 pb
actina
Endo 2 TCGTACTCAGCCTTGGCAATCCAC
Ad CTGATAGATGATCGACTATTG
Gene 273 pb
amilase
AF4 GCCACCTTCTAGTCAGTC
GBSS 1 TGCCTTCTCAGACTTCCCACG Gene 264 pb
amido sintase
GBSS 2 GACCACCAGTAGAGCAACAATGGG ligada ao

granulo |
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Para sintese do c-DNA, foi utilizado o kit TagMann Reverse Transcription
Reagentes (Applied Biosystems, Estados Unidos), em trés etapas: incubacéo inicial
a 25°C por 10 min; ativacao da enzima RT a 48°C por 30 min; inativagdo a 95°C por
5 min. Em seguida, o c-DNA foi utilizado como molde na segunda etapa da RT-PCR
em tempo real (quantificacé@o relativa), com os oligonucleotideos descritos na tabela
5. Nas reacoes, preparadas em triplicata, foi usado o kit SYBR Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems), conforme protocolo proposto pelo fabricante.

A eficiéncia da reacado de amplificacdo para cada par de primers do gene
estudados e do normalizador foi estimada por meio de uma série de diluicdes do
cDNA (100 a 10-10), onde foram testadas diferentes concentragfes dos primers (0,1;
0,2; 0,3 e 0,4 umol L™"). Os valores de Ct (ciclo de “threshold”) obtidos foram
tracados em funcdo do logaritmo das diluicbes, e o coeficiente angular foi utilizado
para calcular a eficiéncia de cada sistema, de acordo com a formula E = [10°
Udeclvidade)_1 - Og parametros de ciclagem utilizados para as rea¢des foram: ativacéo
da enzima a 95°C por 10 min, seguida de 40 ciclos de 95°C por 15 seg para a
hibridizacdo, e extensédo a 60°C por 1 min. Os dados foram coletados nesta ultima
etapa. Adicionalmente, foi conduzida uma etapa de desnaturacdo lenta, com
elevacao da temperatura de 1°C por min para a construcao da curva de dissociacéao,
0 que permitu a discriminacdo entre o sinal de fluorescéncia emitido pelos
fragmentos amplificados e possiveis interferentes tais como dimeros de oligos, e
amplificados inespecificos. Considerando que os fragmentos gerados apresentam
temperatura de desnaturacdo especifica, € possivel detectar a presenca de
amplificacéo inespecifica em uma mesma reacéao.

Como controles, foram conduzidas reacdes onde o c-DNA foi substituido por
agua livre de RNases (controle negativo), e RNA extraido a partir das amostras, a

fim de avaliar possivel contaminacdo com DNA gendmico.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1EXPERIMENTOS EXPLORATORIOS — EXTRACAO DE DNA

A extracdo de DNA é uma etapa importante na execucdo das andlises
subsequentes, sendo necessaria maxima eficiéncia para confiabilidade e
reprodutibilidade dos resultados. A eficiéncia da extracdo de DNA e sua pureza sao
fatores determinantes do sucesso da analise por PCR. Em geral o DNA isolado a
partir de plantas deve ser isolado de lipideos, proteinas, polissacarideos e sais, pois
estes podem exercer efeito inibitério sobre a DNA polimerase, sobretudo pela
existéncia de nucleases e proteases ativas apés o rompimento de células e tecidos.

Dois métodos de isolamento de DNA a partir das amostras de folha de
mandioca foram avaliados. Usando o kit DNeasy foi possivel isolar DNA gendmico

amplificavel, a partir de folhas de mandioca, conforme observado na Figura 14.

A B

= -e

Figura 14 — Gel de agarose, revelado com brometo de etidio, com DNA isolado a
partir de folha de mandioca (DNeasy); A: DNA gendmico; B: reacdo PCR; padréo —
100 bp DNA ladder.

Foi possivel isolar DNA a partir de folhas de mandioca através do protocolo
Dellaporta (Figura 15a). Entretanto, ndo foi possivel amplificar o fragmento
correspondente ao gene da actina (Figura 15b), o que indica que o DNA isolado

pode apresentar contaminantes que prejudicaram a reacdo de PCR. A Tabela 6
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apresenta os resultados de quantificacdo do DNA isolado, onde é possivel observar
maior taxa de recuperacdo com a utilizacdo do protocolo DNeasy Este dado é
compativel com os resultados de PCR, de onde conclui-se que o método DNeasy
permitiu a extracdo e isolamento de DNA amplificavel e em quantidade satisfatoria

para as andlises RAPD.

P12345

Figura 15 — Gel de agarose, revelado com brometo de etidio, com DNA isolado a
partir de folha de mandioca (Dellaporta); A: raias 1 e 2: DNA gendmico; raia 3:
Padrdo DNA lambda Hind IlI; B: reacdo PCR (P 100 bp DNA ladder; raia 1. PCR
DNA DNeasy; raias 2 e 3: Dellaporta 50 mg; raias 4 e 5: Dellaporta 100 mg).

Tabela 6 — Quantificacdo dos extratos de DNA

Concentracdao Recuperagao (ug) Relacgéo

inicial [ ] Aol Azgo
(ng/mL)
DNeasy 688,404 137,681 1,0059
Dellaporta
50mg de folha 67,5+ 0,3* 3,373 2,0 £+ 0,5*
100mg de folha 303,969 15,198 1,7022

* extragOes em triplicata;
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Assim, o método DNeasy foi empregado na extracdo de DNA das 30
amostras de mandioca avaliadas quanto a diversidade genética, conforme

observado na Figura 16.

1 2 345 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
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Figura 16 — Gel de agarose, revelado com brometo de etidio, com DNA isolado de
30 amostras de folha de mandioca (DNeasy); padréo: 100 bp DNA ladder.

5.2 DIVERSIDADE GENETICA

Um requisito prévio para programas de melhoramento genético de mandioca
€ 0 conhecimento prévio acerca da extensdo de variabilidade genética entre
cultivares, e a distancia filogenética entre a mandioca e espécies relacionadas, com
as quais pode haver o cruzamento (BEECHING et al, 1993). Dentre os varios
métodos disponiveis, aqueles baseados em analises de produtos de PCR, como a
técnica RAPD, sdo recomendados por serem simples e rapidos, além de permitir
bons niveis de discriminacdo (PULIDO et al., 2005) e reprodutibilidade (RAMOS et
al., 2008).

Inicalmente, nove amostras de mandioca foram utilizadas no estudo de
diversidade genética, tendo como critério de escolha a viabilidade e ponto de coleta
das mesmas. As folhas foram empregadas no protocolo de extracdo de DNA
utilizando o kit DNeasy, na qual o material genético de interesse é adsorvido em
resina de silica modificada. As reacbes de PCR-RAPD foram conduzidas a partir de

20 oligonucleotideos do kit Operon W, e nove amostras, as quais forneceram 180
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entradas no banco de dados para posterior andlise de diversidade genética.

O efeito da variacdo de concentragcao de DNA gendmico na reagéo, dentro da
faixa de 50 a 200ng também foi avaliado. O melhor resultado obtido foi a
concentragao de 50ng/reacao. A reacédo de amplificagcéo foi feita com volume final de
50uL onde a concentragcdo e os componentes utilizados na reagdo estéo
especificados no item 4.2.2. Segundo Willians et al. (1993), as principais variaveis a
serem determinadas para a realizacao da técnica de RAPD s&o concentracfes altas
de DNA e magnésio, que podem ocasionar perda de bandas, enquanto que
concentracdes baixas originam bandas nao reproduziveis.

Considerando-se um determinado iniciador, os produtos de amplificagéo via
RAPD, podem ser classificados em dois grupos: variaveis (polimorficos) e
constantes (ndo polimérificos). As analises de PCR-RAPD permitiram a obtencéo de
padrdes de fragmentos amplificados distintos, no que diz respeito ao numero e a
intensidade das bandas observadas no gel de agarose, para todas as variedades de
mandioca avaliadas. O numero de fragmentos polimoérficos gerados por
oligonucleotideo variou de 2 a 19, e o tamanho dos fragmentos variou de + 450 a
+ 2100pb (Figuras 17 a 33). Estudos anteriores relatam a amplificacdo de trés a
qguinze fragmentos para cada oligo (GOSTIMSKY; KOKAEVA; KONOVALOV, 2005).
Asante & Offei (2003) descreveram a ocorréncia de 8 a 12 fragmentos polimérficos
por oligo, na analise de variedades de mandioca. Maia e colaboradores (2009)
observaram a presenca de bandas polimérficas na analise de variedades de uva

entre 3 a 13 por iniciador.



42

P Al C2 B3 A2 C3 B2 C1 Bl C4

Figura 17 - Gel de agarose, corado com brometo de etidio, com os produtos de amplificacdo
da PCR-RAPD, utilizando o primer OPWO01 e o DNA isolado de nove amostras de mandioca.
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Figura 18 - Gel de agarose, corado com brometo de etidio, com os produtos de amplificacdo
da PCR-RAPD, utilizando o primer OPWO02 e o0 DNA isolado de nove amostras de mandioca.
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Figura 19 - Gel de agarose, corado com brometo de etidio, com os produtos de amplificacdo
da PCR-RAPD, utilizando o primer OPWO03 e o0 DNA isolado de nove amostras de mandioca.



45

P Al C2 B3 A2 C3 B2 Cl1Bl1C4 Al C2 B3 A2 C3 B2 Cl1Bl1C4 P

2000 pb

1200 pb

800 pb

400 pb

Figura 20 - Gel de agarose, corado com brometo de etidio, com os produtos de amplificagcao
da PCR-RAPD, utilizando os primer OPW04 (a esquerda)/OPW11 (a direita), e 0 DNA
isolado de nove amostras de mandioca.
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Figura 21 - Gel de agarose, corado com brometo de etidio, com os produtos de amplificacdo
da PCR-RAPD, utilizando o primer OPWO05 e o DNA isolado de nove amostras de mandioca.
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Figura 22 - Gel de agarose, corado com brometo de etidio, com os produtos de amplificacdo
da PCR-RAPD, utilizando o primer OPWO06 e o DNA isolado de nove amostras de mandioca.
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Figura 23 - Gel de agarose, corado com brometo de etidio, com os produtos de amplificacdo
da PCR-RAPD, utilizando o primer OPWOQ7 (a esquerda)/OPWO08 (a direita), e o DNA isolado
de nove amostras de mandioca.
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Figura 24 - Gel de agarose, corado com brometo de etidio, com os produtos de amplificacdo
da PCR-RAPD, utilizando o primer OPWO09 e o DNA isolado de nove amostras de mandioca.
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Figura 25 - Gel de agarose, corado com brometo de etidio, com os produtos de amplificagéo
da PCR-RAPD, utilizando o primer OPW10 e o DNA isolado de nove amostras de mandioca.
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Figura 26 - Gel de agarose, corado com brometo de etidio, com os produtos de amplificacdo
da PCR-RAPD, utilizando o primer OPW13 e o0 DNA isolado de nove amostras de mandioca.
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Figura 27 - Gel de agarose, corado com brometo de etidio, com os produtos de amplificagcao
da PCR-RAPD, utilizando o primer OPW14 (a esquerda)/OPW19 (a direita) e o DNA isolado
de nove amostras de mandioca.
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Figura 28 - Gel de agarose, corado com brometo de etidio, com os produtos de amplificacdo
da PCR-RAPD, utilizando o primer OPW15 e o DNA isolado de nove amostras de mandioca.
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Figura 29 - Gel de agarose, corado com brometo de etidio, com os produtos de amplificagéo
da PCR-RAPD, utilizando o primer OPW16 e o DNA isolado de nove amostras de mandioca.
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Figura 30 - Gel de agarose, corado com brometo de etidio, com os produtos de amplificagao
da PCR-RAPD, utilizando o primer OPW17 e o DNA isolado de nove amostras de mandioca.
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Figura 31 - Gel de agarose, corado com brometo de etidio, com os produtos de amplificacdo
da PCR-RAPD, utilizando o primer OPW18 e o DNA isolado de nove amostras de mandioca.
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Figura 32 - Gel de agarose, corado com brometo de etidio, com os produtos de amplificagao

da PCR-RAPD, utilizando o primer OPW20 e o DNA isolado de nove amostras de mandioca.
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Figura 33 - Gel de agarose, corado com brometo de etidio, com os produtos de
amplificacdo da PCR-RAPD, utilizando o primer OPW12 e o DNA isolado de nove
amostras de mandioca. P: Low mass DNA ladder.
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Este resultado demonstra o emprego da técnica de RAPD na discriminacao
de gendtipos, permitindo sua utilizacdo na identificacdo de cultivares também de
mandioca. Na andlise do perfil obtido de bandas polimorficas a partir da
amplificagao, utilizando inicialmente nove amostras de mandioca (descritas na tabela
3), foi possivel eleger o oligonucleotideo OPW12 (Figura 33) para posterior analise
de todo o grupo amostral de 30 variedades de mandioca. A escolha do OPW12 se
deu em funcdo da qualidade da imagem capturada, do nimero de bandas, e da
presenca de bandas polimérficas que permitiram a distingdo entre as variedades
estudadas. SCHILLINGER et al. (2009) utilizaram RAPD na diferenciacédo de
linhagens de Lactobacillus em iogurtes probidéticos, onde escolheram o iniciador M13
para a construcdo do dendograma de similaridade genética. Outros estudos
descrevem a escolha de um oligo na obtencdo dos padrées de bandas polimorficas
para andlise de diversidade genética por RAPD em bactérias (SEWARD et al.,1997)
e azeite de oliva (BUSCONI et al. 2003).

Apos a escolha do oligonucleotideo OPW12, foram conduzidas novas rea¢cfes
de amplificacdo RAPD, a partir do DNA isolado de folhas das 30 amostras de
mandioca utilizando o kit DNeasy. O fracionamento em gel de agarose dos produtos
de amplificacdo das amostras reunidas encontra-se na Figura 34. E possivel
identificar a presenca de bandas polimorficasa de fragmentos de DNA, na analise
comparativa das diferentes amostras avaliadas no experimento.

O perfil obtido por RAPD (fingerprint) a partir da amplificacdo com o
oligonucleotideo OPW12 foi analisado através de um programa computacional

(Bionumerics), a fim de construir o dendograma de similaridade genética (Figura 35).
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Figura 34 - Gel de agarose, revelado com brometo de etidio, com os produtos de
amplificacdo da PCR-RAPD, utilizando o primer OPW12 e o DNA isolado de 30
amostras de mandioca (aplicadas no gel 1 — 30). P: 100bp DNA ladder.
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Figura 35 - Dendograma de similaridade genética das variedades de mandioca.
Os padrdes de fragmentos amplificados por RAPD-PCR foram agrupados segundo o

coeficiente de Pearson.
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Os marcadores RAPD gerados foram agrupados pelo coeficiente de correlagcéo
de Pearson, e o método de UPGMA foi utilizado para construir o dendograma
(Figura 35). Dendogramas, com resultados expressos em termos de valores
percentuais de correlacdo, baseados em matrizes de similaridade calculadas a partir
do coeficiente de Pearson, séo utilizados em outros estudos de diversidade genética
(PULIDO et al., 2005; SCHILLINGER et al., 2003). Este coeficiente € a medida da
correlagéo linear simples entre os perfis de produtos de amplificagéo.

Neste estudo, foi observada diversidade intraespecifica entre as variedades
de mandioca estudadas, resultado que estd de acordo com estudos anteriores de
diversidade genética de mandioca (PERONI; HANAZAKI, 2002). A andlise do
dendograma permite a identificacdo de 3 grupos, nas quais 28 das 30 amostras
estdo distribuidas a 75% de similaridade genética, conforme descrito na Tabela 7.

Tabela 7 — Distribuicdo genética baseada na matriz de similaridade das amostras

avaliadas neste estudo

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

17 - Jabuti 4 - Brebi 1 — Perereca LP

21 - Achada 5 — Pororoca LP 13 — Chabeé

18 — Macaxeira amarela 6 — Achada mar 14 - Tucunaré

20 - Muruta-Tinga 29 - Jabuti 19 — Acai-Tinga

12 — Gunguinha AT 8 —S. Lorival 23 — Acai-Taua

11 — Macaxeira AT 9 — Amarelinha AT 24 — Domingo Taua

10 — Manicueira branca AT 3 — Coaraci LP 2 — Milagrosa LP
7 — Coraci Amarela LP 22 — Arara amarela
27 — Peixe-boi 15 — Bacuri Caiana
28 - Tartaruga 16 — Mocototé Amarela

30 - Manicueira

Tais amostras apresentaram genoétipos semelhantes, nos seus grupos
respectivos, com coeficiente de similaridade de 85% (grupo 1), 86% (grupo 2) e 89%
(grupo 3). Estes achados possivelmente se devem a cruzamentos empiricos
realizados para melhoramento das variedades de mandioca.

Duas amostras (25 e 26) foram posicionadas na extremidade do dendograma,
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e apresentaram distancia genética em relacdo aos outros cultivares. Estas
variedades apresentaram polimorfismos ndo observados nas outras amostras. Estes
achados sugerem que as variedades 25 e 26 apresentam menor similaridade
genética.

Outro estudo avaliou a diversidade genética de cultivares de mandioca
(ASANTE; OFFEI, 2003), e também demonstrou diversidade genética
intraespecifica, jA& que a divergéncia interpopulacional foi de 0.069 a 0.203. No
referido estudo, 47 das 50 variedades avaliadas apresentaram 63% de similaridade
genética. As amostras também se encontravam distribuidas em 3 grupos, sendo um
deles com o agrupamento das 47 variedades supracitadas, e as outras 3 amostras
dispostas em 2 grupos, com maior distancia genética. Muhlen, Martins e Ando
(2000) investigaram a similaridade genética em cultivares de mandioca da Regido
Amazonica e Sao Paulo, e descrevem indice de similaridade avaliado por RAPD de

0,87, valor proximo dos resultados apresentados acima.

5.3 ATIVIDADE AMILOLITICA

A degradacao de amido fornece a fonte primaria de carbono pela liberacéo de
acucares redutores (ROSS; DAVIES, 1987). Nos extratos enzimaticos das raizes de
mandioca foi determinada atividade amilasica a fim de investigar sua relagdo com o
perfil de diversidade genética, e expressdo génica da a-amilase. O método
selecionado para tal analise foi a quantificacdo de acucares redutores liberados na
reacdo, através de uma escala colorimetrica obtida pelo DNS, e comparada com
padrdo de glicose, jA descrito em estudos anteriores (AZAD et al.,, 2009;
GONZALEZ; FARINA, FIGUEROA, 2002). Determinacdes baseadas no poder
redutor apresentam como limitacdo a mensuracao simultanea das atividades exo- e
endo-amilase, e possivel interferéncia dos acUcares presentes na amostra. Para
aumentar a eficacia da analise, os extratos enzimaticos foram submetidos a dialise
para remocdo dos acUcares. Os valores de atividade enzimatica encontram-se

descritos na Tabela 8.
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Tabela 8 — Atividade amilolitica em variedades de mandioca selecionadas?

Amostra 1U = 10umoles
de glicose/min/ug raiz

1 3,12
2 3,84
3 3,44
4 3,27
5 1,95
6 2,94
7 2,87
8 2,45
9 2,66
10 2,57
11 1,78
12 1,88
13 2,14
14 3,53
15 2,09
16 1,58
17 3.99
18 4,17
19 1,95
20 1,48
21 1,56
22 2,32
23 3,18
24 3,43
25 2,97
26 3,15
27 3,85
28 2,42
29 2,68
30 2,36

! Ensaios em triplicata.

A faixa de atividade a-amildsica das amostras revelou-se similar a de
trabalhos anterior realizados em nosso laboratério. Foi verificado que a atividade
maxima da a-amilase mantem-se estavel a 60°C, na presenca de ions Ca** e em pH
6,0 contendo 10 mM Ca?*, por 90 min, conservando 80% da atividade inicial apos 15
h de incubacdo na mesma temperatura (VEIGA, 2002). Essa temperatura inativa
outras possiveis enzimas amiloliticas presentes nos extratos. Os resultados aqui

obtidos sdo compativeis com a atividade de cerca de 2 U naquele estudo, no qual
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foram avaliadas seis variedades de mandioca, sendo que em apenas uma nao
houve deteccédo da atividade enzimatica.

Raizes e tubérculos muitas vezes expressam enzimas amiloliticas durante o
processo de brotamento. No caso de outras raizes originarias da América do Sul,
como batata doce (lpomeae batatas), mandioquinha (Arracacia xanthorrhiza), e
maca (Lepidium meyeni) ocorre grande variagdo de comportamento nas amilases.
Em batata doce, ambas a e B amilases sao importantes para liberacdo de agucares
na fase de desenvolvimento pleno, independentemente do brotamento
(HAGENIMANA et al., 1994). Na mandioquinha-salsa foram detectadas trés enzimas
amiloliticas, duas a-amilases e uma B-amilase (PIRES; VEIGA; FINARDI FILHO,
2002). Na maca uma enzima com atividade a e uma (3 estdo presente, sendo a mais
ativa e abundante a B-amilase (RONDAN-SANABRIA; PIRES; FINARDI FILHO,
2006). Em todas estas raizes encontra-se a caracteristica de sabor doce apoés
coccao.

A presenca de a-amilase em raizes de mandioca ndo esta relacionada ao
mecanismo de reproducéo vegetativa da planta, visto que nesta espécie o replantio
€ realizado a partir de segmentos do caule. No entanto, evidencia sua possivel
compartimentalizacado para posterior mecanismo de ativacdo enzimatica atraves da
acao de giberelinas (TANGPHATSORNRUANG et al., 2005).

Como nao houve avaliacdo de atividade amilolitica em estagios anteriores de
desenvolvimento e maturacdo nas raizes de mandioca empregadas no presente
trabalho, ndo foi possivel inferir o papel desta acdo enzimatica ao longo do processo
de secagem para preservacao e comercializacdo das raizes, pois as mesmas foram

processadas e congeladas no mesmo dia da coleta no municipio de Seropédica, RJ.

5.4 DETERMINACAO DE ACUCARES

Os teores de acucares (glicose, frutose, sacarose e maltose) foram
determinados por cromatografia liquida conforme descrito na Tabela 9. Observa-se
gue as amostras 1, 5, 11, 12, 16 e 19 apresentaram teores de glicose inferiores a 0,2
g/100g de mandioca. Foi observado que a amostra 17 apresentou maior
concentragdo de glicose (2,65 g/100g). J4 para maltose, somente duas amostras (6

e 7) apresentaram teores detectaveis, em baixa concentracdo (0,11 e 0,06 g/100g
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respectivamente). A baixa deteccdo de maltose entre os mono e dissacéarides
analisados, permite inferir que ndo houve agéo hidrolitica de B-amilase nas raizes e
gue a presenca remanescente de aclcares se deva sobretudo a residuos da sintese
de acucares, acima de possiveis mecanismos de hidrélise de amido.

A Figura 36 apresenta os resultados descritos nas Tabelas 8 e 9, segundo as
variedades de mandioca avaliadas. Nao houve clara correlagédo entre os teores de
acucares das amostras e a atividade amilolitica detectada. Assim, o aparecimento de
acucares simples pode estar relacionado a acdo de enzimas endofiticas, bem como

outros fatores ainda ndo elucidados.



Tabela 9 — Teores de acUcares (g/100g) em raizes de mandioca*

amostra frutose
1 ND
2 0,05
3 0,08
4 0,22
5 ND
6 0,88
7 0,11
8 0,2
9 0,85
10 0,89
11 0,07
12 0,05
13 ND
14 0,18
15 0,08
16 0,06
17 1,83
18 0,52
19 0,11
20 0,04
21 0,05
22 0,14
23 0,11
24 0,34
25 0,28
26 0,47
27 1,10
28 0,25
29 0,49
30 0,09

glicose
0,14
0,27
0,26
0,49
0,16
0,96
0,68
0,38
1,33
1,4
0,18
0,15
0,36
0,63
0,3
0,17
2,65
0,9
0,16
0,35
0,41
0,35
0,29
0,98
0,51
0,53
1,56
0,53
0,78
0,24

sacarose
1,51
1,24
1,21
11
0,78
1,84
2,28
1,49
1,73
1,78
0,81
0,82
1,24
2,6
0,85
0,42
0,52
2,48
0,43
0,8
1,0
0,97
0,8
1,23
0,93
1,61
0,15
0,69
1,14
1,59

! Ensaios em duplicata; ND: quantidade n&do detectavel.

maltose
ND
ND
ND
ND
ND
0,11
0,06
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
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Figura 36 — Determinacéao de atividade enzimatica e concentracdo de acucares
totais. Dados comparativos referentes aos valores das Tabelas 8 e 9,

respectivamente.
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5.5 EXPRESSAO GENICA DA o-AMILASE

O isolamento de RNA, tornando-o livre de contaminantes como DNA
gendmico e metabdlitos secundarios da planta (compostos fendlicos, entre outros), €
essencial para o sucesso na amplificacdo do c-DNA correspondente e correta
andlise dos resultados (CHOMCZYNSKY; SACCHI, 1987). Para tal, € necessario
padronizar a metodologia de isolamento de RNA, e avaliar a capacidade de
amplificacdo do c-DNA correspondente (DANTAS et al., 2002).

No caso presente, foi possivel isolar o0 RNA a partir de amostras de raizes de
mandioca, através da extracdo de RNA e emprego de resina de silica ligante
(RNeasy Plant Mini Kit — Qiagen), seguindo estudos anteriores (SIJU; MADHUBALA,
BHAT, 2007). Desse modo, 30 amostras foram avaliadas quanto ao perfil de
expressdo génica da o-—amilase. As aliguotas em duplicata das raizes das
variedades foram submetidas a extragdo de RNA total utilizando o kit RNeasy. O
RNA assim isolado foi empregado na RT-PCR em duas etapas: sintese do c-DNA, e
amplificacdo em tempo real. A obtencdo de cDNA com transcriptase reversa foi mais
eficiente com a utilizacdo do "random primer", como também descrito por Dantas et
al. (2002).

As curvas de amplificacdo obtidas na reacdo de RT-PCR em tempo real
representam a deteccdo do sinal fluorescente normalizado (Rn) no decorrer da
reacdo, transcorrida em 40 ciclos. Ao final da andlise, foi determinado um nivel
arbitrario de fluorescéncia na fase exponencial da amplificacédo (threshold), onde foi
determinado o numero do ciclo da PCR no qual a fluorescéncia atinge o threshold
(Ct — ciclo threshold). Neste ponto, os dados foram coletados, e empregados na
guantificacdo relativa para determinar o nivel de expressdo génica dos genes
Meamy2 e GBSS, usando como gene de referéncia a actina.

O calibrador foi escolhido foi a amostra 21. Assim, seus dados de variacdo de
Ct foram considerados como padrao relativo de expressdo (Tabela 10) para a

construcao dos histogramas (Figuras 37 e 38).
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Figura 37 — Quantificagcéo relativa de expressao génica da amilase em mandioca
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Figura 38 — Quantificagéo relativa de expressao génica de GBSS em mandioca.

71



72

Tabela 10 — Expresséao relativa para os genes alvo Meamy2 e GBSS

Expresséo relativa amila- Expresséo relativa
Amostra se GBSS
1 1,97 -1,23
2 1,91 1,03
3 1,97 -1,33
4 1,9 -1,02
5 2,04 -1,14
6 1,92 -1,4
7 1,89 -1,05
8 1,88 -1,05
9 1,86 -1,05
10 1,9 1,06
11 1,93 1,31
12 1,84 -1,36
13 1,78 1,4
14 1,2 1,14
15 1,85 -1,14
16 1,57 -1,4
17 1,31 1,32
18 1,2 -1,1
19 4,15 4,13
20 1,23 -1,05
21 1,97 1
22 1,2 -1,13
23 1,25 -1,03
24 1,15 -1,39
25 1 1,26
26 1,25 1,46
27 1,18 1
28 1,15 1,17
29 2,58 2,58
30 1,16 -1,08

A analise da expressao relativa da a-amilase demonstrou discreta variacdo
entre as amostras analisadas. Em relacdo ao calibrador (mandioca 25), a maior
parte das amostras apresentou expressado génica de Meamy2 com valores absolutos
entre 1 e 2, exceto para as variedades 5, 19 e 29. Entretanto, somente a amostra 19
(variedade Acai-Tinga) apresentou variacdo expressiva na quantificacao relativa
(4,15).

Estudos relacionando o papel da a-amilase, e seus padrbes de expressao
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génica sdo muito limitados, sobretudo em raizes e tubérculos. Em batata, o papel da
o-amilase na degradacao de amido é controverso, e informagdes adicionais sobre os
mecanismos bioquimicos sdo necessérias (DAVIES, 1990). YAMAUCHI, TAKEUCHI
e MNAMIKAWA (1994) demonstraram que os niveis de mRNA de a-amilase e
atividade amilasica em feijdo estdo elevados durante os primeiros dias de
germinacao, indicando que a enzima é responsavel pelo ataque aos granulos de
amido. Em mutantes de Arabidopsis thaliana, apresentando trés genes de a-amilase
silenciados, foi observada taxa normal de degradacdo de amido, indicando que a
enzima ndo € essencial, ou que a pode conter uma nova proteina com atividade
endoamilasica (SMITH, A.; ZEEMAN; SMITH, C., 2005).

Os padrdes de expressao relativa da enzima de sintese de amido pouco
diferiram entre os cultivares avaliados. Na analise comparativa de expressao génica
baseada no Ct, a maior parte das amostras apresentou expressao génica de GBSSI
entre -1,5 e 1,5, relativa ao calibrador (amostra 21), exceto para as amostras 19
(variedade Acgai-Tinga) e 29 (Jabuti). Na andlise dessas raizes foi observada
variacao expressiva na quantificacdo relativa (4,13 e 2,58 respectivamente).

Alguns trabalhos investigaram a expressdo da enzima de sintese de amido
ligada ao granulo. Baguma e colaboradores (2003) relatam expressao génica de
GBSSI elevada em folhas e ndo detectavel em raizes de mandioca 180 dias apds o

plantio.

O cruzamento dos dados de expressédo génica de a-amilase com a presenca
de acucares e atividade amilolitica, bem como com o perfil de similaridade
representado pelo dendograma entre as raizes testadas estdo desvinculados, ndo

havendo correlacéo.
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos com as amostras de folhas e raizes de
mandioca oriundas da regido amazonica, avaliadas neste trabalho, podemos
concluir que:

1. O método de RAPD permitiu a identificar e distinguir a variabilidade genética
de mandiocas, através do oligonucleotideo OPW-12;

2. O perfil de diversidade genética identificado revelou a existéncia de trés
grupos distintos de plantas, contendo 28 das 30 variedades analisadas, com
similaridade genética acima de 85% e além de um quarto grupo isolado com
as duas variedades restantes;

3. A metodologia empregada permite sua aplicacdo em projetos futuros para
rastrear a dispersao de variedades de mandioca;

4. Os padrdes de expressao génica, por quantificacdo relativa dos genes para
amilase e amido sintase ligada ao granulo, foram semelhantes para as
variedades de mandioca avaliadas;

5. A atividade amilolitica detectada nas raizes apresentou variacdo para as
amostras, entretanto ndo esta diretamente relacionada aos teores de
acucares, sugerindo mecanismos distintos para a liberacdo de aclUcares nas

raizes.
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Anexo 1

Protocolo DNeasy®
A extracdo do DNA foi realizada de acordo com as instrugdes do kit. Trata-se

de uma resina de silica ligante de DNA que se baseia nas seguintes etapas:

« precipitacdo de agentes inibidores seguida de remocdo dos mesmos com a

coluna QIlAshredder;

« ligacdo do DNA a coluna DNeasy Spin, na presenca de agentes caotrépicos

(guanidina-hidroclorida);
« eluicdo de contaminantes com isopropanol;

« recuperacdo do DNA através de eluicdo em tampao com baixa concentracao

de sais.

A extracdo de DNA gendmico foi realizada utilizando-se o kit DNeasy Plant
Mini (Qiagen). Uma aliquota de 100 mg de folha foi incubada com 40 pL de solugéo
de proteinase K 20mg/mL, ap0s homogeneizacdo em agitador. Apés o periodo de
incubacédo de 3 horas a 55°C, foi realizada a lise e precipitacdo de contaminates
presentes na matriz alimentar segundo o protocolo do kit DNeasy. O DNA foi
recuperado através da utilizacdo da coluna DNeasy (Qiagen), contendo silica ligante
de DNA.
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Protocolo Dellaporta modificado

Uma aliquota de 50 mg amostra foi transferida para um tubo de reacéo de
1,5mL esterilizado, onde foi adicionado 1 mL de tamp&o EB (Tris 100mM pH8, EDTA
50mM pH8, NaCl 500mM, mercaptoetanol 10mM) e 300 puL de SDS 20%. O tubo foi
submetido a vértex, com posterior incubacdo a 65°C por 10 minutos. Em sequéncia,
foi adicionado 300 pL de acetato de potassio 3M, vortex, e a mistura foi incubada a
0°C por 20 minutos. Apos transcorrido o periodo de incubacao, os tubos foram
centrifugados a 13000 rpm por 20 minutos. Uma aliquota de 600 pL de sobrenadante
foi retirada e transferida para um tubo contendo 600 uL de isopropanol, e incubada a
-20°C por 30 minutos. Os tubos foram centrifugados a 13000 rpm a 4°C por 15 min,
com posterior descarte do sobrenadante, e invertidos sobre papel absorvente para
secagem do precipitado remanescente nos mesmos. O DNA foi ressuspenso em 700
pL de TE (Tris 50mM, EDTA 10mM pH 8,0), e os tubos foram centrifugados a 13000
por 10 minutos. Todo o sobrenadante foi transferido para um tubo novo, acrescido de
75 UL de acetato de sodio 3M e 500 pL de isopropanol. A mistura foi incubada por 5
minutos a temperatura ambiente, com posterior centrifugacdo por 5 minutos, e
descarte do sobrenadante. Um mililitro de etanol 70% a 4°C foi adicionado ao tubo,
gue foi centrifugado a 13000 rpm por 5 minutos, com descarte do sobrenadante. Os
tubos foram deixados na posicao invertida sobre papel absorvente, a fim de secar os

pellets, ressuspensos em 50 pL de agua MilliQ.
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