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Resumo

SCHMITZ, G. J. H. Analise comparativa dos proteomas das raizes tuberosas
de mandioca (Manihot esculenta Crantz) de variedades de mesa e industria.
2013. 137 f. Dissertacdo Mestrado — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,

Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € uma das principais culturas do mundo,
havendo grande variabilidade genética. As variedades séo classificadas com
base na palatabilidade e toxicidade das raizes, em mansas ou doces e bravas ou
amargas. Apesar da importancia, o potencial da mandioca é pouco explorado,
ndo sendo conhecidos, em nivel molecular, os elementos determinantes para as
suas caracteristicas. Assim, pretendeu-se identificar, empregando a 2D-PAGE,
proteinas que possam estar associadas com as diferencas fisico-quimicas das
raizes tuberosas de variedades de mesa (IAC 576-70 e IAC 06-01), industria
(Cigana Preta, IAC 12 e IAC 90) e de uso misto (Vassourinha Paulista). Apés
extracdo de proteinas e separacdo por 2D-PAGE, as imagens dos géis foram
analisadas no programa Delta2D (DECODON), sendo realizada andlise
estatistica utilizando-se ANOVA (p<0,01), Heat Map e Analises de Componentes
Principais (ACP) e de Agrupamentos. Os 146 spots de interesse foram removidos
dos géis e suas proteinas digeridas e sequenciadas por espectrometria de
massas. Algumas proteinas refletiram as caracteristicas fenotipicas das
variedades em estudo, especialmente entre as de mesa e industria. Pela ACP,
foram explicados 54,54% da variabilidade entre as amostras. A primeira
componente separou as variedades exclusivamente de mesa de todas as
demais, enquanto a segunda separou a IAC 90 de todas as outras, sendo esta
caracterizada por um perfil proteico diferente das demais amostras de uso
industrial. A IAC 576-70 e a IAC 12 apresentaram alta correlacao positiva, assim
como, a Vassourinha e a Cigana. A Andlise de Agrupamentos corroborou as
informacdes da ACP, revelando que o proteoma das raizes tuberosas refletiu

diferencas fenotipicas entre as variedades.

Palavras-chave: Mandioca de mesa. Mandioca de indUstria. 2D-PAGE.



Abstract

SCHMITZ, G. J. H. Comparative proteome analysis of the tuberous roots of
sweet and bitter cassava (Manihot esculenta Crantz) varieties. 2013. 137 f.
Dissertagdo Mestrado — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de

Sao Paulo, Sao Paulo.

Cassava (Manihot esculenta Crantz) is a main crop with large genetic variability.
The varieties are classified according palatability and toxicity of the roots as sweet
or bitter cassavas. Despite its importance, little is known about the molecular
basis of phenotypic characteristics. Therefore, this study aimed to identify proteins
associated to the differences between the sweet (‘IAC 576-70' e ‘IAC 06-01’),
bitter (‘Cigana Preta’, ‘IAC 12" e ‘IAC 90’) and the mixed-use (‘Vassourinha
Paulista’) varieties by 2D-PAGE. After the protein extraction and separation by
2D-PAGE, the gel images were analyzed through the software Delta 2D
(DECODON), and the statistical analysis were performed with ANOVA (p<0,01),
Heat Map, Principal Component Analysis (PCA) and Cluster Analysis. The 146
significant spots were removed from the gels, digested and sequenced by mass
spectrometry. Some proteins were related to the physico-chemical characteristics
of the varieties, especially between the sweet and the bitter. Variability of the
samples was explained at the level of 54,54% by the PCA. The first component
separated the sweet varieties from all others while the second one separated the
‘IAC 90’ from all others. This variety was characterized by a different protein
profile among the bitter cassavas. The ‘IAC 576-70' and the ‘IAC 12’ were
positively correlated, as well as, ‘Vassourinha’ and the ‘Cigana’. Cluster Analysis
agreed the PCA information, revealing that the proteomes of the tuberous roots

reflected phenotypic differences among the varieties.

Keywords: Sweet cassava. Bitter cassava. 2D-PAGE.
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1 INTRODUCAO

1.1 A mandioca

A mandioca, pertencente a ordem Malpighiales, familia Euphorbiaceae,
género e espécie Manihot esculenta Crantz, é uma planta heliéfila, perene,
arbustiva e sua propagacdo € geralmente feita por estacas (manivas) (ALVES;
JAIGOBIND; JASINGH, 2007; EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA
AGROPECUARIA, 2012; FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION, 2000; LI
et al., 2010).

Esta planta € originaria do Brasil e foi domesticada provavelmente na
regido de transicdo entre o Cerrado e a Amazbnia, sendo disseminada pelos
portugueses durante os séculos XVI e XVII para areas tropicais e subtropicais da
Africa, Asia e Caribe (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION, 2001;
MUHLEN; MARTINS; ANDO, 2000; OLSEN; SCHAAL, 1999; VIEIRA et al., 2011;
VILPOUX, 2011). Devido a ampla adaptabilidade as condicbes ambientais
(tolerancia a seca e a baixa fertilidade do solo), a capacidade produtiva
(facilidade de propagagéo, baixa exigéncia em insumos modernos, resisténcia ou
tolerancia a pragas e doencas) e as suas raizes tuberosas ricas em amido (20 a
40% em raizes frescas), tornou-se alimento basico para muitas populacées
(BROCHADO, 1977; DIAS; LOMGHI; LORENZI, 1997; LORENZI et al., 1978;
SOUZA et al., 2006; VIEIRA et al., 2011). E uma das principais culturas do
mundo, sendo a principal fonte de carboidratos para as populacdes de regides
tropicais e subtropicais e importante matéria-prima para a extracao de amido,
tornando-se a base da alimentacdo para cerca de 700 milhdes de pessoas,
especialmente nos paises em desenvolvimento da América do Sul, Asia e Africa
(BUTARELO et al., 2004; LI et al., 2010; MUHLEN; MARTINS; ANDO, 2000;
SHEFFIELD et al., 2006; VALLE et al., 2004; VENDRAMINI et al., 2011).

A mandioca é base de multiplos produtos, como farinha, racdo para
animais, alimentos preparados, doces, alcool, amido para colar papéis e tecidos,
e produtos biodegradaveis. Tem se tornado importante fonte de emprego e renda
para agricultores e industrias locais em mais de 180 paises (CARDOSO, 2003;
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FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION, 2001, 2008). As raizes de
mandioca sdo comercializadas como vegetal fresco, minimamente processadas,
refrigeradas, congeladas ou ainda na forma pré-cozida, facilitando o preparo e o
consumo. Sao utlizadas na culinaria nas formas cozida, assada e frita, ou
integrando pratos mais complexos (OLIVEIRA et al., 2005). Suas raizes
tuberosas sédo importantes fontes de energia (amido), de algumas vitaminas,
minerais e fibras para a alimentacdo humana, ja a parte aérea, utilizada na
alimentacdo animal, enriqguece a dieta rural, pois possui elevado teor proteico,
vitaminas e minerais (LI et al., 2010).

O Brasil é o terceiro maior produtor de mandioca do mundo, com uma
producédo de 23,41 milhdes de toneladas em 2012, equivalendo a quase 10% da
producdo mundial, enquanto a Nigéria € o maior produtor (54,00 milhdes de
toneladas em 2012), seguido pela Indonésia (23,92 milhdes de toneladas em
2012) (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION, 2012). A mandioca é o
guarto produto agricola mais produzido no pais, sendo a cana-de-acucar o
primeiro, seguido da soja e do milho (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA
E ESTATISTICA, 2013). Esta raiz € cultivada em todo o territério nacional nas
mais diversas condi¢des edafoclimaticas, embora alguns estados concentrem a
maioria da producdo (ALBUQUERQUE et al., 2012; VILPOUX, 2011). Segundo o
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (2013), as regides que mais
produzem mandioca sdo o Norte (7,44 milhdes de toneladas), seguido do Sul
(5,51 milhdes de toneladas) e do Nordeste (4,74 milhdes de toneladas). Os
estados que detém as maiores producdes sao: o Para (4,68 milhdes de
toneladas), seguido do Parana (3,84 milhfes de toneladas) e do Maranhéo (1,33
milhdes de toneladas).

A mandioca apresenta ampla variabilidade genética, pois é estimado em
cerca de 7 mil o numero de variedades encontradas em todo o mundo, em sua
maioria etnovariedades, mantidas por agricultores tradicionais (MUHLEN;
MARTINS; ANDO, 2000). No Brasil estdo catalogadas mais de 4 mil variedades,
sendo o principal centro de diversidade desse vegetal, o qual possui elevada
importancia social e econémica, por ser a principal fonte de carboidratos e de
subsisténcia para as populacbes mais carentes, sendo também base para a
alimentacdo animal e para a producédo de fécula (amido), de amplo uso industrial
(AMARAL; JAIGOBING; JASINGH, 2007; OLIVEIRA et al., 2012; ROGERS;
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APPAN, 1973). A producéo de fécula, derivado de mandioca com maior potencial
de comercializacdo no mercado nacional e internacional, estd concentrada nos
estados do Parana, Mato Grosso do Sul e Sdo Paulo, e é realizada tanto
artesanal quanto industrialmente (SOUZA et al.,, 2006; VIEIRA et al., 2010;
VILPOUX, 2008).

Devido a grande valorizacdo da mandioca, pelas suas inumeras
aplicacdes, que vao da culinaria até o uso industrial, sua producdo tem sido
dirigida tanto para o consumo direto (in natura), quanto para a industria de
transformacdo, onde é utilizada na elaboracdo de diversos produtos como,
fécula, raspas, farinha de raspas e polvilho azedo (LADEIRA; PENA, 2011).
Aproximadamente 85% da producédo de mandioca € destinada a farinha e fécula.
O restante é destinado ao consumo in natura (cozida, assada ou frita), industria
de congelados e alimentacdo animal (parte aérea e/ou raizes). A cultura também
€ utilizada na indastria quimica, metaltrgica, téxtil, farmacéutica, plastica, entre
outras (ARCHANGELO et al.,, 2007; VENDRAMINI et al., 2011; VIEIRA et al.,
2010). O Brasil é o principal consumidor da farinha de mandioca, que é
consumida em todo o territério nacional, principalmente pela populacdo de baixa
renda das regides Norte e Nordeste (ARCHANGELO et al.,, 2007; DIAS;
LEONEL, 2006; VENDRAMINI et al., 2011; VIEIRA et al., 2010).

A taxonomia popular, desde as culturas pré-colombianas, classifica as
variedades de mandioca em dois grupos: mansas ou doces e bravas ou
amargas. As bravas tém sabor amargo, sendo este associado a capacidade de
liberacdo de &cido cianidrico (HCN), que é uma substancia extremamente toxica
decorrente da acdo da enzima linamarase, através da hidrélise de glicosideos
cianogénicos (linamarina e lotaustralina) presentes no tecido da planta (CONN,
1969; PEREIRA; NERY; IGUE, 1965; PEREIRA; PINTO, 1962). O teor de
glicosideos cianogénicos varia em razdo da variedade, condi¢des de cultivo,
época de colheita e condicbes ambientais (BORGES; FUKUDA, 1989; BORGES;
FUKUDA; CALDAS, 1993; FUKUDA; BORGES, 1988, 1990; SANTAMARIA
HERNANDEZ; CONTRERAS GUILLEN, 1984). No entanto, é importante
destacar que ndo ha entre os grupos qualquer caracteristica morfolégica da
planta que permita distingui-los (VALLE et al., 2004).

Esta classificagdo das variedades de mandioca teve como critério a
palatabilidade e toxicidade das raizes (PEREIRA; NERY, IGUE, 1965; PEREIRA,
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PINTO, 1962;), ja que a mandioca mansa in natura caracteriza-se por apresentar
baixo teor de HCN (menos de 50 mg/kg de polpa de raizes frescas). Por outro
lado, em mandiocas bravas sdo encontrados niveis superiores a 100 mg/kg,
existindo ainda um terceiro grupo classificado como intermediario, em que 0s
teores de HCN estdo entre 50 e 100 mg/kg, sendo muito pouco ou levemente
toxicas (BOLHUIS, 1954).

A mandioca mansa ou doce, também conhecida como mandioca de
mesa, aipim ou macaxeira (CONCEICAO, 1983), é destinada ao consumo a
fresco, sendo bastante consumida pelos brasileiros, principalmente nas regides
Centro-Oeste, Sudeste e Nordeste (BORGES; FUKUDA; ROSSETTI, 2002).
Apesar deste consumo elevado, ndo existem dados estatisticos referentes a sua
producéo real, pois grande parte desta mandioca € produzida em culturas do tipo
“fundo de quintal”’, cuja producdo ndo passa por um processo organizado de
comercializacdo (CARVALHO et al., 1995; PEREIRA; LORENZI; VALLE, 1985).

Além de baixo potencial cianogénico, para que ndo ofereca sabor amargo
ou risco de intoxicacdo aos consumidores, ha algumas outras caracteristicas
importantes para que a mandioca de mesa seja definida como de qualidade, tais
como: facilidade de descascamento e tempo de cozimento das raizes, auséncia
de fibras na massa cozida, resisténcia a deterioracdo pos-colheita, raizes bem
conformadas, entre outras (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA
AGROPECUARIA, 2003; VALLE et al., 2004). E importante salientar que a
linamarina presente na polpa das raizes é parcialmente eliminada na agua de
coccdo durante o preparo de produtos derivados da mandioca de mesa
(mandioca frita, cozida, assada, puré, bolo, suflé) restando apenas em niveis
baixissimos, tornando-os inécuos (BORGES; FUKUDA; ROSSETTI, 2002,
BUTARELO et al., 2004; VALLE et al., 2004). Segundo Carvalho et al. (1995), as
mandiocas mansas ndo sdo utilizadas para a fabricacdo de farinha, ja que
originam um produto com sabor adocicado, de pouca aceitacdo no mercado.

Algumas das variedades de mesa encontradas no Brasil sdo: Mantiqueira
(IAC 24-2), Verdinha (IAC 14-18), Preta (IAC 59-210), Pioneira, Parana, Gema de
ovo, IAC 576-70, Jacana (IACX — 352-7), BRS Rosada, BRS Jari, BRS Dourada,
dentre outras (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA, 2003,

2011). Em relagdo a IAC 576-70, é importante destacar que esta consiste na
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variedade de mesa que responde por quase 100% da mandioca comercializada
no estado de Sao Paulo.

As mandiocas bravas ou amargas, também chamadas de venenosas
(BOLHUIS, 1954), sado improprias para o consumo a fresco, portanto, séo
destinadas a industria, onde a toxicidade da raiz é reduzida durante o
processamento, e utilizadas como matéria-prima na producédo de farinha e fécula,
também chamada de amido, goma ou tapioca (BORGES; FUKUDA; ROSSETTI,
2002; CARVALHO et al., 1995; EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA
AGROPECUARIA, 2003; MENDONCA; MOURA; CUNHA, 2003; PEREIRA;
LORENZI; VALLE, 1985; VALLE et al., 2004).

Em razdo do uso para processamento, as cultivares utilizadas na industria
devem possuir raizes com polpa de coloracdo branca ou amarela, cortex branco
e com auséncia de cintas. Ainda estas raizes devem ser grossas, bem
conformadas e com pelicula fina, facilitando o descascamento e garantindo a
gualidade do produto final (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA
AGROPECUARIA, 2003). Algumas das variedades utilizadas em industrias no
Brasil sdo: Branca de Santa Catarina, Cigana Preta, Fibra, IAC 12, IAC 13, IAC
14, IAC 15, IAC 90, Fécula branca, Espeto, Roxinha, Anara, Camarédo, Antinha,
Turuna, Ourinho, entre outras (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA
AGROPECUARIA, 2003; MUHLEN; MARTINS; ANDO, 2000).

A cultura da mandioca €& conduzida basicamente em sistemas
convencionais de preparo do solo, e normalmente este cultivo se encontra em
rocas de agricultura autéctone, um sistema agricola cujas bases técnicas
remetem ao Brasil pré-colonial (FARALDO et al.,, 2000). Isto ocorre por ser
facilmente cultivada e ndo apresentar grandes exigéncias de manejo
(ALBUQUERQUE et al., 2012; SILVA et. al., 2009). No entanto, devido a isso, a
producdo de mandioca enfrenta uma série de restricdes importantes, incluindo
perda de rendimento devido ao estresse bibtico e abidtico, perda na qualidade
nutricional e rapida deterioracdo das raizes colhidas (SHEFFIELD et al., 2006).
Segundo Beeching et al. (1998), o processo de deterioracao fisiologica das raizes
tuberosas de mandioca se inicia dentro de 24 a 48 horas apos a colheita, seguido
por uma fase de deterioracdo microbiana, a qual ocorre apdés 5 a 7 dias. A
deterioracdo pos-colheita promove o aparecimento de pontos escuros azulados

nas raizes, devido ao acumulo inicial de hidroxicumarinas em seus tecidos
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vasculares, e posterior processo de oxidacdo pelas peroxidases nos tecidos
parenquimaticos, com o consequente surgimento de manchas marrons. Estes
processos tornam a mandioca ndo palatavel para o consumo e inutilizavel pela
industria (BUSCHMANN et al., 2000).

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (2013), a
produtividade média nacional de mandioca em julho de 2013 foi de 14,03 t/ha,
sendo que estd muito aquém do potencial produtivo da espécie, o qual se situa
em torno de 30 a 60 t/ha (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION, 2007).
A réapida deterioragdo pos-colheita (fator principal da baixa produtividade) é
resultante de danos mecanicos, fisioldgicos e microbioldgicos, manifestando-se
com a perda de qualidade e quantidade das raizes. A resisténcia a deterioracdo
pos-colheita pode ser controlada geneticamente, através da selecdo de
variedades mais resistentes, permitindo ampliar o tempo de conservagédo das
raizes (BOOTH, 1974; FUKUDA; SILVA; BORGES, 1988; MONTALDO, 1973;
VIDIGAL FILHO et al., 2000). Outro fator severo que limita a produtividade é a
bacteriose, doenca causada pelo micro-organismo Xanthomonas campestris pv.
manihotis, que faz com que as folhas murchem, sequem e caiam, culminando na
morte da planta (VIDIGAL FILHO et al., 2000). Nesse sentido, os programas de
melhoramento da mandioca sdo de fundamental importancia para detectar a
resisténcia de clones, linhagens ou cultivares a pragas e doencas, aumentando a
produtividade (SANTOS et al., 2004).

O desconhecimento do ciclo da mandioca pode acarretar prejuizo aos
produtores, pois se esta for colhida cedo, ocorre perda da produtividade por
ainda néo ter atingido o maximo de acumulo de matéria seca. Por outro lado, se
for colhida tarde, o indice de podriddo radicular aumenta, além de manter a area
ocupada por tempo superior ao necessario. Portanto, a determinacdo da época
de colheita é um fator essencial no rendimento das cultivares (MOURA, 1998).

Outro ponto que causa perda na producdo da mandioca € o fato de esta
ser uma cultura que explora o solo com grande intensidade, considerada uma
das mais erosivas quando comparada a outras como sorgo, milho e amendoim
(PUTTHACHAROEN et al., 1998). Desta forma, sempre que possivel, deve ser
plantada em consércio com outras espécies (sobretudo as leguminosas, as quais

podem incrementar o teor de matéria organica no solo). Assim, o
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aperfeicoamento do sistema de producdo e a utilizacdo de novas tecnologias
podem melhorar o desempenho dos sistemas produtivos (SILVA et. al., 2009).

Outro problema que atinge a mandioca produzida no Brasil é que
dependendo da época do ano, produtores e consumidores tém incerteza em
relacdo a qualidade culinéaria do produto que estdo produzindo e comprando,
respectivamente. Em relacdo ao cozimento, as variaveis mais importantes sdo: a
textura, a plasticidade e a pegajosidade da massa, as quais interferem
diretamente na maioria das receitas realizadas com a mandioca. Este problema
ocorre devido a qualidade das raizes ser pouco estudada e as causas de sua
variabilidade e instabilidade serem pouco conhecidas (OLIVEIRA; MORAES,
2009; PEREIRA; LORENZI; VALLE, 1985).

Como dito anteriormente, a farinha é o principal derivado da mandioca
para a alimentacdo humana no Brasil, e apesar de constituir a forma mais ampla
de aproveitamento industrial desta cultura ndo € um produto muito valorizado,
devido a elevada variabilidade de tipos de farinha, dificultando a comercializacéo.
Essas diferencas na farinha sdo decorrentes de varios fatores, como cultivar,
solo, ponto de colheita, variabilidade genética, matéria-prima, método de
processamento, entre outros (SOUZA et al., 2008). A heterogeneidade deste
produto € devida, principalmente, a fabricacdo por pequenos produtores para seu
préprio uso em unidades artesanais de processamento existentes em todo o
Brasil (DIAS; LEONEL, 2006; LIMA, 1982). Nestes estabelecimentos, cada
produtor segue um processo proprio de fabricacdo, provocando falta de
uniformidade na farinha e tornando quase impossivel a proposta de um padrao
nacional de qualidade (SOUZA et al., 2008).

Além de fonte de calorias para as popula¢cdes mais carentes do mundo,
existe a possibilidade de a mandioca prover outros nutrientes importantes, ja que
esta apresenta potencial genético para ser fonte de carotenoides e licopeno para
a alimentagcdo humana. Os carotenoides, especialmente o (3-caroteno, por ser
precursor de vitamina A, estdo presentes nas raizes com coloracdo de polpa
amarela, enquanto o licopeno, importante por sua acdo como antioxidante, esta
presente em polpa de raizes rosadas. Desta forma, existe a perspectiva de
melhorar variedades destinadas ao consumo humano e a nutricdo dos habitantes
dos paises em desenvolvimento (IGLESIAS et al., 1997; MEZZETE et al., 2009;
NASSAR et al., 2007; VIEIRA et al., 2011).
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Outras variedades de mandioca que vém recebendo amplo destaque
entre 0os produtores e pesquisadores de todo o mundo, em razdo de seu
potencial de uso alimentar ou industrial sdo as mandiocabas ou mandiocas
acucaradas. Além de armazenar amido, estas mandiocas armazenam acucares
livres em suas raizes de reserva, apresentando novas possibilidades de
utilizacdo na industria: producao de glicose sem hidrolise do amido, producédo de
amido com variabilidade na propor¢cdo amido/amilopectina, producdo de amido
do tipo glicogénio, producdo de alcool (combustivel e para a industria de
cosmeéticos), na siderurgia, entre outros. Entretanto, estes acessos ainda nao
foram suficientemente estudados quanto a sua variabilidade genética, a qual é
uma etapa fundamental no melhoramento genético visando a producdo em
escala industrial (CARVALHO, 2004; CARVALHO; CABRAL; CAMPOS, 2000).

Como apresentado acima, existem diferencas importantes entre as
variedades de mandioca de mesa e de industria, e dentro de cada categoria
existem aquelas com caracteristicas mais ou menos desejaveis. Essa grande
variabilidade e a exigéncia constante de produtos de melhor qualidade e do
aumento de produtividade resultam no permanente aprimoramento das
variedades disponiveis. Contudo, o conhecimento disponivel acerca dos
elementos determinantes para a manifestacédo das caracteristicas de interesse da
mandioca, seja de industria ou de mesa, é bastante limitado.

Uma contribuicdo para esse campo poderia ser trazida pelo estudo
detalhado da composi¢cdo quimica das raizes tuberosas da mandioca, com
énfase nas proteinas, pois a despeito do valor nutricional dessas moléculas, séo
os produtos diretos da expressao génica e, portanto, podem ser considerados 0s
elementos determinantes para a manifestacdo das caracteristicas agronémicas,
fisico-quimicas e nutricionais de interesse. Desse modo, a investigacdo das
proteinas presentes nas raizes tuberosas da mandioca, e a eventual elucidacdo

de seu papel biolégico, podem contribuir para ampliar esse entendimento.
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1.2 Protebmica

Nos ultimos anos, o sequenciamento do codigo genético de varios
organismos tem sido concluido. No entanto, a obtencdo do genoma de um
organismo representa a agcao mais simples dentro da compreensao da regulagao
da expressao génica (BALBUENA et al., 2011), j4 que a funcdo de um gene nao
pode ser deduzida com base apenas em sua sequéncia (gendmica) (WILKINS,
1996).

Sob a visdo molecular, o fendtipo pode ser descrito em termos de RNAm
e proteinas, associados ao genoma e influenciados pelo ambiente, tornando a
relacdo fendtipo e gendtipo bastante complexa (MATTICK, 2003). A
transcriptbmica, a qual se baseia na andlise de transcritos de RNAm, somente
fornece um pouco mais de informacéo, pois gera dados sobre um organismo em
um determinado estado, ndo refletindo diretamente a expressdo da proteina
deste organismo, portanto, ndo elucidando muitos dos processos bioldgicos
(CHEN; HARMON, 2006; WILKINS, 1996). Desta forma, o estudo das proteinas
visa a compreensdo mais completa da regulacdo génica, jA que a atividade e
funcdo destas moléculas estdo associadas de forma muito mais préximas a
funcdo do gene, sendo os produtos finais da regulacdo génica e as maiores
responsaveis pelos fenétipos de células (WILKINS, 1996; BALBUENA et al.,
2011).

E importante esclarecer que, na maioria dos casos, a proteina ndo atua
sozinha, uma vez que pode interagir com outras proteinas (GAZZANA, BORLAK,
2007). Desta forma, o estudo do conjunto destas moléculas pode prover mais
resultados em relacdo ao estudo de uma Unica proteina isoladamente. Assim, a
descoberta de inimeras proteinas que interagem entre si pode revelar diferentes
complexos proteicos relacionados com atividades especificas, fazendo com que
o entendimento do metabolismo celular de um determinado organismo torne-se
mais claro. Desta maneira, a protedmica, a qual visa caracterizar de forma global,
em uma determinada condicdo, 0 conjunto de proteinas expressas por um
genoma numa célula ou tecido (proteoma), tem se tornado essencial para a
investigagdo dos papéis que as proteinas tém no metabolismo celular
(BALBUENA et al., 2011; SILVA, CORREA, REIS, 2007; WILKINS, 1996).
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O termo proteoma foi definido por Mark Wilkins em 1994 na primeira
reunido referente a eletroforese bidimensional (2-D), em Siena, na lItalia. Devido
ao proteoma se alterar frente a diferentes estimulos e condicdes, ao contrario do
genoma, seu estudo pode trazer informacdes sobre as funcdes das proteinas e
processos metabolicos em seres vivos, visando a elucidagdo do funcionamento e
regulacdo de uma célula ou tecido em nivel molecular. Assim, a proteémica,
complementa os estudos referentes ao genoma, tornando-se a ponte entre o
fenétipo e o gendtipo (SILVA; CORREA; REIS, 2007; WASINGER et al., 1995).

Na era poés-gendmica, a analise protedbmica estd relacionada a
necessidade de se investigar o controle da expressao génica, fornecendo
elementos necessarios para o estudo das propriedades das proteinas, tais como:
guais proteinas sao expressas, seus hiveis e momentos de expressao,
modificagbes pos-traducionais, interagcbes entre proteinas, entre outros. E
também para a avaliacdo da expressdo da proteina em tecidos expostos a
diferentes situacdes fisiologicas: patolégico ou saudavel, tratado ou nao tratado,
resistente ou suscetivel, etc. (SILVA; CORREA; REIS, 2007; WASINGER et al.,
1995).

O avanco na tecnologia de sequenciamento de proteinas através da
espectrometria de massas (MS) foi o que possibilitou o surgimento e
desenvolvimento da protebmica, sendo que este processo juntamente com a (2-
D), compBe uma poderosa técnica para a analise proteémica (BALBUENA et al.,
2011; HURKMAN; TANAKA, 2007; TYERS; MANN, 2003). Normalmente,
seguem-se as seguintes etapas durante a andlise protedmica: extracdo de
proteinas, separacao, quantificacdo da expressao e, por ultimo, sua identificacao
(BALBUENA et al.,, 2011; SALVATO; CARVALHO, 2010). No entanto, €
necessaria a juncdo dos dados provenientes da gendmica, transcriptdmica,
protebmica e metaboldmica (estudo do conjunto dos metabdlitos) para a
compreensao da regulacdo da expressdo génica. Esta integracdo devera ser
baseada em parametros normalizadores, controle experimental rigido e viséo
ampla para que haja a coerente associacdo dos resultados estatisticos aos
mecanismos moleculares da atividade celular. Desta maneira, 0s avancgos
referentes a analise protedmica dependerédo do desenvolvimento das ferramentas
de bioinformatica e estatistica (SALVATO; CARVALHO, 2010).
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1.2.1 Prote6mica na area vegetal

A protedmica oferece novas perspectivas na area vegetal com énfase em
estudos referentes a variabilidade genética, estresses fisioldgicos e
desenvolvimento, podendo futuramente gerar impactos econdmicos. Como
exemplos, é possivel destacar estudos relacionados a doencas vegetais
importantes (GIRIBALDI et al.,, 2011; SGHAIER-HAMMAMI et al., 2012), bem
como aqueles relativos as respostas dos vegetais a condigcbes de estresse
abiotico (PANDEY et al., 2008; SANCHEZ-BEL et al., 2012; ZHANG et al., 2011),
ou ainda estudos referentes ao amadurecimento de frutos (ANDRADE et al.,
2012; NOGUEIRA et al.,, 2012; TOLEDO et al., 2012). Outras aplicacbes
interessantes da analise protedmica encontram-se em pesquisas relativas aos
efeitos dos métodos de cultivo organico e convencional sobre os produtos
vegetais (NAWROCKI, et al., 2011), a germinacao de sementes (YANG et al.,
2007), a producao de eucalipto (CELEDON et al., 2007) e de fibras de linho
(HOTTE; DEYHOLQOS, 2008), ao desenvolvimento de sementes de pinheiro
(ZHEN et al., 2012) e do embrido de arroz (XU et al., 2012), entre outros.

Andlises comparativas de perfis de proteinas de variedades de um
vegetal também constituem uma possibilidade de estudo interessante, em que
podem ser apontadas as proteinas potencialmente associadas com as diferencas
de produtividade, resisténcia a doencas, -caracteristicas fisico-quimicas,
nutricionais, anti-nutricionais, toéxicas e filogenéticas observadas entre as
variedades. Como exemplo, a comparacdo dos proteomas dos embrides
referentes a seis variedades de arroz (Oryza sativa L.) relacionadas a estresses
abidticos, sendo duas relativas ao estresse hidrico (sensivel e tolerante), duas ao
frio (sensivel e tolerante) e duas ao estresse salino (sensivel e tolerante),
mostraram a identificacdo de proteinas relacionadas a tolerancia ao estresse, a
reserva de nutrientes, e algumas outras proteinas relativas a respostas ao
estresse. A pesquisa revelou estreita relacdo entre as variedades sensiveis ao
estresse abidtico, porém as variedades tolerantes ndo apresentaram tanta
proximidade (FARINHA et al., 2011).

Nilo, Campos-Vargas e Orellana (2012) avaliaram globalmente o

proteoma do mesocarpo de cinco variedades de péssego (Prunus persica),
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comparando frutos firmes e macios através da andlise por 2D-PAGE, objetivando
identificar padrées comuns do acumulo de proteinas que podem fornecer
informacbes sobre 0s processos bioquimicos que sao relevantes para o
amolecimento do fruto. Observou-se que o proteoma foi conservado entre as
variedades e também durante a transicdo do fruto firme para o macio. Apenas
dois spots apresentaram uma mudanca qualitativa em todas as condicOes
avaliadas. Desta forma, estes resultados estdo de acordo com a ideia de que
variedades comerciais de péssego possuem um background genético estreito.

Guo et al. (2012) compararam os proteomas das raizes de mudas de
duas variedades de trigo, uma sensivel e outra tolerante ao sal.
Aproximadamente duzentos spots diferencialmente expressos foram localizados,
sendo que as proteinas encontradas estavam relacionadas primeiramente ao
metabolismo de carbono, seguidas por proteinas relativas a desintoxicacdo e
defesa, chaperonas e referentes ao sinal de transducéao.

Os estudos protebmicos tém-se voltado principalmente para culturas
economicamente importantes, como arroz e trigo e para plantas modelo, como
Arabidopsis. Sendo que as espécies tropicais correspondem a dois tercos do
total de plantas no mundo, os estudos referentes a estas deveriam existir em
maior quantidade, ja que possuem alto potencial farmacéutico, agronémico, entre
outros, porém sdo extremamente escassos. A mandioca, a qual € uma planta
tropical, encontra-se dentro deste quadro de escassez de estudos genémicos e
protedmicos (BALBUENA et al., 2011) e, portanto, constitui um organismo
promissor para ser explorado com essas ferramentas, as quais podem render

informacgBes com grande potencial de aplicacdo no melhoramento genético.

1.2.2 Protedmica no estudo de variedades de mandioca

Estudos sobre a expressao de genes em raizes de mandioca tém sido
realizados com o objetivo de encontrar caracteristicas de importancia biologica,
nutricional e agrondémica para fins de melhoramento genético e da engenharia
genética. Sendo as proteinas os produtos finais da regulacdo génica, a

caracterizacao do proteoma dessa planta poderia contribuir para elucidar muitos
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dos processos biolégicos de relevancia econémica ou nutricional, justificando,
assim, a realizacdo de alguns trabalhos dessa natureza. Cabral e Carvalho
(2001) aplicaram essa ferramenta para o estudo da formacdo da raiz tuberosa,
assim como Sheffield et al. (2006) estudaram os proteomas das raizes fibrosas e
tuberosas e procederam a analise diferencial, para identificacdo das proteinas
associadas com cada um dos dois tipos de raizes. Baba et al. (2008) estudaram
as proteinas durante o desenvolvimento embrionario somatico secundario da
mandioca, a partir de culturas de tecidos in vitro. Posteriormente, Li et al. (2010)
fizeram um estudo proteGmico mais abrangente, voltado para a caracterizacao de
embriBes somaticos, plantulas e raizes tuberosas. Mais recentemente, Mitprasat
et al. (2011) analisaram o proteoma da folha de mandioca durante o
desenvolvimento da planta, desde seu plantio até a formacdo de raizes
tuberosas, tentando elucidar como o0s processos bioquimicos em folhas de
mandioca podem estar envolvidos com o desenvolvimento da raiz tuberosa.

De acordo com os dados disponiveis na literatura mencionados acima, 0s
estudos referentes a mandioca empregando-se a analise prote6bmica sdo poucos
e ainda nao contemplaram a identificacdo das diferencas existentes entre
cultivares desse vegetal. Como foi comentado anteriormente, € bastante provéavel
que os perfis de proteinas das raizes tuberosas de mandioca refltam as
diferencas observadas entre as variedades no que diz respeito ao uso de mesa
ou induastria, ou, ainda, em relacdo a caracteristicas agrondmicas, como a
resisténcia a doencas. Diante da relevancia econdmica e social dessa cultura, da
diversidade existente, do potencial de desenvolvimento, e da necessidade
permanente de aprimoramento do manejo poés-colheita, do aumento da
produtividade, da melhora da qualidade culinaria, nutricional e dos produtos
industrializados, fica clara a importancia de ampliar o conhecimento acerca dos
aspectos moleculares que podem ser determinantes para a qualidade desse
vegetal. Nesse sentido, estabelecer a correlacdo entre a expressao de
determinadas proteinas e as variedades de mandioca pode contribuir para a
identificacdo dos fatores que explicam as diferencas existentes, tanto entre as
variedades de mesa e industria, como entre aquelas de mesmo tipo de aplicacéao
ou uso alimentar. A semelhanca do que vem sendo feito para outros vegetais, é
possivel considerar que as informagfes geradas nesse tipo de estudo podem

servir de base para o desenvolvimento tecnologico visando a manutencédo da
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qualidade, tanto pelo melhoramento genético convencional quanto por
engenharia genética. Podem ainda permitir a manipulacdo de vias metabdlicas

para modificar o valor nutricional ou outras caracteristicas de interesse.
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2 OBJETIVO

Identificar, através da andlise diferencial dos perfis de proteinas das
raizes tuberosas de mandiocas de mesa e de uso industrial, proteinas com
diferencas significativas de abundancia entre as variedades estudadas, e avaliar
a potencial contribuicdo das diferencas observadas nos perfis proteicos para as

caracteristicas das raizes.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

Neste trabalho foram utilizadas raizes tuberosas de mandioca (Manihot
esculenta Crantz) de variedades de uso industrial, mesa e de uso misto (Quadro
1) provenientes do banco de germoplasma de mandioca do Instituto Agrondmico
(IAC), localizado no municipio de Pindorama-SP. As amostras foram cultivadas
sob as mesmas condi¢des edafoclimaticas e colhidas na mesma data (outubro de
2010), sendo que para cada variedade foram colhidas raizes de 5-10 plantas.

Variedade Uso
IAC 12 (Clone IAC 12-829)
Caapora (IAC 105-66)
IAC 13 (Clone 44-82)
IAC 15 Industria
IAC 90
Olho Junto
Cigana Preta (SRT 1116)
IAC 576-70 (Amarelinha)
IAC 06-01

Vassourinha Paulista Misto (mesa e inddstria)

Mesa

Quadro 1 - Finalidades das dez variedades de mandioca utilizadas neste trabalho.

As raizes tuberosas das variedades de mandioca estudadas foram
previamente descascadas, cortadas em pedacos, congeladas em nitrogénio
liquido e mantidas a -80 °C para as analises posteriores. Pequenas quantidades
de cada amostra foram trituradas em nitrogénio liquido e também mantidas a
mesma temperatura. Foram escolhidas, de uma mesma variedade, partes

diversas de diferentes raizes tuberosas para a realizacdo da trituracao.
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3.2 Métodos

3.2.1 Extracéo e determinacao dos teores de amido

O amido foi determinado enzimaticamente por método adaptado por
Aréas e Lajolo (1981). Aproximadamente 0,5 g de mandioca previamente
triturada foram homogeneizados em 5 mL de NaOH 0,5 N em homogeneizador
tipo Potter por 5 min. Para a neutralizacdo foram adicionados 5 mL de acido
acético 0,5 N. Esta solucdo foi transferida para baldo volumétrico (25 mL),
completando-se o volume com &gua desionizada. Uma aliquota de 1 mL foi
transferida para tubo de centrifuga (15 mL), adicionada de 4 mL de etanol
absoluto e centrifugada a 10.000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi descartado
e o precipitado foi lavado por duas vezes com o auxilio de 4 mL de etanol 80% e
centrifugacdo, como ja descrito. Apés o descarte do sobrenadante e evaporacao
do etanol, foi adicionado ao precipitado 1 mL de amiloglicosidase (14 U/mL, pH
4,8), seguido por incubacao a 37 °C por 2 h. A reagao foi interrompida por 100 pyL
de &cido perclérico 0,6 N. A glicose resultante foi quantificada através do método
de glicose/peroxidase/ABTS, segundo Bergmeyer (1974), utilizando-se curva-

padrao de glicose.

3.2.2 Extracao e determinacdo dos teores de aclUcares soluveis

Os acucares solaveis presentes em, aproximadamente, 1 g de amostra
triturada em gral em presenca de nitrogénio liquido, foram extraidos com 5 mL de
etanol 80% e aquecimento (80 °C), sob agitacdo constante. Apés 15 min, o
homogenato foi centrifugado por 15 min a 10.000 rpm e o sobrenadante foi
recolhido em baléo volumétrico (25 mL). Esta operagéo foi repetida mais duas
vezes, sendo os sobrenadantes combinados e o volume do baldo ajustado com
etanol 80%. Uma aliquota de 1 mL teve o etanol evaporado em concentrador
SpeedVac® (Savant), sendo o precipitado reconstituido com agua desionizada.

As andlises de glicose, frutose e sacarose foram feitas por Cromatografia Liquida
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de Alta Eficiéncia (HPLC - Dionex DX 500) acoplada a um detector de pulso
amperomeétrico (DPA) e coluna CarboPac PA1 (4x250 mm), em corrida isocratica
com fluxo de 1 mL/min de 18 mM NaOH.

3.2.3 Extracao de proteinas

A extracdo de proteinas das amostras foi feita com base no protocolo
descrito por Carpentier et al. (2005), utilizando-se fenol tamponado com Tris (pH
8,0) para extracdo das proteinas seguido de precipitacdo com acetato de aménio
em metanol, com algumas modificagcdes. Aproximadamente 1 g de amostra
previamente triturada com o auxilio de nitrogénio liquido foi pesado em tubo de
centrifuga e ressuspendido em 5 mL de tampéo de extragédo (50 mM Tris-HCI, pH
8,5, 5 mM acido etilenodiaminatetraacético (EDTA), 100 mM KCI, 1% ditiotreitol
(DTT) e 30% sacarose) a 4 °C e agitado em vortex por 30 s. Apds, foram
adicionados 5 mL de fenol tamponado com Tris (pH 8,0) a 4 °C, seguido de
agitacdo em vortex por 15 min a 4 °C. Em seguida, centrifugou-se a mistura por
20 min a 6.000 x g a 4 °C, coletou-se a fase organica (fenol) passando-a para um
novo tubo de centrifuga, adicionando-se mais uma vez 5 mL de tampao de
extracdo para a reextracdo da fase organica. Foram utilizados o vortex e
centrifuga nas mesmas condi¢des anteriores para que novamente a fase fendlica
fosse coletada. Assim, as proteinas foram precipitadas adicionando-se 25 mL de
100 mM acetato de aménio em metanol a 20 °C, seguido de incubacdo a mesma
temperatura, por no minimo 16 h. Apds a precipitacdo, a mistura foi centrifugada
por 40 min a 16.000 x g a 4 °C, seguido do descarte do sobrenadante. O
precipitado foi lavado com 3 mL de solugcéo de acetona a -20 °C contendo 0,2%
de DTT, seco ao ar em capela por 30 min e ressuspendido em 1 mL de tampao
de ressuspensado (7 M ureia, 2 M tioureia, 4% CHAPS e 1% DTT), para géis
corados com os reagentes Azul de Coomassie coloidal ou SYPRO® Ruby
Protein Gel Stain (Sigma), ou ressuspendido em 1 mL de tampéo de lise (7 M
ureia, 2 M tioureia, 4% CHAPS e 30 mM Tris, pH 8,5) para analise 2-D
Fluorescence Difference Gel Electrophoresis (2-D DIGE). A suspensao do

precipitado foi agitada em vortex por 1 h a temperatura ambiente, transferida para
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um microtubo e centrifugada por 30 min a 8.609 x g a mesma temperatura. O
sobrenadante desta etapa, consistindo no extrato proteico solubilizado, foi
recolhido e armazenado a -20 °C.

As extracOes de proteinas referentes a técnica 2-D DIGE e aos géis
analiticos (corados com SYPRO® Ruby), foram realizadas paralelamente em
triplicata, ou seja, utilizaram-se 3 g de material triturado referente a cada amostra,
produzindo-se trés microtubos contendo 1 mL de extrato cada um. Ao final, os
trés extratos proteicos de cada variedade foram reunidos, formando-se um Unico
extrato contendo 3 mL. Ja a extracdo de proteinas referente aos géis
preparativos, corados com Azul de Coomassie coloidal, foi realizada
paralelamente em sextuplicata, utilizando-se, portanto, 6 g de material triturado

referente a cada amostra.

3.2.4 Quantificacdo de proteinas

As proteinas foram quantificadas com o auxilio do 2-D Quant Kit (GE
Healthcare), baseado nas instru¢ées do fabricante. Neste processo ocorreu
ligacdo especifica de ions cobre as proteinas do extrato, de modo que o cobre
ndo ligado foi medido através de um agente colorimétrico (Working Color
Reagent) por leitura em espectrofotometro a 480 nm. A concentracdo das
amostras foi estimada através da comparacdo dos valores lidos com a curva
padrdo de albumina de soro bovino (BSA). A absorbancia lida no
espectrofotdmetro foi, portanto, inversamente proporcional a concentracdo da

amostra.

3.2.5 Eletroforese em condi¢cdes desnaturantes (SDS-PAGE)

Para a realizacdo da eletroforese em condi¢cdes desnaturantes foram
confeccionados minigéis de poliacrilamida em presenca de dodecil sulfato de
sodio (SDS). Os minigéis utilizados apresentaram as seguintes dimensoes: 0,75

mm de espessura, 8,2 cm de largura e 7,2 cm de altura. Cada minigel foi
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constituido por um gel de separacgdo (12,5% de acrilamida e 5,2 cm de altura) e
um gel de empilhamento ou concentracéo (3,75% de acrilamida e altura minima a
partir da base dos pocos de 1 cm). O gel de separacao foi composto por: 12,5%
acrilamida, 0,374 M Tris-HCI, pH 8,8, 0,1% SDS, 0,2% tetrametiletilenodiamina
(TEMED) e 0,075% persulfato de amonio. O gel de empilhamento consistiu de:
3,75% acrilamida, 0,125 M Tris-HCI, pH 6,8, 0,1% SDS, 0,1% TEMED e 0,075%
persulfato de amoénio. Apds a polimerizacdo dos géis, as amostras foram
adicionadas de tampéo de amostra trés vezes concentrado de modo a alcancar
as seguintes concentragdes finais: 0,0625 M Tris-HCI, pH 6,8, 10% glicerol, 2%
SDS, 0,05% azul de bromofenol e 1% de DTT (LAEMMLI, 1970, com
modificacdes). ApOs essa adicdo, aguardaram-se 15 min em repouso a
temperatura ambiente para que o DTT, agente redutor, pudesse agir.

Em seguida, as amostras e o padrao de massa molecular LMW calibration
kit for SDS electrophoresis (GE Healthcare) contendo fosforilase b (musculo de
coelho) - 97 kDa, albumina (soro bovino) - 66 kDa, ovalbumina (ovo branco de
galinha) - 45 kDa, anidrase carbdnica (eritrocito bovino) - 30 kDa, inibidor de
tripsina (soja) - 20,1 kDa e a-lactalbumina (leite bovino) - 14,4 kDa foram
aplicados nos géis. A cuba foi preenchida com tampéao de corrida (0,025 M Tris,
0,192 M glicina e 0,1% SDS, pH 8,3) e os minigéis foram submetidos a tensao
fixa de 200 V por 45 min a 4 °C.

3.2.6 Purificacdo dos extratos proteicos

Na purificacdo dos extratos proteicos foi utilizado o 2-D Clean-up Kit (GE
Healthcare). Todas as etapas foram realizadas em banho de gelo, a ndo ser se
especificado. Primeiramente, transferiu-se a amostra contendo 100 pg de
proteinas para um microtubo de 1,5 mL, seguido da verificacdo do pH da mesma,
gue deveria estar entre 8,0 e 8,5. Assim, adicionaram-se a amostra 300 uL de
precipitante e agitou-se em vortex por 20 s, seguido de incubagdo em banho de
gelo por 15 min, adicdo de 300 pL de coprecipitante e breve agitacdo em vortex.
A amostra foi centrifugada por 5 min a 16.595 x g a 4 °C e imediatamente o

sobrenadante foi removido com o auxilio de um pipetador, seguido de um breve
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pulso em microcentrifuga. Todo o sobrenadante restante foi removido e sobre o
precipitado foram adicionados 40 pL de coprecipitante, deixando o microtubo em
banho de gelo por 5 min. Novamente a amostra foi centrifugada nas mesmas
condi¢cBes anteriores, descartando-se o0 sobrenadante e adicionando-se 25 L de
agua desionizada sobre o precipitado. A mistura foi agitada em vortex por 5 a 10
S, seguido da adicdo de 1 mL de Wash Buffer a -20 °C e 5 yL de Wash Additive,
e novamente agitada em vortex até que o precipitado fosse completamente
dispersado. Em seguida, a mistura foi incubada a -20 °C por 30 min, sendo que
durante este periodo foi agitada em vortex por 20 a 30 s a cada 10 min. Apés a
agitagdo, a mistura foi novamente centrifugada nas mesmas condigoes,
removendo-se e descartando-se 0 sobrenadante, sendo o precipitado seco ao ar
por até 5 min e solubilizado em 50 pL de tampéao de ressuspenséo (7 M ureia, 2
M tioureia, 4% CHAPS e 1% DTT), quando o gel foi corado com SYPRO® Ruby,
ou solubilizado em 30 pL de tampé&o de lise (7 M ureia, 2 M tioureia, 4% CHAPS
e 30 mM Tris, pH 8,5), quando o gel destinado a analise DIGE, seguido de
agitacdo em vortex por pelo menos 30 s. Posteriormente, centrifugou-se
novamente para remocgao de materiais insoluveis e diminuicdo de espuma. Os
sobrenadantes foram recolhidos para um novo tubo, sendo verificado o pH, que
deveria estar novamente entre 8,0 e 8,5 e, por fim, a amostra foi armazenada a -
20 °C até que sua concentracdo de proteinas fosse novamente determinada

como descrito no item 3.2.4.

3.2.7 Eletroforese bidimensional

Os extratos proteicos referentes as amostras foram submetidos a
eletroforese bidimensional, combinando focalizacdo isoelétrica (IEF) (primeira
dimensédo), que se baseia no ponto isoelétrico (pl) das proteinas, com SDS-
PAGE (segunda dimensé&o), no qual as proteinas sdo separadas por peso
molecular.

Foram realizadas separacbes em minigéis utilizando-se o sistema Mini-
PROTEAN 2-D Cell (Bio-Rad) e géis de maiores dimensdes confeccionados para

o Ettan DALTSsix Electrophoresis System (GE Healthcare), sendo que o0s géis
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utilizados para ensaios preliminares foram corados com Azul de Coomassie
coloidal ou SYPRO® Ruby, ou ainda utilizando-se a técnica 2-D DIGE. Todos o0s
géis analiticos foram corados com SYPRO® Ruby e os preparativos com Azul de

Coomassie coloidal.

3.2.7.1 Marcagdo minima da amostra proteica com cianidinas fluorescentes

para a técnica 2-D DIGE

A reacdo de marcacdo das proteinas foi realizada com o uso do sistema
fluorescente de marcacdao minima (Amersham CyDye DIGE Fluors — minimal
dyes — for Ettan DIGE, GE Healthcare).

Apoés a purificacdo dos extratos proteicos, foi realizada a reconstituicao
dos dois tipos de fluoréforos utilizados neste trabalho: cianidinas 3 e 5 (Cy3 e
Cyb5, respectivamente). Todo o processo de reconstituicao foi realizado ao abrigo
da luz e segundo as normas do fabricante. Removeram-se os fluoréforos Cy3 e
Cy5 do freezer (-20 °C) e aguardaram-se 5 min a temperatura ambiente. Em
seguida, foram adicionados 5 pL de dimetilformamida (DMF) em cada tubo
contendo 5 nmol de fluoréforo, resultando em solucdes estoque de 1 mM. As
solugcbes foram agitadas vigorosamente em vortex por 30 s, centrifugadas a
12.000 x g por 30 s em microcentrifuga e armazenadas a -20 °C protegidas da
luz para posterior marcacao das proteinas.

Para a marcacdo de proteinas, iguais volumes equivalentes a 50 ug de
proteinas de cada uma das seis amostras foram colocados separadamente em
trés microtubos (1,5 mL), totalizando dezoito microtubos. Paralelamente, em um
mesmo microtubo misturaram-se volumes equivalentes a 150 ug de proteinas de
cada uma das seis amostras, totalizando 900 pg, formando uma mistura de

partes iguais de todas as amostras, doravante denominado pool (Figura 1).
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Figura 1 - Esquema referente & mistura dos extratos proteicos das raizes tuberosas das seis
mandiocas usadas como amostras na analise DIGE (Vassourinha Paulista, Cigana Preta, IAC 12,
IAC 576-70, IAC 90 e IAC 06-01) para utilizagdo como padréo interno (pool).

As etapas de marcacéo das amostras proteicas também foram realizadas
ao abrigo da luz e de acordo com o fabricante. Uma parte de cada solugéo
estoque foi diluida em uma parte e meia de DMF, formando a CyDye Working
Solution, sendo que 1 pL desta solucdo correspondeu a 400 pmol de fluoréforo,
necessarios para marcar 50 pg de proteinas. Desta forma, adicionaram-se 18 pL
de Cy5 Working Solution ao pool e 1 pL de Cy3 Working Solution a cada
microtubo contendo 50 ug de proteinas da amostra e deixou-se em banho de
gelo por 30 min. Em seguida, com o intuito de interromper a reagéo, adicionou-se
1 pL de 10 mM lisina para cada 50 pg de proteinas, sendo 18 uL ao poole 1 yL a
amostra. Apos incubacdo em banho de gelo por 10 min, os microtubos contendo

as amostras e o pool foram armazenados a -80 °C protegidos da luz.
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3.2.7.2 Reidratacédo das tiras de gradiente de pH imobilizado (Immobiline™
DryStrip Gels — GE Healthcare)

A reidratacdo das tiras de gradiente de pH imobilizado foi realizada de
forma passiva utilizando-se o suporte especifico para este fim (Immobiline®
DryStrip Reswelling Tray, Pharmacia Biotech). No decorrer do trabalho foram
utilizadas tiras de pH 3-10 e pH 4-7, ambas de 7 cm e tiras de pH 3-11 NL (ndo
linear) de 11 e 24 cm. Como especificado pelo fabricante, o volume final maximo
aplicado a ambas as tiras de 7 cm foi de 125 pL, enquanto o volume final
aplicado as tiras de 11 e 24 cm foi de 200 pL e 450 pL, respectivamente.

3.2.7.2.1 Reidratagdo das tiras para a técnica 2-D DIGE

O preparo das solucbes de reidratacdo destinadas a andlise DIGE foi
realizado de acordo com as instru¢cdes do fabricante. A cada um dos dezoito
microtubos contendo o volume equivalente a 50 pg de proteinas das amostras
marcadas com Cy3 Working Solution (Vamostra) foram adicionados volumes
correspondentes a 50 pug de proteinas do pool marcadas com Cy5 Working
Solution (Vpoo). A cada uma dessas misturas foi adicionado igual volume de
tampdo de lise (7 M ureia, 2 M tioureia, 4% CHAPS, 1% DTT e 0,5% IPG Buffer
pH 3-10) e deixadas em repouso em banho de gelo por 10 min. Em seguida,
completou-se o volume das misturas adicionadas de tampéao de lise para 125 pL,
gue corresponde ao volume de reidratacéo estabelecido pela GE Healthcare para
a tira de pH 3-10 de 7cm, a qual foi utilizada para esta analise.

Apés, a solucdo de reidratacdo foi aplicada na fenda do suporte
especifico para essa etapa, retirou-se a protecao da tira, e esta foi posta, com o
auxilio de pinca e espatula, com o seu respectivo gel voltado para baixo, ou seja,
em contato com a solucéo de reidratagéo. A fenda do suporte contendo a tira foi
coberta com aproximadamente 5 mL de 6leo mineral (Dry strip cover fluid — GE
Healthcare), evitando evaporacdo e formacdo de cristais de ureia. As
reidratacfes das tiras foram realizadas por periodo de 18 h. Todas as etapas

desta técnica foram executadas ao abrigo da luz.
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3.2.7.2.2 Reidratacdo das tiras para géis corados com Azul de Coomassie
coloidal ou SYPRO® Ruby

Para a confeccdo dos geéis corados com Azul de Coomassie coloidal ou
SYPRO® Ruby utilizaram-se tiras de pH 3-10 e pH 4-7, 7 cm e tiras de pH 3-11
NL de 11 e 24 cm. O preparo das solucdes de reidratacdo destinadas a estes
géis foi realizado da seguinte maneira: colocou-se em um microtubo o volume de
extrato proteico contendo a quantidade de proteina adequada a cada tipo de tira
de pH, seguido de tampao de lise (7 M ureia, 2 M tioureia, 4% CHAPS e 1% DTT)
na quantidade suficiente para totalizar o volume final a ser aplicado a tira, 0,5%
de IPG Buffer (de acordo com o pH da tira e com o volume final) e tracos de azul
de bromofenol. Em seguida, foram realizadas as aplicacdes da solucdo de
reidratacdo e da tira em suporte especifico, conforme descrito no item 3.2.7.2.1.
As reidratacdes das tiras foram realizadas por periodos entre 17 e 24 h, sendo
gue as destinadas aos geéis de maiores dimensdes, incluindo os géis analiticos e

preparativos, foram reidratadas por um periodo de 18 h.

3.2.7.3 Focalizacao isoelétrica (IEF) — Primeira dimenséao

O aparelho Ettan IPGphor Il (Amersham Biosciences®) foi utilizado para a
focalizacdo das proteinas das amostras. Ap6s a reidratacdo das tiras,
espalharam-se aproximadamente 10 mL de 6leo mineral por todo o canal de
Manifold, encaixaram-se as tiras, com o auxilio da pinca e espatula, com as faces
contendo 0s respectivos géis voltadas para cima. Em seguida, em ambas as
pontas das tiras foram colocados papéis de contato (electrode wicks) contendo
150 uL de agua desionizada, e os dois conjuntos de eletrodos foram fixados e
travados. A seguir, foi realizada a programacao referente a focalizagédo, que para
as tiras de pH 3-10, 7 cm, foi de: 1) 300 V por 4 h, 2) aumento gradativo até
1.000 V por 30 min, 3) aumento gradativo até 5.000 V por 1 h e 20 min e, por fim,
4) mantendo a 5.000 V por 25 min, totalizando 6 h e 15 min. No caso das tiras de
pH 4-7, 7 cm, a programacao utilizada foi de: 1) 300 V por 4 h, 2) aumento
gradativo até 1.000 V por 30 min, 3) aumento gradativo até 5.000 V por 1 h e 30
min e, por fim, 4) mantendo a 5.000 V por 36 minutos, totalizando 6 h e 36 min.
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Em relagédo as tiras de pH 3-11 NL, 11 cm, a programacdao utilizada foi de: 1) 500
V por 6 h, 2) aumento gradativo até 1.000 V por 1 h, 3) aumento gradativo até
6.000 V por 2 h e, por fim, 4) mantendo a 6.000 V por 10 min, totalizando 9 h e 10
min. Ja para as tiras de pH 3-11 NL, 24 cm, a programacao utilizada foi de: 1)
500 V por 8 h, 2) aumento gradativo até 1.000 V por 1 h, 3) aumento gradativo
até 8.000 V por 3 h e, por fim, 4) mantendo a 8.000 V por 3 h e 18 min,
totalizando 15 h e 18 min. Para as focalizacGes referentes aos géis analiticos e
preparativos foram utilizados 48 uyA por tira de gradiente de pH imobilizado e
temperatura de 20 °C, j& para todas as outras foram utilizados 50 pA por tira e
mesma temperatura.

ApOs este processo, as tiras foram armazenadas em ultrafreezer a -80 °C
até o momento da separacdo na segunda dimensédo. As tiras destinadas aos géis
separados por 2-D DIGE foram mantidas ao abrigo da luz durante a focalizacao e

armazenamento.

3.2.7.4 SDS-PAGE - Segunda dimensao

Como apresentado anteriormente, foram confeccionados géis 2-D de
diferentes tamanhos (minigéis e géis de maiores dimensdes), ambos constituidos
por apenas gel de separacdo contendo 12,5% de acrilamida. Os minigéis com
dimensodes de 8,2 cm x 7,2 cm e espessura 0,75 mm, foram compostos por:
12,5% acrilamida, 0,374 M Tris-HCI, pH 8,8, 0,1% SDS, 0,2% TEMED e 0,075%
persulfato de amoénio. Ja os géis de maiores dimensdes (25,5 cm x 20,5 cm e
espessura 1,5 mm, se corados com SYPRO® Ruby ou Azul de Coomassie
coloidal, ou 1,0 mm se destinados a 2-D DIGE), consistiram de: 12,5%
acrilamida, 0,375 M Tris-HCI, pH 8,8, 0,1% SDS, 0,1% TEMED e 0,1% persulfato
de amonio.

Apés a polimerizacdo dos geéis, as tiras de gradiente de pH imobilizado
foram retiradas do armazenamento a -80 °C e imediatamente equilibradas por 15
min em solucdo de equilibrio (6 M ureia, 0,75 M Tris-HCI, pH 8,8, 30% glicerol,
2% SDS e 0,002% azul de bromofenol) contendo 1% de DTT e logo apds,
incubadas por mais 15 min em solugdo de equilibrio contendo 2,5% de

iodoacetamida (IAA). A etapa de equilibrio das tiras destinadas a separacéo 2-D
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DIGE foi realizada ao abrigo da luz e sua solu¢éo de equilibrio ndo foi adicionada
de azul de bromofenol.

Apoés o equilibrio, as tiras foram posicionadas na parte superior de cada
gel sendo aplicado também o padrdo de massa molecular LMW calibration kit for
SDS electrophoresis, por meio de um fragmento de papel para blotting
(Whatman) de dimensdo 0,5 mm x 0,5 mm previamente embebido com uma
aliquota (1-5 pL) dessa solucdo. Em seguida, as tiras de gel e os fragmentos de
papel contendo o padrdo de peso molecular foram fixados nos géis utilizando
solucéo de agarose (0,5% agarose e 0,002% azul de bromofenol em tampé&o de
corrida: 0,025 M Tris, 0,192 M glicina e 0,1% SDS, pH 8,3).

Apés polimerizacdo da agarose, preparou-se a cuba e adicionou-se
tampdo de corrida (0,025 M Tris, 0,192 M glicina e 0,1% SDS, pH 8,3) em
guantidade suficiente para preenchimento. A eletroforese referente aos géis de
maior escala ocorreu a 25 °C, inicialmente com poténcia méxima de 5 W por gel
durante 30 min e, ap0s esse periodo, com poténcia de 17 W por gel até o término
da corrida, arbitrariamente definida como sendo até que a frente de corrida
indicada pelo azul de bromofenol percorresse aproximadamente 11-11,5 cm para
0s géis corados com SYPRO® Ruby, 10 cm para os géis 2-D DIGE, e no caso
dos géis preparativos, a altura total do gel (20,5 cm). As eletroforeses referentes
aos minigéis ocorreram fixando-se tensdo maxima de 200 V e a temperatura
ambiente.

Os géis destinados a técnica 2-D DIGE foram realizados em triplicata,
referentes as amostras: Vassourinha Paulista, Cigana Preta, IAC 12, IAC 576-70,
IAC 90 e IAC 06-01. Em relacdo aos geéis analiticos, foram realizadas seis
replicatas de géis referentes as cultivares IAC 12, IAC 576-70 e IAC 90, e oito
das variedades Vassourinha Paulista, Cigana Preta e IAC 06-01. J& os géis
preparativos foram confeccionados em duplicata, utilizando-se as mesmas seis
amostras descritas acima para os geéis analiticos.

Todo o preparo para a corrida 2-D DIGE e a corrida em si foram
realizados ao abrigo da luz. Nao foi aplicado padrdo de massa molecular no
preparo dos géis 2D-DIGE e dos géis preparativos.
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3.2.8 Coloracgéao dos géis

3.2.8.1 Coloragao com Azul de Coomassie coloidal

Os géis foram corados com Azul de Coomassie coloidal de acordo com o
protocolo descrito por Neuhoff et al. (1988) e Neuhoff, Stamm e Eibl (1985), com
pequenas modificacdes. ApOs a eletroforese, os géis foram lavados brevemente
com agua desionizada e incubados em solucéo corante (19,6% etanol, 7,84%
sulfato de amdnio, 1,57% acido fosférico e 0,1% Coomassie Brilliant Blue G250 -
Sigma) por no minimo 16 h sob agitacdo constante. Apds esse periodo, 0s géis
foram transferidos para solucdo tampao de neutralizagdo (0,1 M Tris, pH 6,5
ajustado com acido fosférico) por 2 min. Em seguida, os géis foram descorados
com 50% etanol (por 30 s) e, apos, transferidos para a solucéo fixadora (20%
sulfato de aménio) por no minimo 16 h sob agitacdo. Todo o processo (coloracéo,
neutralizacdo, descoloracao e fixacao) foi repetido e, em seguida, os géis foram

armazenados a 4 °C.

3.2.8.2 Coloragao com SYPRO® Ruby

Os géis corados com SYPRO® Ruby Protein Gel Stain foram submetidos
as etapas de: fixacdo, coloracdo e lavagem, de acordo as instrucbes do
fabricante (Sigma). Apds a eletroforese, os géis foram lavados com agua
desionizada e incubados em soluc¢éo fixadora contendo 50% de etanol e 3% de
acido acético por 30 min sob agitacdo constante. Em seguida, foram colocados
em um recipiente de polipropileno contendo o corante SYPRO® Ruby, e
mantidos ao abrigo da luz por no minimo 16 h a temperatura ambiente sob
agitacdo constante. Posteriormente, ainda protegidos da luz, os géis foram

lavados em solugdo contendo 10% de etanol e 7% de acido acético por 30 min.
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3.2.9 Aquisicao das imagens dos géis

Com excec¢do das imagens dos minigéis corados com Azul de Coomassie
coloidal, que foram adquiridas através de camera fotografica EOS Rebel XSi
450D (Canon), todas as outras imagens dos géis foram obtidas em sistema de
fotodocumentagcédo VersaDoc MP 4000 (Bio-Rad) através do programa Quantity
One (Bio-Rad). As imagens dos géis corados com Azul de Coomassie Coloidal
foram adquiridas utilizando-se fonte de luz branca, sem filtros. As imagens dos
géis corados com SYPRO® Ruby foram adquiridas utilizando-se fonte de luz UV
e filtro de emissdo 605+35 nm BP (Band Pass). J& as imagens dos géis 2-D
DIGE foram adquiridas por excitagdo com luz de LED verde (553+3 nm) e filtro de
emissao 605+35 nm BP para as proteinas marcadas com Cy3 e LED vermelho
(648+3 nm) e filtro de emissdo 695+55 nm BP para as marcadas com Cy5.

O tempo de exposicao dos géis referentes a técnica 2-D DIGE a luz foi de
30 s. J& os géis analiticos foram expostos a luz UV por no minimo 10 s e no
maximo 60 s, sendo que as melhores imagens referentes as replicatas de cada
variedade foram selecionadas através de comparacdo entre todas as imagens
adquiridas, baseada em intensidades semelhantes dos spots. Desta maneira, as
imagens com maior semelhanca tiveram tempos de exposi¢cdo de no minimo 13 e

no maximo 40 s.

3.2.10 Edicao das imagens dos géis

A edicdo foi realizada apenas para as imagens referentes aos géis
analiticos. A fim de manter as mesmas dimensdes para todas as imagens,
minimizar distor¢ces e facilitar o processo de andlise, a funcado de recorte do
programa Quantity One foi utilizada. As dimensdes referentes ao retangulo
utilizado como recorte foram salvas e aplicadas em todas as imagens, sendo que
as posicdes das imagens relacionadas ao recorte foram mantidas. Nenhuma
edicdo relativa a brilho e contraste foi realizada para que nao influenciasse nos

resultados, ja que poderia alterar a intensidade dos spots detectados.
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3.2.11 Analise das imagens dos géis: deteccao e validacdo dos spots

Para esta etapa do trabalho, foram selecionadas quatro replicatas dos
géis analiticos de cada uma das seis variedades de mandioca: Vassourinha
Paulista, Cigana Preta, IAC 12, IAC 576-70, IAC 90 e IAC 06-01. As imagens dos
géis foram analisadas através do programa Delta2D 4.2 (DECODON), em quatro
passos: 1) ‘Projeto’, 2) ‘Alinhamento (warping) das imagens’, 3) ‘Deteccao e
guantificacdo de spots’ e 4) ‘Analise dos perfis de expressao’. Primeiramente, na
etapa de ‘Projeto’, as imagens foram copiadas e as replicatas ordenadas em seis
grupos: Vassourinha Paulista, Cigana Preta, IAC 12, IAC 576-70, IAC 90 e IAC
06-01. Em seguida, partiu-se para os preparativos referentes ao alinhamento das
imagens. Assim, dentre as vinte e quatro imagens de géis existentes foi escolhida
a que possuia os spots melhor definidos e resolvidos. Apés, foi selecionada a
melhor imagem de cada um dos grupos e, assim, todas foram conectadas a
primeira imagem escolhida, estabelecendo correspondéncia entre os spots de
cada par de imagens. Em seguida, as imagens restantes foram ligadas as
imagens secundariamente conectadas ao sistema, sendo que cada uma foi
ligada a imagem de seu respectivo grupo (amostra), até que todas as imagens
estivessem conectadas, formando o Grafico de distor¢ao.

Apods a conexdo das imagens dos géis, foi realizado o alinhamento de
cada par (ligacdo) de imagens formado, para que as distor¢des existentes nos
diferentes géis fossem corrigidas. Foi feito o alinhamento de vinte e trés pares, ja
gue havia quatro géis de cada uma das seis variedades de mandioca. Cada par
de géis foi sobreposto automaticamente pelo programa, sendo atribuidas cores
distintas ao conjunto de spots de cada um dos géis. O alinhamento foi feito
através da criacao de vetores, 0s quais conectaram spots correspondentes entre

os géis (Figura 2).
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Figura 2 - Imagem parcial de gel 2-D contendo vetores conectando spots correspondentes, antes
do alinhamento (imagem a esquerda) e ap6s o alinhamento (imagem a direita) (MANUAL
Delta2D, 2011, com modificacdes).

Apoés todos os pares de imagens formados terem sido alinhados, foi
criada a Imagem fusionada, a qual continha todos os spots do experimento
(Figura 3). A deteccdo de spots foi realizada através de trés parametros: a)
regido de fundo local, a qual refere-se ao raio em pixels da regido utilizada para a
determinacao do fundo local na etapa de quantificacdo, controlando, portanto, o
calculo dos valores de fundo das imagens (Valor utilizado: 32 pixels); b) tamanho
meédio do spot, o qual se refere ao raio de um spot médio em pixels, o que auxilia
na separacdo dos spots muito proximos, distingue os spots do fundo de imagem
e facilita a deteccdo de spots muito pequenos (Valor utilizado: 10 pixels); e c)
sensibilidade, que auxilia na discriminacdo entre spots e pequenos sinais de
imagem, ajudando a detectar spots muito fracos (Valor utilizado: 20%).

N&o sendo todos os spots considerados verdadeiros, jA que pequenas
manchas e algumas estrias foram detectadas como spots erroneamente, fez-se
uma revisao, observando-se spot por spot. Aqueles pouco definidos e resolvidos
e os falsos foram excluidos. Simultaneamente, foi verificado se o programa
deixou de detectar algum spot, ou entdo se havia dois ou mais contados como
anico, e que, portanto, deveria ser dividido. Para esta revisdo, ndo s6 a Imagem
fusionada foi observada, mas todas as imagens originais importadas para o
programa, chegando-se a um consenso. Quando algum spot foi excluido,
adicionado ou dividido na Imagem fusionada, estas mudancas foram

transportadas para todas as imagens de géis originais.
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Figura 3 - Imagem parcial dé gel 2-D contendo as delimitacdes (em azul) para cada spot
detectado pelo programa Delta2D 4.2 (MANUAL Delta2D, 2011).

Apos exclusdes, divisdes e adicles, restaram somente os spots validos,
permitindo que o programa realizasse a quantificagéo destes, a qual foi dada em
volume, que é a soma dos valores dos pixels de cada spot, incluindo a subtracéo
do fundo (background) das imagens. Para a quantificagdo dos spots, as curvas
de calibracao foram adaptadas. A curva de calibracdo é descrita por um conjunto
de pontos de amostragem, onde x € o valor do pixel encontrado no arquivo de
imagem, e y a intensidade medida. Entre os pontos de amostragem, a calibracéo
€ definida como uma interpolacéo linear.

Posteriormente, os spots foram normalizados de acordo com a seguinte
formula:

%V (spot X da amostra A) =rel V (spot X da amostra A),
onde %V é o volume normalizado, V é o volume absoluto do spot e rel V é o valor
de V dividido pelo volume absoluto acumulado de todos o0s spots existentes na
mesma imagem pertencente ao spot analisado.

Apbs o passo de ‘Deteccdo e quantificacdo de spots’, realizou-se a quarta
e ultima etapa: ‘Analise dos perfis de expressao’. Assim, aplicou-se aos spots
validos a Analise de Variancia simples (One-way ANOVA, p<0,05 e p<0,01),
comparando-se as variedades par a par. Apos analise dos resultados, decidiu-se
aplicar a ANOVA (p<0,01), na qual foram obtidos os spots com significativa
variagcdo de abundancia. Fez-se uma ultima revisdo, observando-se spot por

spot, assim, alguns foram considerados ambiguos, incoerentes entre as
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variedades de mandioca e, portanto, excluidos. Apdés a exclusdo, restaram os
spots de interesse e, assim, com o0s resultados referentes as suas intensidades
(volumes normalizados), foram realizados a Analise de Componentes Principais
(ACP) e o Heat Map com Hierarchical Clustering, obtido utilizando-se a distancia
euclidiana. Para estas analises, a padronizacdo dos dados foi realizada
automaticamente, para que as variaveis passassem a ter média zero e variancia

unitaria.

3.2.12 Métodos estatisticos multivariados

Além dos dados referentes as intensidades dos spots de interesse serem
submetidos a Analise Multivariada por meio do método Analise de Componentes
Principais (ACP) com o auxilio do programa Delta 2D, também foram submetidos
a mesma analise pelos programas XLSTAT-MX (XLSTAT) e SAS 9.3 (SAS), para
comparacao de resultados. Objetivando-se a melhor visualizacdo dos resultados,
foi realizada a ACP BIPLOT (coordenadas referentes as amostras e spots em um
mesmo gréfico) através do programa XLSTAT-MX. O mesmo resultado também
foi submetido a Analise Multivariada por meio da Analise de Agrupamentos pelo
meétodo de Ward (Minima Variancia) com o auxilio do SAS 9.3.

Em ambos os programas foram utilizadas a matriz de correlagéo e a

padronizacdo dos dados foi realizada automaticamente.

3.2.13 Exciséo dos spots de interesse

Para a excisdo dos spots de interesse foram confeccionados géis
preparativos em duplicata, para cada uma das variedades: Vassourinha Paulista,
Cigana Preta, IAC 12, IAC 576-70, IAC 90 e IAC 06-01. Cada um dos spots foi
coletado apenas da variedade onde se apresentou com maior intensidade, a fim
de se obter maior quantidade de proteinas para a etapa do sequenciamento.
Como foram confeccionados dois géis de cada uma das seis amostras, 0S Spots

foram coletados em duplicata. Para isto, os géis foram posicionados sobre um
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transiluminador e a excisdo foi realizada com o auxilio de ponteiras de 1 mL,
cortadas com a ajuda de uma lamina de bisturi em diversos diametros de acordo
com os tamanhos dos spots, simulando uma puncdo. No caso de spots ndo
arredondados, utilizou-se lamina de bisturi diretamente. Cada spot coletado dos
géis foi transferido para microtubo de 1,5 mL e armazenado a 4 °C. Apés todos
0s spots serem coletados, foram mantidos a -80 °C para procedimentos
posteriores (digestdo, purificacdo e identificacdo das proteinas por
espectrometria de massas). Cada duplicata de spots foi reunida em um mesmo

microtubo.

3.2.14 Digestdo com tripsina

A digestao das proteinas contidas nos spots de gel foi realizada com base
no protocolo descrito por Shevchenko et al. (2007), com modificacbes. As
vidrarias utilizadas foram enxaguadas previamente com metanol para remocao
de detergentes e toda a manipulacao foi feita com luvas de nitrila, para que ndo
houvesse contaminacdo da amostra por outras proteinas. Para evitar
contaminacao por polimeros, foram utilizadas ponteiras e microtubos novos e nédo
siliconizados.

Primeiramente, os spots isolados foram descongelados e fragmentados
sobre placa de Petri de vidro com o auxilio de lamina de bisturi, em partes de
aproximadamente 1 mm?, e transferidos para microtubos de centrifuga (1,5 mL)
com a assisténcia de pipeta Pasteur de vidro e agua desionizada. Em seguida, os
fragmentos de gel foram lavados trés vezes ou mais até completa remoc¢ao do
corante, com aproximadamente 200 pL/spot de solugdo de descoloracdo (50%
acetonitrila e 25 mM bicarbonato de aménio). Logo apds, a mistura foi agitada em
vortex, sendo que a cada lavagem houve intervalo de 5 a 10 min. A solugéo de
descoloracdo foi removida através de uma pipeta Pasteur de vidro e o0s
fragmentos de gel foram desidratados com 100% acetonitrila (aproximadamente
200 pL/spot) por 10 min. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 15.000 x g a
temperatura ambiente até completa volatilizacdo da acetonitrila. A etapa de
desidratacdo foi repetida e, ao final, a acetonitrila restante foi evaporada a
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temperatura ambiente em capela de exaustdo por 15 a 20 min. Na sequéncia,
partiu-se para a etapa de reducédo, sendo os fragmentos de gel reidratados pela
adicdo de aproximadamente 40 pL/spot de solugéo de redugéo (20 mM DTT e 50
mM bicarbonato de aménio) e, apds, mantidos a 56 °C por 40 min. Em seguida,
os fragmentos foram centrifugados a 15.000 x g a temperatura ambiente por 15 a
20 min, para a remoc¢ao completa da solucao de redugéo.

Para a etapa de alquilacdo, foram adicionados aos fragmentos
aproximadamente 40 pL/spot de solucdo de alquilacdo (55 mM IAA e 50 mM
bicarbonato de amdnio), cobrindo-os totalmente. Em seguida, as amostras foram
incubadas ao abrigo da luz e a temperatura ambiente por 30 min. Apdés, 0s
fragmentos foram centrifugados a 15.000 x g a temperatura ambiente por 15 a 20
min e o sobrenadante foi descartado. Assim, adicionaram-se aos fragmentos
aproximadamente 200 uL/spot de 25 mM bicarbonato de aménio (solucdo de
lavagem), sendo a mistura agitada em vortex. A solucéo de lavagem foi removida
com pipeta Pasteur, e em seguida repetiu-se por mais duas vezes a etapa de
desidratacdo, sendo que ao final o residuo restante foi seco a temperatura
ambiente em capela de exaustdo por 15 a 20 min. Neste ponto, as amostras
foram mantidas a -20 °C até que se prosseguisse com a digestéo.

Para a etapa de digestéo, aliquotas de solucdo de tripsina (100 ng/uL)
(Promega) foram adicionadas de 50 mM bicarbonato de aménio a 4 °C, sendo
gue ao final obteve-se uma solucdo de concentracdo 20 ng/uL de enzima. Em
seguida, aos fragmentos de gel desidratados e descongelados foram adicionados
pelo menos de 15 puL (quantidade suficiente para cobri-los) de solucéo de tripsina
(20 ng/uL). Ap6s 15 min a 4 °C para que a tripsina penetrasse nos fragmentos,
foram adicionados 50 mM de bicarbonato de aménio até cobertura completa da
amostra (aproximadamente 40 pL), sendo feita incubacéo por 14 h a 37 °C.

Para a etapa de eluicdo dos peptideos, a acédo da tripsina foi interrompida
por adicdo de 15 pL de solucdo bloqueadora (5% acido formico e 60%
acetonitrila). O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo e, em
seguida, foi adicionado aos fragmentos de gel remanescentes volume de solucao
de eluicdo | (1% acido formico e 60% metanol) suficiente para cobri-los
(aproximadamente 40 uL). Assim, os fragmentos foram incubados por 15 min a
40 °C (com agitacdo em vortex a cada 5 min) e, apds, o sobrenadante foi

recuperado para 0 mesmo microtubo contendo o sobrenadante da digestdo e a
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solugéo bloqueadora. Este passo foi repetido e novamente o sobrenadante foi
recolhido.

A seguir, adicionou-se volume suficiente (aproximadamente 40 pL) de
solucdo de eluicdo Il (1% acido formico e 50% acetonitrila) para cobrir 0s
fragmentos de gel e 0s mesmos passos seguidos para a etapa da elui¢ao | foram
realizados, recolhendo-se os sobrenadantes para o0 mesmo microtubo contendo a
eluicdo I. Para a eluicdo lll, foram adicionados sobre os fragmentos de gel
aproximadamente 40 pL (volume suficiente para cobri-los) de acetonitrila 100%,
sendo a amostra agitada em vortex até completa desidratacdo do gel, indicada
pelo fato de que os fragmentos se soltaram da parede do microtubo. O
sobrenadante foi recuperado e transferido para o mesmo microtubo contendo os
sobrenadantes das eluicdes | e Il. A solucéo final, contendo os peptideos eluidos
do gel, foi concentrada em concentrador a vacuo CentriVap (LABCONCO) a
temperatura ambiente até 1 pL. As amostras foram armazenadas a -20 °C até a

realizacdo da etapa de purificacao.

3.2.15 Purificacdo dos extratos contendo os peptideos obtidos através

da digestédo

A purificagdo dos extratos contendo os peptideos foi baseada no
protocolo descrito no MANUAL DO USUARIO DO ‘REVERSED-PHASE
ZIPTIP®’, 2007, com modificagbes. Foi utilizado o ZipTipCis, P-10 (Millipore), o
gual é uma ponteira de 10 mL contendo uma coluna de purificacdo em sua
extremidade. E importante salientar que os mesmos cuidados da etapa de
digestéo, relativos a contaminacéo, foram seguidos.

Primeiramente, as amostras contendo os peptideos, armazenadas a -20
°C foram homogeneizadas em vortex a temperatura ambiente. Em seguida, para
0 preparo das amostras, adicionaram-se as mesmas 10 pL de solugéo contendo
0,1% acido trifluoroacético (TFA), obtendo-se pH menor que 4,0. O equilibrio do
ZipTipCys, P-10, foi realizado em trés etapas. Para a etapa | de equilibrio,
ajustou-se o ZipTip em um pipetador (10 pL) e aspiraram-se 10 pL de solucéo de

0,1% TFA e 99,9% de acetonitrila, descartando-a. Para a etapa Il de equilibrio do
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ZipTip, aspiraram-se 10 L de solucdo contendo 0,1% TFA e 50% acetonitrila,
descartando-a. Apoés, para a etapa lll, 10 pyL de solu¢do contendo 0,1% TFA
foram aspirados e descartados. Em seguida, partiu-se para a etapa de ligacao da
amostra a coluna. Para isto, 10 yL da amostra de peptideos preparada
inicialmente foram repipetados de sete a dez vezes, garantindo a fixagdo da
mesma a coluna. Para a lavagem, 10 pL de solug¢édo contendo 0,1% TFA e 5%
metanol foram repipetados por trés vezes. Para a eluicdo dos peptideos,
repipetaram-se em um Total Recovery vial de 1mL (Waters) 10 pL de solucéo de
0,1% TFA e 50% acetonitrila por sete a dez vezes. Apos, a solugéo foi totalmente
seca em concentrador a vacuo CentriVap, e os peptideos foram armazenados a -

80 °C até a etapa de sequenciamento.

3.2.16 Sequenciamento dos peptideos por espectrometria de massas

Os peptideos foram sequenciados por espectrometria de massas no
Laboratério Max Feffer de Genética de Plantas, localizado no Departamento de
Genética da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ) da
Universidade de S&o Paulo, em Piracicaba — SP.

Os peptideos de cada vial foram ressuspendidos em 2 pL de solucédo de
acetonitrila 50%, sendo aplicados na placa apenas 1 pL desta solucdo
juntamente a 1 pL da matriz &cido a-cyano-4-hidroxicindmico, para posterior
avaliacdo no espectrometro de massas MALDI TOF/TOF™ 5800 (AB Sciex). O
modo de analise utilizado foi o refletor positivo, sendo que nos modos MS e
MS/MS foram utilizados 400 Hz e 1.000 Hz, respectivamente. A voltagem da
fonte de ionizacdo foi de 3.400 kV para o modo MS e 4.700 kV para o0 MS/MS,
sendo aplicados 1.000 shots/spectrum no primeiro modo, e 2.500 shots/spectrum
no segundo. A andlise foi realizada no modo automético e a calibracéo foi feita
com o padréo interno CAL Mix 1 (AB SCiex). Como método para 0 experimento
de MS/MS, foi utilizado o CID (Collision Induced Dissociation). Utilizou-se o AB
SCiex MALDI TOF/TOF series Explorer version 4.1.0 para a obtencdo dos
resultados da espectrometria de massas, e para a realizacdo das analises dos

conjuntos de dados foram utilizados os programas Protein Pilot 4.0 e 0 MASCOT
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(www.matrixscience.com). As sequéncias de peptideos obtidas foram
comparadas com o banco de dados de Manihot esculenta (cassava) depositado
no Phytozome v9.1 (www.phytozome.net/cassava.php), o qual contém 34.151
sequéncias e 13.303.981 residuos. Para o projeto de sequenciamento do
genoma da mandioca, foi utilizada a cultivar parcialmente inata, AM560-2,
desenvolvida pelo International Center for Tropical Agriculture (CIAT), localizado
na Colbmbia, sendo que 69% do genoma previsto para esta planta foram
sequenciados e o0 restante do sequenciamento encontra-se em andamento
(PROCHNIK et al., 2012).


http://www.matrixscience.com/
http://www.phytozome.net/cassava.php
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacdo das amostras

As variedades de mandioca utilizadas neste trabalho foram selecionadas
com o objetivo de se cobrir certa diversidade em relacdo a distribuicdo pelo Brasil
e as caracteristicas agrondmicas, fisico-quimicas, nutricionais, entre outras.
Desta maneira, obtiveram-se amostras de mesa e/ou industria, bastante distintas,
esperando-se que o perfil de proteinas destas refletisse suas caracteristicas
fenotipicas. Na Tabela 1, encontram-se algumas das informacdes referentes as
variedades de mandioca estudadas: Vassourinha Paulista, Cigana Preta, IAC 12,
Caapora, Olho Junto, IAC 576-70, IAC 13, IAC 15, IAC 90 e IAC 06-01.

As cultivares Vassourinha Paulista e Cigana Preta sdo as mais antigas
entre elas, ambas s&@o suscetiveis a bacteriose e autdctones, sendo a cultivar
Cigana, nativa da Bahia (informacdo pessoal de VALLE)', e a Vassourinha,
nativa de S&o Paulo (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA,
2003). S&o destinadas a fabricacdo de farinha, sendo a Vassourinha também
utilizada como mandioca de mesa.

A IAC 12 ¢é a primeira cultivar ndo autoctone (INSTITUTO
AGRONOMICO, 2013), muito cultivada em todo o Cerrado brasileiro, sendo
utilizada na industria para a fabricacdo de fécula. A IAC 90 é destinada a
indUstria para a fabricacdo de farinha e fécula, possui pelicula clara e é
amplamente cultivada em S&o Paulo, Parana e Mato Grosso do Sul.

As variedades IAC 576-70 e IAC 06-01 sédo exclusivamente de mesa,
possuindo polpa creme/amarela devido ao seu alto teor de carotenoides. Ambas
sdo resistentes a bacteriose e medianamente resistentes ao superalongamento,
algumas das doencas mais importantes da cultura de mandioca (EMPRESA
BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA, 2003). A IAC 576-70
(Amarelinha) é aproximadamente 100% da mandioca de mesa comercializada

em Sao Paulo, ja a IAC 06-01, é a mais nova entre as variedades e ainda nao foi

'VALLE T. L. Projeto mandioca. Mensagem recebida por teresalv@iac.sp.gov.br em 18 ago. 2013
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Tabela 1 - Caracteristicas agronémicas, fisico-quimicas, nutricionais e distribuicdo de algumas variedades de mandioca.

Variedade
. Vassourinha Cigana Olho
Caracteristica . IAC 12 Caapora IAC 576-70 IAC 13 IAC 15 IAC 90 IAC 06-01
Paulista Preta Junto
. Mesa/ . L . L . . .
Finalidade o Inddstria Inddstria Inddstria Inddstria Mesa Industria Industria Industria Mesa
Industria
Ano de
(@) (@) 1963 1976 1980 1984 1996 2000 2000 2
langamento
Cor da pelicula Escura Escura Escura Clara Escura Escura Clara Clara Clara Escura
Creme (crua)/ Creme (crua)/
Cor da polpa Branca Branca Branca Branca Branca Amarela Branca Branca Branca Amarela
(cozida) (cozida)
Teor de
. +20 mg/kg +20 mg/kg  +20 mg/kg +20 mg/kg +20 mg/kg 400 mg/kg +20 mg/kg +20 mg/kg +20 mg/kg 1.200 mg/kg
carotenoides
Potencial . . . . . . .
) L Baixo nd Baixo Alto Alto Baixo Baixo Baixo Baixo Baixo
cianogénico
Suscetibilidade a ) ) _ _ ) _ Medianamente . . .
. Suscetivel Suscetivel  Resistente Resistente Suscetivel Resistente . Resistente Resistente Resistente
bacteriose Resistente
Resisténcia ao Medianamente Medianamente Altamente . Medianamente  Medianamente
nd nd nd ) nd ) . Resistente ) )
superalongamento resistente resistente Suscetivel resistente resistente
L Farinha e : ) Farinha e Farinha e Farinha e Farinha e Farinha e
Uso ou aplicacéo Farinha Fécula ) ) Mesa ’ 5 , Mesa
mesa fécula fécula Fécula fécula fécula
Muito )
) ) ) Cultivada Plantada em
cultivada até Cultivada Muito +100% da )
) ) Cultivada em SP em SP areas do
1940 em SP. no cultivada ) ) mandioca de i Amplamente
L ) R Cultivada em Cultivada em areas nao para ) estado de SP
Distribuicdo Ainda Recdncavo em todo o mesa N ) cultivada em
. ) SP. no PR. L sujeitas ao farinha de para
cultivada em Baiano Cerrado comercializada SP, PR e MS. .
o superalongamento. alta realizagdo de
pequenas (BA). brasileiro. em SP. ]
3 gualidade. testes.
areas.

(1): Muito antiga, sem data conhecida; (2): Em fase de pesquisa (Ainda nédo langada no mercado); nd: Informagéao ndo disponivel
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lancada no mercado, sendo plantada em &reas do estado de Sdo Paulo para a
realizacédo de testes, possuindo teor de carotenoides trés vezes mais que o da

Amarelinha.

4.1.1 Determinacao dos teores de amido e agucares soluveis

Sendo as raizes tuberosas de mandioca importantes fontes de energia
devido ao alto teor de amido (fécula) e sendo este, de amplo uso industrial,
decidiu-se realizar a extracdo e determinacdo de amido das variedades em
estudo. Foi realizada também a determinacdo do teor de aclcares, ja que esta é
uma caracteristica importante para as mandiocas de mesa, também chamadas
de mansas ou doces.

A determinacdo dos teores de amido foi realizada para dez variedades:
Vassourinha Paulista, Cigana Preta, IAC 12, Caapora, Olho Junto, IAC 576-70,
IAC 13, IAC 15, IAC 90 e IAC 06-01. Na Figura 4 estdo os teores de amido das
diferentes amostras, indicando que apesar da cultivar IAC 90 ter apresentado o
maior teor de amido (35,4%), estes valores foram bastante semelhantes entre as
amostras analisadas, com excecdo da variedade IAC 06-01, que apresentou teor
de amido bastante inferior as demais (17,3%). Nao houve correlacdo entre os
teores de amido e a finalidade das variedades (mesa ou industria).

As cultivares IAC 90, IAC 12, Caapora, IAC 15, IAC 13 e Olho Junto sao
destinadas a industria para a producéo de fécula, porém é importante salientar
gue apesar da quantidade de amido existente em determinada variedade estar
altamente correlacionada com o seu potencial industrial para a producdo de
fécula, algumas outras caracteristicas sdo importantes, tais como: o grau de
facilidade de extracdo do amido, a cor da polpa e do cortex, a espessura da

pelicula e das raizes e a auséncia de cintas.
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Figura 4 - Teores de amido das variedades de mandioca Vassourinha Paulista, Cigana Preta,
IAC 12, Caapora, Olho Junto, IAC 576-70, IAC 13, IAC 15, IAC 90 e IAC 06-01. Os valores estdo
expressos em base Umida e as barras de erro correspondem ao desvio padréo.

A determinacdo dos teores de acucares sollveis também foi realizada
com essas dez variedades de mandioca. A Figura 5 mostra os resultados,
indicando que dentre os acUcares solaveis, glicose, frutose e sacarose, a
sacarose € a mais abundante entre as variedades estudadas, com excec¢do da
variedade IAC 576-70, que apresenta glicose e frutose como aculcares
predominantes.

Como se pode observar na Figura 5, a maior quantidade de acUcares
totais foi encontrada na cultivar Vassourinha Paulista (6,48%), jA a menor
guantidade foi encontrada na IAC 90 (1,03%), que possuiu um maior teor de
amido (Figura 4). Como seria de se esperar, 0s maiores teores de acucares
totais foram encontrados nas variedades utilizadas para consumo de mesa (mais
doces): Vassourinha Paulista, IAC 06-01 (5,90%) e IAC 576-70 (4,11%),
enquanto os menores teores foram encontrados nas cultivares utilizadas
exclusivamente na industria.

O fato das mandiocas exclusivamente de industria possuirem baixo teor
de acUcares pode ser considerado uma vantagem, explicada por estas serem
destinadas a fabricacdo de farinha e/ou fécula, as quais ndo devem ser

adocicadas, ja que gerariam pouca aceitacdo pelos consumidores. Além disso,
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guanto menor o teor de agucares, menor a massa lixiviada, portanto, maior o

rendimento de amido e, por consequéncia, maior renda gerada pela industria.
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Figura 5 - Teores de acUcares soluveis (glicose, frutose e sacarose) das dez variedades de
mandioca: Vassourinha Paulista, Cigana Preta, IAC 12, Caapora, Olho Junto, IAC 576-70, IAC
13, IAC 15, IAC 90 e IAC 06-01. Os valores estao expressos em base Umida e as barras de erro
correspondem ao desvio padrao.

4.2 Extracdo de proteinas e eletroforese em condi¢cdes desnaturantes
(SDS-PAGE)

4.2.1 Otimizacao da extracao de proteinas e avaliacdo da qualidade dos

extratos proteicos

Esta etapa do trabalho foi referente a otimizagéo da extracao de proteinas
e avaliacao da qualidade dos extratos proteicos das diversas variedades, com o

propdsito de avaliar preliminarmente os perfis de proteinas dos extratos,
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analisando se estes apresentavam qualidade suficiente para a continuacdo das
analises.

Primeiramente, realizou-se a extracdo de proteinas utilizando-se uma
variedade de mandioca nao identificada, a qual também foi fornecida pelo IAC.
De acordo com a Tabela 2, a concentragdo de proteinas referente a esta amostra
foi de 1,176 pg/pL, sendo que seu rendimento (quantidade de proteina total
extraida/quantidade de raiz pesada) foi de 1,175 mg/g. Apés estes resultados,
decidiu-se avaliar a qualidade do extrato proteico realizando-se a eletroforese em
condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE), onde foram aplicados 30 ug de proteinas
referentes a esta amostra (Figura 6). Apés corar o gel com Azul de Coomassie
coloidal, observaram-se bandas bem definidas, visiveis por toda extenséo do gel,
mostrando a extracdo de proteinas de diversos tamanhos. Ndo foram observadas
estrias verticais indesejaveis, que poderiam ser indicadoras de contaminacdo da
amostra. Portanto, o extrato obtido mostrou-se adequado para as andlises

posteriores, apresentando bom perfil de proteinas.

Tabela 2 - Concentragdo de proteina e rendimento (em ordem decrescente) referentes a
mandioca ndo identificada e as primeiras extracdes de proteinas das dez variedades.
Variedade Concentracéo de Rendimento (mg/qg)
proteinas (ug/uL)

Vassourinha Paulista 1,288 1,198
Olho junto 1,232 1,191
N&o identificada 1,176 1,175
Cigana Preta 1,006 1,005
IAC 90 1,006 0,980
IAC 12 0,892 0,857
IAC 15 0,816 0,811
Caapora 0,840 0,808
IAC 576-70 0,785 0,759
IAC 13 0,700 0,686
IAC 06-01 0,479 0,450

Média 0,929 0,901
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Figura 6 - Eletroforese SDS-PAGE referente a aplicagdo de 30 pg de proteinas extraidas da
variedade de mandioca nao identificada (1). Os nimeros a esquerda correspondem ao padréo de
massa molecular LMW calibration kit for SDS electrophoresis (MM), sendo que seus marcadores
estdo expressos em kDa. O minigel foi corado com Azul de Coomassie coloidal.

Uma vez que as condi¢Bes encontradas para a separacao das proteinas,
observadas a partir da amostra nao identificada, foram satisfatorias, passou-se a
outra etapa, analisando-se as demais amostras. Desta maneira, seguiu-se para a
extracdo de proteinas das variedades Vassourinha Paulista, Cigana Preta, IAC
12, Caapora, Olho Junto, IAC 576-70, IAC 13, IAC 15, IAC 90 e IAC 06-01.
Observa-se na Tabela 2 que as concentracdes de proteina em pg/pL foram
similares entre as variedades, com excecdo da IAC 06-01 (concentragdo de
proteinas = 0,479 pg/pL), a qual teve concentragdo muito menor em relagéo as
outras amostras. Os rendimentos também foram calculados, mostrando
resultados proximos, com excecdo novamente da variedade IAC 06-01
(rendimento = 0,450 mg/g). Além do menor rendimento em relacdo as proteinas,
esta amostra foi a que apresentou menor teor de amido entre as dez variedades
(Figura 4). Assim, o rendimento médio encontrado, incluindo a variedade nao
identificada, foi de 0,901 mg de proteinas extraidas para cada 1 g de amostra
triturada, indicando que quantidades suficientes para a continuidade do trabalho
poderiam ser obtidas sem o0 uso de grandes quantidades de amostras.
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Para atestar a qualidade dos extratos proteicos das dez variedades,
verificando-se o perfil de separacdo das proteinas, realizou-se outra SDS-PAGE,
na qual foram aplicados 5 pg de proteinas extraidas de cada uma das dez
amostras (Vassourinha Paulista, Cigana Preta, IAC 12, Caapora, Olho Junto, IAC
576-70, IAC 13, IAC 15, IAC 90 e IAC 06-01). De acordo com a Figura 7, os
perfis proteicos das amostras envolvidas sdo muito semelhantes, ndo havendo
diferencas significativas quanto as principais bandas proteicas e suas respectivas
mobilidades. As intensidades das diferentes amostras sao similares, confirmando

gue foram carregadas quantidades iguais (5 pug) de cada uma delas.
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Figura 7 — Eletroforese SDS-PAGE referente a aplicagdo de 5 ug de proteinas extraidas de cada
variedade estudada. Os numeros a esquerda correspondem ao padrdo de massa molecular LMW
calibration kit for SDS electrophoresis (MM), sendo que seus marcadores estdo expressos em
kDa. Os numeros acima correspondem as amostras: 1): IAC 06-01; 2): IAC 13; 3): IAC 576-70; 4):
IAC 15; 5): Caapora; 6): IAC 12; 7): IAC 90; 8): Cigana Preta; 9): Olho Junto; 10): Vassourinha
Paulista. O gel foi corado com SYPRO® Ruby e o tempo de exposicdo a luz UV em VersaDoc
MP 4000 foi de 90 s.

Apés essa avaliacao preliminar da extracdo de proteinas das amostras de
raizes de mandioca, decidiu-se pela exclusdo das variedades Cigana Preta,
Caapora e Olho Junto, devido a escassez de informagfes importantes referentes
a estas cultivares na literatura, tais como: o0 ano de langamento, o(s) estado(s)
em que sao cultivadas, suas origens, finalidades de uso, teores de matéria seca,
produtividade, resisténcia a bacteriose e ao superalongamento, os rendimentos
agrondmico e industrial, facilidade de colheita, cores da polpa e pelicula, teor de

acido cianidrico, entre outras.
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4.2.2 Extracdo de proteinas e avaliacdo da qualidade dos extratos

proteicos para a técnica 2-D DIGE

Para a confeccdo dos géis referentes a andlise 2-D DIGE, novas
extragbes de proteinas foram realizadas com o objetivo de se obter quantidade
de proteinas suficiente para esta técnica. De acordo com a Tabela 3, no geral, os
rendimentos de proteinas foram similares entre as amostras, porém, a cultivar
Vassourinha foi um pouco discrepante em relacdo as outras, mostrando
rendimento maior (0,956 mg/g). J& a IAC 06-01, novamente apresentou um
rendimento muito menor (0,230 mg/g) em relacdo as outras variedades. Assim, 0
rendimento médio encontrado foi de 0,550 mg/g, indicando que haveria

guantidades suficientes de proteinas para a realizacéo da técnica 2-D DIGE.

Tabela 3 - Concentragdo de proteina e rendimento (em ordem decrescente) referentes a extragao
de proteinas destinada a técnica 2-D DIGE.
Variedade Concentracéo de Rendimento (mg/qg)
proteinas (ug/uL)

Vassourinha Paulista 0,983 0,956
IAC 90 0,740 0,642
IAC 13 0,646 0,638
IAC 12 0,679 0,589
IAC 576-70 0,482 0,399
IAC 15 0,416 0,399
IAC 06-01 0,215 0,230
Média 0,594 0,550

Para avaliacdo desses extratos proteicos, realizou-se nova SDS-PAGE.
Portanto, em outro gel foram aplicados 3 pg de proteinas extraidas de cada uma
das sete variedades (Vassourinha Paulista, IAC 12, IAC 576-70, IAC 13, IAC 15,
IAC 90 e IAC 06-01) (Figura 8). Na Figura 8 é possivel observar que os extratos
mostraram-se promissores para as analises posteriores por 2D-DIGE, ja que

apresentaram bom perfil de separacao de proteinas (Item 4.2.1).
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Figura 8 - Eletroforese SDS-PAGE referente a aplicagcdo de 3 pg de proteinas extraidas de cada
variedade estudada. Os numeros a esquerda correspondem ao padrdo de massa molecular LMW
calibration kit for SDS electrophoresis (MM), sendo que seus marcadores estdo expressos em
kDa. Os numeros acima correspondem as amostras: 1): Vassourinha Paulista; 2): IAC 90; 3): IAC
12; 4): IAC 13; 5): IAC 576-70; 6): IAC 15; 7): IAC 06-01. O gel foi corado com SYPRO® Ruby e o
tempo de exposi¢éo a luz UV em VersaDoc MP 4000 foi de 120 s.

Apesar de terem sido extraidas proteinas das variedades Vassourinha
Paulista, IAC 12, IAC 576-70, IAC 13, IAC 15, IAC 90 e IAC 06-01, a partir deste
ponto do trabalho optou-se por excluir as cultivares IAC 13 e IAC 15, pelo fato
destas serem pouco cultivadas e a primeira ser aparentada com duas das
cultivares utilizadas neste trabalho (Vassourinha Paulista e IAC 12) (INSTITUTO
AGRONOMICO, 2013; Informacdo pessoal de VALLE?). Decidiu-se também,
reincluir a variedade Cigana Preta (realizando-se nova extracdo de proteinas
referente a esta cultivar — concentracdo: 1,147 ug/uL e rendimento: 1,113 mg/qg),
ja que esta é, ha bastante tempo, muito cultivada no Recdncavo Baiano (BA)
para a fabricacdo de farinha (informacado pessoal de VALLE?), fazendo com que
mais informacdes de biodiversidade fossem incluidas no trabalho. Ao final, foram
selecionadas para a continuidade do trabalho seis variedades: Vassourinha
Paulista, Cigana Preta, IAC 12, IAC 576-70, IAC 90 e IAC 06-01, dentre as dez

fornecidas pelo IAC.

2

VALLE T. L. Informacbes variedades de mandioca. Mensagem recebida por

teresalv@iac.sp.gov.br em 16 mar. 2012.
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4.2.3 Extracdo de proteinas e avaliacdo dos extratos proteicos para a

realizacdo dos géis analiticos

Apos realizacdo da 2-D DIGE, foi feita uma terceira extracdo (Tabela 4)
para que houvesse quantidade de proteinas suficiente para a confeccao dos géis
analiticos. Observa-se na Tabela 4, que as cultivares Vassourinha e Cigana
apresentaram rendimentos de proteinas superiores em relagdo as demais (0,957
mg/g e 0,808 mg/g, respectivamente) e que a IAC 06-01 mostrou um rendimento

menor (0,464 mg/g), corroborando os dados da Tabela 3.

Tabela 4 - Concentragdo de proteina e rendimentos (em ordem decrescente) referentes a terceira
extracdo de proteinas, destinada aos géis analiticos.
Variedade Concentracéo de Rendimento (mg/qg)
proteinas (ug/uL)

Vassourinha Paulista 0,966 0,957
Cigana Preta 0,814 0,808
IAC 12 0,774 0,765
IAC 90 0,647 0,642
IAC 576-70 0,608 0,602
IAC 06-01 0,470 0,464
Média 0,713 0,706

Em seguida, realizou-se nova SDS-PAGE, na qual foram aplicados 3 ug
de proteinas extraidas de cada uma das seis variedades (Vassourinha Paulista,
Cigana Preta, IAC 12, IAC 576-70, IAC 90 e IAC 06-01) (Figura 9). De acordo
com a Figura 9, os extratos mostraram-se adequados para as analises

posteriores por 2D-PAGE.
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Figura 9 - Eletroforese SDS-PAGE referente a aplicacdo de 3 ug de proteinas extraidas de cada
variedade estudada. Os nimeros a esquerda correspondem ao padrdo de massa molecular LMW
calibration kit for SDS electrophoresis (MM), sendo que seus marcadores estdo expressos em
kDa. Os numeros acima correspondem as amostras: 1): Vassourinha Paulista; 2): Cigana Preta;
3): IAC 12; 4): IAC 90; 5): IAC 576-70; 6): IAC 06-01. O gel foi corado com SYPRO® Ruby e o
tempo de exposicao a luz UV em VersaDoc MP 4000 foi de 40 s.

4.2.4 Extracdo de proteinas e avaliacdo dos extratos proteicos

destinadas aos géis preparativos

Uma quarta extracdo (Tabela 5) foi feita para ser destinada a confeccéo
dos géis preparativos. Na Tabela 5, como ja visto, € possivel observar que as
amostras Vassourinha, Cigana e IAC 06-01, apresentaram-se um pouco
discrepantes em relagédo as demais. A média de rendimentos foi de 0,672 mg/g,

indicando que o0s extratos seriam suficientes para esta etapa do trabalho.
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Tabela 5 - Concentracéo de proteina e rendimento (em ordem decrescente) referentes a quarta
extragdo de proteinas, destinada aos géis preparativos.
Variedade Concentracéo de Rendimento (mg/qg)
proteinas (ug/uL)

Vassourinha Paulista 1,023 0,972
Cigana Preta 0,966 0,916
IAC 12 0,711 0,673
IAC 90 0,667 0,627
IAC 576-70 0,579 0,545
IAC 06-01 0,320 0,302
Média 0,711 0,672

Concluiu-se, portanto, que o protocolo de extracdo de proteinas foi
adequado, jA que foram obtidos quantidades suficientes de proteinas e bons

perfis de separacao para a realizacéo da eletroforese bidimensional.

4.3 Eletroforese bidimensional

4.3.1 Otimizacgéo dos géis bidimensionais

4.3.1.1 Teste de tiras de gradiente de pH imobilizado e corantes

Apés extracdo de proteinas e avaliacdo da qualidade dos extratos
proteicos, resolveu-se testar o perfil apdés separacdo bidimensional. Para isto,
confeccionou-se um gel 2-D utilizando-se 100 pg de proteinas referentes a
variedade nao identificada, usando-se a tira de pH 3-10 de 7 cm e o corante Azul
de Coomassie coloidal para revelacao das proteinas (Figura 10). De acordo com
a Figura 10, o gel ndo apresentou estrias verticais ou horizontais indesejaveis e
0s spots gerados estavam bem definidos, mostrando a auséncia de interferentes
gue pudessem perturbar a focalizagdo das proteinas ou a separag¢do na segunda

dimensdo. Em contrapartida, os spots apresentaram-se ndo tdo bem distribuidos
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por uma ampla faixa do gel e com baixa resolugdo, parecendo estar
concentrados na faixa de pH intermediaria.
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Figura 10 - Minigel 2-D corado com Azul de Coomassie coloidal, referente a aplicacéo de 100 pg
de proteinas extraidas da variedade de mandioca nao identificada. Os numeros acima indicam a
que foi utilizada a tira de pH 3-10, 7 cm. Os numeros a direita correspondem ao padrdo de massa
molecular LMW calibration kit for SDS electrophoresis (MM), sendo que seus marcadores estao
expressos em kDa. Foram utilizados 5 pL do padréo.

Além da concentracdo das proteinas numa faixa de pH, a separacéo
realizada mostrou que uma parcela significativa das proteinas foi muito pouco
visivel, o que dificultaria bastante a comparacéo dos perfis de proteinas entre as
variedades, principalmente porque diferencas importantes podem nao se limitar
as proteinas mais abundantes e, por consequéncia, mais visiveis. Desta maneira,
com o objetivo de aprimorar a separacdo observada no gel anterior, resolveu-se
utilizar o corante SYPRO® Ruby, que é mais sensivel em relacdo ao Coomassie
e, portanto, poderia melhorar a visualizacdo dos spots. Para isto, produziu-se
outro gel 2-D utilizando-se novamente tiras de pH 3-10, 7 cm e 100 pg de
proteinas referentes a variedade nao identificada. Como mostra a Figura 11, o
novo gel apresentou algumas estrias verticais e horizontais indesejaveis. No
entanto, os spots apresentaram-se bem definidos em sua grande maioria, ainda
gue ndo tao bem distribuidos por uma faixa ampla do gel, assim como ja fora

observado antes. O perfil de separagédo de proteinas foi similar ao do gel corado
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com Coomassie, porém foi possivel visualizar um maior niamero de spots, e
perceber que estes se apresentaram mais intensamente corados, comprovando a
maior sensibilidade do corante SYPRO® Ruby em relacdo ao Azul de Coomassie

coloidal.
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Figura 11 - Minigel 2-D corado com SYPRO® Ruby, referente a aplicacdo de 100 pg de proteinas
extraidas da variedade de mandioca nao identificada. Os nimeros acima indicam que foi utilizada
a tira de pH 3-10, 7 cm. Os numeros a direita correspondem ao padrdo de massa molecular LMW
calibration kit for SDS electrophoresis (MM), sendo que seus marcadores estdo expressos em
kDa. Foram utilizados 2 uL do padréo. O gel foi exposto a luz UV em VersaDoc MP 4000 por 90 s.

Como mostrado nas Figuras 10 e 11, quando utilizada a tira de pH 3-10,
7 cm, 0s spots apresentaram-se nao tdo bem distribuidos por uma ampla faixa do
gel e muito unidos. Desta maneira, resolveu-se avaliar a separacao das proteinas
em outra faixa de pH, verificando-se se haveria melhores resultados. Para isto,
realizou-se novo teste 2-D novamente utilizando-se 100 pg de proteina da
mandioca nao identificada e o corante SYPRO® Ruby, mas com a tira de pH 4-7,
7 cm (Figura 12). Como observado na Figura 12, esse gel também apresentou
algumas estrias verticais indesejaveis, mas 0s spots apresentaram-se mais bem
definidos em sua grande maioria e bem distribuidos ao longo de toda a faixa de
pH empregada, quando comparados com os da Figura 11. Em contrapartida,
observou-se que com o0 emprego da tira de pH 4-7, alguns spots foram perdidos,

by

principalmente na lateral direita do gel, correspondente & zona alcalina do
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gradiente de separacdo. Portanto, concluiu-se que a qualidade de separacédo de
proteinas quando utilizada a tira de pH 4-7 é melhor em relagdo a separagdo com
a tira de pH 3-10, porém ainda ndo é ideal, devido a perda de alguns spots.
Sobre as estrias verticais observadas nesse gel e no anterior, € possivel que elas
se devam ao excesso de algumas proteinas frente a sensibilidade do corante,

permitindo notar o eventual arraste deixado durante a migragao.
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Figura 12 - Minigel 2-D corado com SYPRO® Ruby, referente & aplicacdo de 100 ug de proteinas
extraidas da variedade de mandioca nao identificada. Os nimeros acima indicam que foi utilizada
a tira de pH 4-7, 7 cm. Os numeros a direita correspondem ao padrdo de massa molecular LMW
calibration kit for SDS electrophoresis (MM), sendo que seus marcadores estdo expressos em
kDa. Foram utilizados 2 uL do padrdo. O gel foi exposto a luz UV em VersaDoc MP 4000 por 120
S.

Através de comparacdo entre as Figuras 10, 11 e 12, percebeu-se que
guando utilizado o corante SYPRO® Ruby, os spots apareceram mais bem
definidos, e mais intensamente corados em relagédo ao gel corado com Azul de
Coomassie coloidal. Desta forma, decidiu-se por utilizar o SYPRO® Ruby nas
analises seguintes. Também foi observado que na utilizacdo da tira de pH 3-10,
alguns spots ficaram com pouca separacdo, dificultando a visualizacao
individualizada destes. JA com o uso da tira de pH 4-7, alguns spots foram
perdidos pelo fato da faixa de pH ser mais estreita. Portanto, testou-se a

utilizacdo de tiras com faixa de distribuicio do pH ndo linear nas proximas
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etapas, como modo de favorecer a visualizacdo dos spots. Esse tipo de tira de
gradiente de pH apresenta uma distribuigdo n&o uniforme do pH, geralmente com
a compressao nas extremidades e expansao na faixa intermediaria, justamente
aquela em que a maioria dos spots da mandioca parecem se localizar. Desta
forma, optou-se por utilizar tiras de pH 3-11 NL, 11 cm, com o intuito de melhorar
a separacao dos spots na faixa de pH 5-7 e ao mesmo tempo preservar o maior
numero destes. Assim, foram confeccionados géis 2-D de maiores dimensdes
através do Ettan DALTsix Electrophoresis System.

Para esta etapa foram utilizados os extratos proteicos (Tabela 2) de sete
variedades (IAC 90, IAC 576-70, IAC 13, IAC 12, IAC 06-01, IAC 15 e
Vassourinha Paulista), sendo que, como dito anteriormente, as cultivares Cigana
Preta, Caapora e Olho Junto foram excluidas do trabalho devido ao fato de
haverem poucas informacdes descritas na literatura.

A Figura 13 mostra as imagens referentes aos géis das cultivares
Vassourinha Paulista, IAC 12 e IAC 576-70, utilizando-se 150 ug de proteinas de
cada cultivar. Observou-se, em geral, que a tira de pH utilizada gerou pouca
separacdo dos spots em ambas as laterais do gel (conforme o esperado),
dificultando um pouco a visualizagdo individualizada destes, apesar de ter
permitido a separacdo dos spots na faixa de pH de 5 a 7. Apesar disso, neste
momento do trabalho, acreditou-se que a separacdo observada nessa faixa nao
foi substancialmente melhor do que aquela observada com pH 3-10.

O gel referente a mandioca Vassourinha (Figura 13A) apresentou a
maioria dos spots em formato de gota, o que poderia ser um problema decorrente
das etapas de reidratacdo ou de equilibrio das tiras, ou ainda impurezas e
interferentes encontrados no extrato proteico. As estrias verticais encontradas
nas laterais direitas dos trés géis (Figuras 13A-C), segundo Gorg (2004), sao
devidas as microbolhas de ar presentes entre a tira e o gel, as quais surgiram no
momento do posicionamento da tira. Nos géis referentes as mandiocas IAC 12
(Figura 13B) e IAC 576-70 (Figura 13C), os spots encontraram-se melhor

definidos em relacdo ao gel referente a Vassourinha (Figura 13A).
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Figura 13 - Géis 2-D corados com SYPRO® Ruby, referentes a aplicagdo de 150 ug de proteinas
das variedades Vassourinha Paulista, IAC 12 e IAC 576-70. Para todos os géis foram utilizadas
tiras de pH 3-11 NL, 11 cm (acima das imagens). A esquerda das imagens, encontram-se 0s
padr6es de massa molecular LMW calibration kit for SDS electrophoresis (MM), sendo que seus
marcadores estdo expressos em kDa. Foram utilizados 2 puL do padrdo. (A) Amostra referente a
mandioca Vassourinha Paulista; gel exposto a luz UV em VersaDoc MP 4000 por 90 s. (B)
Amostra referente @ mandioca IAC 12; gel submetido a 60 s de exposi¢do. (C) Amostra referente
a mandioca IAC 576-70; gel submetido a 60 s de exposicao.

4.3.1.2 Teste de purificacdo dos extratos proteicos

Apos os resultados referentes aos geis de maior escala utilizando-se as
tiras de pH 3-11 NL, 11 cm, decidiu-se realizar um teste de purificacdo dos
extratos proteicos através do kit 2-D Clean-up, acreditando-se que esta
purificacdo melhoraria a qualidade dos géis através da diminuicdo de efeitos
negativos causados por eventuais contaminantes das amostras. Para isto, foram

confeccionados dois minigéis utilizando-se cerca de 80 pg de proteinas dos
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extratos purificados referentes as amostras Vassourinha Paulista e IAC 576-70.
Escolheram-se estas cultivares para o teste, pois o gel referente a Vassourinha
(Figura 13A) foi considerado o de pior qualidade devido aos spots em forma de
gotas, e o referente a IAC 576-70 (Figura 13C) o de melhor qualidade devido a
boa resolucéo e definicdo dos spots.

Como informado anteriormente, nesta etapa do trabalho, considerou-se
gue a separacdo proporcionada através da utilizacdo da tira de pH 3-11 NL, 11
cm nao foi substancialmente melhor que a separacéo referente a tira de pH 3-10,
7 cm linear, assim, decidiu-se continuar com a utlizacdo desta Ultima nas
proximas analises.

A Figura 14 mostra que os spots em forma de gota ndo apareceram
neste novo teste utilizando-se a amostra Vassourinha, o que pode ser explicado
pela purificacdo do extrato proteico. JA na Figura 15, a qual mostra o minigel
referente a IAC 576-70, ndo foram notadas diferencas em relacdo a definicéo e
resolucdo dos spots apds a purificacdo do extrato. Apesar de ambos o0s géis
apresentarem baixa qualidade, com distorcBes significativas nos perfis de
proteinas, isso se deveu a confeccdo destes, mas provavelmente ndo a
gualidade dos extratos. Desse modo, com base na melhora no formato dos spots,
considerou-se que para realizar novas analises seria empregado material
purificado com o kit 2-D Clean-up (GE Healthcare), para a remocao dos

interferentes.
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Figura 14 - Minigel 2-D corado com SYPRO® Ruby, referente a aplicacdo de 80,77 ug de
proteinas extraidas da cultivar Vassourinha Paulista. Foi utilizada a tira de pH 3-10, 7 cm (acima
da imagem). Os numeros a esquerda correspondem ao padrdo de massa molecular LMW
calibration kit for SDS electrophoresis (MM), sendo que seus marcadores estdo expressos em
kDa. Foram utilizados 2 pL do padrdo. O gel foi exposto a luz UV em VersaDoc MP 4000 por 60 s.
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Figura 15 - Minigel 2-D corado com SYPRO® Ruby, referente a aplicagdo de 80,77 ug de
proteinas extraidas da cultivar IAC 576-70. Foi utilizada a tira de pH 3-10, 7 cm (acima da
imagem). Os ndimeros a esquerda correspondem ao padrdo de massa molecular LMW calibration
kit for SDS electrophoresis (MM), sendo que seus marcadores estdo expressos em kDa. Foram
utilizados 2 pL do padrao. O gel foi exposto a luz UV em VersaDoc MP 4000 por 75 s.
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4.3.2 Avaliacdo da técnica 2-D Fluorescence Difference Gel
Electrophoresis (2-D DIGE) no estudo dos perfis de proteinas de

mandioca

ApOs os testes realizados, e com a melhor sensibilidade conseguida com
a utilizacao do corante SYPRO® Ruby, avaliou-se a possibilidade de utilizar a 2-
D Fluorescence Difference Gel Electrophoresis (2-D DIGE), que oferece
vantagens para a comparacao entre os perfis de spots de proteinas.

A 2-D DIGE é um método realizado com amostras proteicas pré-marcadas
com fluoréforos para posterior eletroforese bidimensional e andlise diferencial.
Este método permite a incorporacdo do mesmo padrdo interno (pool) em cada
gel 2-D e a multiplexacéo de até trés misturas de proteinas separadas no mesmo
gel. Nenhum outro sistema permite a utilizacdo de um padréo interno. O pool &
comparado com o padrdo de proteinas das amostras, evitando o problema de
intervariacdo comumente encontrado nos ensaios 2-D e permitindo a analise
precisa de diferencas entre as amostras. Além destas vantagens, esta analise
ndo necessita de uma posterior coloracdo dos géis, tornando o procedimento
muito menos trabalhoso e consequentemente menos demorado. Como
desvantagem evidente esta o custo de aquisicdo das cianidinas fluorescentes.
Assim, optou-se por avaliar este método no estudo dos perfis de proteinas de
mandioca na etapa seguinte do projeto.

A partir deste ponto do trabalho, novas extracbes de proteinas foram
realizadas (Tabela 3), como descrito no item 4.2. Conforme ja informado (Item
4.2), optou-se por excluir as cultivares IAC 13 e IAC 15 e reincluir a variedade
Cigana Preta, selecionando-se para a continuidade do trabalho apenas seis
variedades: Vassourinha Paulista, Cigana Preta, IAC 12, IAC 576-70, IAC 90 e
IAC 06-01.

Para aumentar a confiabilidade das andlises estatisticas da 2-D DIGE,
além de terem sido realizadas replicatas biologicas (para cada variedade
colheram-se raizes tuberosas de cinco plantas, utilizando-se partes diversas
destas raizes para a realizacdo da trituracdo), as extragBes proteicas foram
realizadas em triplicata (Item 3.2.3) e, por final, foram realizadas trés replicatas

técnicas. Para isto, foram preparados seis géis de maiores dimensdes, sendo
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que trés tiras de pH 3-10, 7 cm referentes a cada variedade (Vassourinha
Paulista, Cigana Preta, IAC 12, IAC 576-70, IAC 90 e IAC 06-01) foram
posicionadas na parte superior de cada gel (totalizando dezoito tiras), separando-
se as triplicatas no mesmo SDS-PAGE, evitando-se, assim, a variacdo de gel
para gel. Cada tira foi reidratada com 50 pug de proteinas da amostra marcadas
com Cy3, juntamente com 50 pg de proteinas do pool marcadas com Cyb5.
Portanto, ao final obtiveram-se trinta e seis imagens, sendo dezoito relativas as
amostras e dezoito relativas ao pool. O tempo de exposicdo a luz UV em
VersaDoc MP 4000, para obtencao de cada imagem, foi de 30 s.

Na Figura 16, como exemplo, encontram-se as imagens dos géis
realizados em triplicata referentes a corrida 2-D DIGE da amostra Vassourinha
Paulista, juntamente com seus respectivos pools. No ANEXO A, podem ser
visualizadas as imagens dos géis das amostras Cigana Preta, IAC 12, IAC 576-
70, IC 90 e IAC 06-01 e seus pools (Figuras 17, 18, 19, 20 e 21,
respectivamente). Observa-se que os perfis referentes as seis amostras sao
bastante similares. Além disso, as separacfes parecem ter ocorrido de forma
adequada, pois ndo sao notadas estrias verticais ou horizontais visiveis. No
entanto, com o tempo de exposicdo empregado para a obtencdo das imagens
fluorescentes nao foi possivel notar os spots menos intensos. Isso se deve ao
fato de que, apesar de utilizar um total de 100 pug de proteina por tira de pH, as
imagens efetivamente correspondem ao perfil de 50 pg de proteina do pool ou da
amostra. De acordo com experiéncia anterior do laboratoério, o aumento do tempo
de exposicdo para melhorar a intensidade do sinal ndo resultaria em beneficio
em termos de sensibilidade, uma vez que a coloracao de fundo ou ruido do sinal
também aumentaria bastante. Portanto, a sensibilidade do ensaio poderia vir a
ser um problema, desta maneira, as imagens contendo 0os mapas proteicos
referentes as seis amostras selecionadas ndo foram analisados.

E importante salientar que a realizacdo de géis com maior quantidade de
proteinas implicaria na utilizacdo de maior quantidade de cianidinas, o que seria

economicamente inviavel.
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Figura 16 - Imagens representativas de 2-D DIGE referentes as aplicagdes de 50 pug de proteinas extraidas da raiz tuberosa da mandioca Vassourinha
Paulista (amostra), juntamente a 50 ug do pool. Foram utilizadas tiras de pH 3-10, 7 cm. A esquerda das imagens, encontram-se os padrdes de massa
molecular LMW calibration kit for SDS electrophoresis (MM), sendo que seus marcadores estdo expressos em kDa. (A-C) Amostra marcada com Cy3
(triplicata). (D) Pool marcado com Cy5, relativo ao gel da imagem (A). (E) Pool marcado com Cy5, relativo ao gel da imagem (B). (F) Pool marcado com
Cy5, relativo ao gel da imagem (C). Todos os géis foram submetidos a 30 s de exposicdo em VersaDoc MP 4000.
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4.3.3 Géis analiticos corados com SYPRO® Ruby

Conforme descrito anteriormente, a sensibilidade do ensaio 2-D DIGE né&o
foi adequada, ja que ndo foi possivel notar os spots menos intensos. Desta
maneira, para a confeccdo dos géis analiticos, foi feita uma reavaliacdo em
relacdo a qual técnica seria utilizada para a revelacdo dos spots de proteinas e
gual faixa de pH seria utilizada. Apesar do grande numero de géis a serem
confeccionados, optou-se pelo corante SYPRO® Ruby para a continuidade do
trabalho, ja que foi possivel verificar que dentre as trés técnicas utilizadas até a
ocasiao (coloragéo por Azul de Coomassie coloidal, SYPRO® Ruby e 2-D DIGE),
esta foi a que possibilitou a melhor visualizacdo dos spots menos abundantes.
Considerando as vantagens e desvantagens das tiras de pH testadas (pH 4-7 e
pH 3-10, ambas de 7 cm e lineares; e pH 3-11 NL, contendo 11 cm), optou-se
pela tira de pH 3-11 NL, ja que foi a que forneceu um melhor perfil de proteinas,
melhorando a separacao dos spots na faixa de pH 5-7, onde a maioria dos spots
da mandioca parecem se localizar, e simultaneamente preservando o maior
ndmero destes.

Assim, partiu-se para a confeccado dos géis analiticos, sendo que nova
extracdo de proteinas foi realizada (Tabela 4). Para aumentar a confiabilidade
referente as analises estatisticas da eletroforese bidimensional, além de terem
sido realizadas replicatas biolégicas (para cada variedade colheram-se raizes
tuberosas de cinco plantas, utilizando-se partes diversas destas raizes para a
realizacdo da trituracdo), as extracdes proteicas foram realizadas paralelamente
em triplicata (Item 3.2.3), e, por fim, foram realizadas seis replicatas de géis de
cada uma das cultivares IAC 12, IAC 576-70 e IAC 90, e oito de cada uma das
variedades Vassourinha Paulista, Cigana Preta e IAC 06-01. Para isto foram
preparados vinte e um géis de maiores dimensdes, sendo que duas tiras de pH
3-11 NL e 11 cm foram posicionadas na parte superior de cada gel (totalizando
guarenta e duas tiras). Para cada uma das cultivares de mandioca IAC 12, IAC
576-70 e IAC 90 foram utilizadas seis tiras e para cada uma das variedades
Vassourinha Paulista, Cigana Preta e IAC 06-01 foram utilizadas oito tiras.

Portanto, ao final obtiveram-se quarenta e duas imagens. E importante salientar
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gue em um mesmo gel foram posicionadas tiras contendo a mesma amostra,
evitando-se a variagao de gel para gel.

Nas Figuras 22, 23, 24, 25, 26 e 27 encontram-se as imagens referentes
as replicatas de géis das variedades Vassourinha Paulista, Cigana Preta, IAC 12,
IAC 576-70, IAC 90 e IAC 06-01, respectivamente. Observando-se as figuras
contendo 0s mapas proteicos referentes as seis amostras estudadas € possivel
notar que, no geral, os perfis sdo bastante similares. Além disso, as separacfes
parecem ter ocorrido de forma adequada, pois ndo foram notadas estrias
verticais ou horizontais (as estrias horizontais que existem ao lado esquerdo das
imagens foram devidas a corrida do padrdo de massa molecular). Em
comparacdo com a andlise 2D-DIGE (realizada anteriormente), neste novo
ensaio realizado com o corante SYPRO® Ruby foi possivel notar os spots menos
intensos, resultando em géis com boa visualizacdo de proteinas menos
abundantes, facilitando a posterior analise diferencial dos perfis de proteinas.
Notou-se também que a utilizacdo de tiras de pH 3-11 NL de 11 cm, realmente
forneceu o melhor perfil de proteinas, ja que a faixa de distribuicdo do pH nao

linear favoreceu a resolucéo dos spots na faixa de pH de 5-7.



Figura 22 - Oito replicatas de géis 2-D corados com SYPRO® Ruby referentes a aplicagao de 100 pg de proteinas da cultivar Vassourinha Paulista (A-H). Para
todos os géis foram utilizadas tiras de pH 3-11 NL, 11 cm (acima das imagens). A esquerda das imagens, encontram-se os padrdes de massa molecular LMW
calibration kit for SDS electrophoresis (MM), sendo que seus marcadores estdo expressos em kDa. Foi utilizado 1 pL do padrédo (imagens recortadas).
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Figura 23 — Oito replicatas de geis 2-D corados com SYPRO® Ruby referentes a aplicagéo de 100 pg de proteinas da cultivar Cigana Preta (A-H). Para todos
os géis foram utilizadas tiras de pH 3-11 NL, 11 cm (acima das imagens). A esquerda das imagens, encontram-se os padrbes de massa molecular LMW
calibration kit for SDS electrophoresis (MM), sendo que seus marcadores estdo expressos em kDa. Foi utilizado 1 pL do padréo (imagens recortadas).
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Figura 24 — Seis replicatas de geis 2-D corados com SYPRO® Ruby referentes a aplicagéo de 100 pg de proteinas da cultivar IAC 12 (A-F). Para todos os
géis foram utilizadas tiras de pH 3-11 NL, 11 cm (acima das imagens). A esquerda das imagens, encontram-se os padrdes de massa molecular LMW
calibration kit for SDS electrophoresis (MM), sendo que seus marcadores estdo expressos em kDa. Foi utilizado 1 pL do padrédo (imagens recortadas).
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Figura 25 — Seis replicatas de géis 2-D corados com SYPRO® Ruby referentes a aplicagéo de 100 pg de proteinas da cultivar IAC 576-70 (A-F). Para todos
os géis foram utilizadas tiras de pH 3-11 NL, 11 cm (acima das imagens). A esquerda das imagens, encontram-se os padrées de massa molecular LMW
calibration kit for SDS electrophoresis (MM), sendo que seus marcadores estdo expressos em kDa. Foi utilizado 1 pL do padréo (imagens recortadas).
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Figura 26 — Seis replicatas de géis 2-D corados com SYPRO® Ruby referentes a aplicagdo de 100 pg de proteinas da cultivar IAC 90 (A-F). Para todos os
géis foram utilizadas tiras de pH 3-11 NL, 11 cm (acima das imagens). A esquerda das imagens, encontram-se os padrdes de massa molecular LMW
calibration kit for SDS electrophoresis (MM), sendo que seus marcadores estdo expressos em kDa. Foi utilizado 1 pL do padréo (imagens recortadas).
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Figura 27 - Oito replicatas de géis 2-D corados com SYPRO® Ruby referentes a aplicagdo de 100 pg de proteinas da variedade IAC 06-01 (A-H). Para
todos os géis foram utilizadas tiras de pH 3-11 NL, 11 cm (acima das imagens). A esquerda das imagens, encontram-se os padrdes de massa molecular
LMW calibration kit for SDS electrophoresis (MM), sendo que seus marcadores estdo expressos em kDa. Foi utilizado 1 yL do padrdo (imagens recortadas).
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4.3.3.1 Analise das imagens: deteccdo e validagao dos spots

Como mencionado em “Métodos”, as quarenta e duas imagens foram
editadas (Item 3.2.10), sendo recortadas no mesmo tamanho e posicao,
excluindo-se o padrdao de massa molecular (Figuras 22, 23, 24, 25, 26 e 27).
Dentre as quarenta e duas imagens, foram escolhidas apenas quatro referentes a
cada uma das seis variedades. Esta selecao foi realizada com base nos géis com
maiores semelhancas dentro de um mesmo grupo de variedade, considerando-se
a posicao e intensidade dos spots presentes. Desta maneira, as imagens
escolhidas para esta andlise foram as apresentadas nas seguintes figuras: 22A,
22B, 22D e 22E (Vassourinha Paulista); 23A, 23B, 23C e 23E (Cigana Preta);
24A, 24C, 24D e 24E (IAC 12); 25B, 25C, 25D e 25E (IAC 576-70); 26A, 26B,
26C e 26D (IAC 90) e 27A, 27B, 27C e 27D (IAC 06-01).

Para a formacdo do Grafico de Distorcdo no programa Delta2D (ltem
3.2.11), foi escolhida a melhor imagem dentre as vinte e quatro, ou seja, a que
possuia os spots melhor definidos e resolvidos: imagem apresentada na Figura
23B (Cigana Preta). Apds, foi selecionada a melhor imagem de cada um dos
grupos de variedades: imagens apresentadas nas figuras 22B, 24D, 25C, 26A e
27A. Em seguida ao ‘Projeto’ e ‘Alinhamento das imagens’ (Item 3.2.11), o total
de spots detectado pelo programa foi de mil e oito (1.008). Apés exclusdes,
divisdes e adicOes de spots, restaram-se quatrocentos e trinta e seis (436) spots
validos. Em seguida, aplicou-se a One-way ANOVA (p<0,05), resultando em
duzentos e cinquenta (250) spots significativos (estatisticamente validos). Para
comparacdo de resultados, aplicou-se aos mesmos 436 spots, a One-way
ANOVA (p<0,01), resultando em cento e sessenta e sete (167) spots com
significativa variacdo de abundancia entre as variedades estudadas. Resolveu-se
trabalhar com o resultado da ANOVA (p<0,01), ja que mostrou um numero de
spots menor em relacdo a ANOVA (p<0,05), porém ainda alto e aceitavel para a
continuacdo das analises. Apos Ultima revisdo, observando-se spot por spot,
vinte e um (21) foram considerados ambiguos, inconsistentes entre as
variedades de mandioca e, portanto, foram excluidos, restando cento e quarenta
e seis (146) spots de interesse (Figura 28 e Tabela 6 — ANEXO B). Na Figura

28 observam-se o0s 146 spots de interesse delimitados e numerados pelo
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Figura 28 — Gel 2-D corado com SYPRO® Ruby referente a aplicacdo de 100 pg de proteinas da cultivar Cigana Preta, com indicagéo dos 146 spots
com variagdo de abundancia significativa entre as seis variedades estudadas, delimitados e numerados (em vermelho) pelo programa Delta2D 4.2
(DECODON) Foi utilizada a tira de pH 3-11 NL, 11 cm (acima). A esquerda, encontra-se o padrdo de massa molecular LMW calibration kit for SDS
electrophoresis (MM), sendo que seus marcadores estdo expressos em kDa. Foi utilizado 1 pL do padrdo (imagem recortada). A imagem é referente a
Figura 23B.
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programa Delta2D. Os 146 spots foram circundados nas imagens referentes as
seis variedades, porém a Figura 28 mostra a imagem referente a cultivar Cigana
Preta, como exemplo. Na Tabela 6 (ANEXO B), encontram-se as intensidades
médias de cada um dos 146 spots com variacdo de abundéancia significativa entre

as variedades estudadas.

4.3.4 Géis preparativos corados com Azul de Coomassie coloidal

Com o objetivo de se obter grande quantidade de proteinas, suficiente
para a confeccdo dos géis preparativos (utilizados para a excisdo dos 146 spots
de interesse), realizaram-se novas extracdes de proteinas (Tabela 5), a qual foi
feita paralelamente em sextuplicata (Item 3.2.3). Os géis foram confeccionados
em maiores dimensbes e em duplicata para cada uma das seis variedades
(Vassourinha Paulista, Cigana Preta, IAC 12, IAC 576-70, IAC 90 e IAC 06-01).
Como os géis seriam corados com Azul de Coomassie coloidal para a devida
visualizacdo dos spots no momento de suas excisdes, foram utilizadas tiras de
pH 3-11 NL de 24 cm, sendo que cada tira, reidratada com 750 ug de proteinas,

foi posicionada na parte superior de cada gel.

4.3.4.1 Excisédo dos spots de interesse

Os 146 spots foram coletados em duplicata (Item 3.2.13), sendo que cada
um foi recortado dos géis referentes a variedade de mandioca onde se
apresentou com maior intensidade, obtendo-se maior quantidade de proteina.
Para isto foi utilizada a Tabela 6 (ANEXO B), sendo que as intensidades médias
de cada um dos spots foram comparadas entre as seis variedades, selecionando-
se para a coleta a variedade onde o numero referente a intensidade média
apresentou-se maior. Apenas dois spots ndo foram coletados de variedades onde
os valores médios de intensidade se apresentaram maiores: spots 81 e 206. Na
Figura 29, encontram-se os spots recortados do gel referente a cultivar IAC 576-
70, como exemplo. Nas Figuras 30, 31, 32, 33 e 34 (ANEXO C), encontram-se



pH

3 > 11

97.0

MM
(kDa)

Figura 29 — Gel 2-D corado com Azul de Coomassie coloidal, referente a aplicagado de 750 pg de proteinas da cultivar IAC 576-70. Foi utilizada a tira de
pH 3-11 NL, 24 cm (acima da imagem). A esquerda, encontra-se o padrdo de massa molecular LMW calibration kit for SDS electrophoresis (MM), sendo
gue seus marcadores estdo expressos em kDa. O gel encontra-se com 0s respectivos spots (circulados em amarelo e numerados em branco) coletados.
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0s spots coletados dos géis de cada uma das variedades: Vassourinha Paulista,
Cigana Preta, IAC 12, IAC 90 e IAC 06-01, respectivamente.

Apéds a coleta dos spots, as proteinas contidas nestes sofreram digestéo
e, em seguida, foi realizada a purificacdo dos extratos contendo os peptideos
obtidos através da digestdo. Os peptideos foram sequenciados por
espectrometria de massas (Item 3.2.16).

4.4 Sequenciamento dos peptideos por espectrometria de massas

Os espectros resultantes do sequenciamento dos 146 spots de proteinas
foram analisados, sendo detectados peptideos em 118 destes. Dentre os 118, as
provaveis proteinas ndo foram identificadas em 16, mostrados na Tabela 7
apenas pelo codigo de identificacdo do fragmento gendmico contido no vetor
portador da sequéncia em questdo (P1l-derived Artificial Chromosome - PACid).
Portanto, foram identificadas proteinas em 102 spots, sendo inferidas 107
proteinas diferentes, jA que em 5 spots foram encontradas mais de 1 proteina.
Um total de 20 proteinas similares foi encontrado em diferentes variedades,
sendo que 8 proteinas semelhantes foram encontradas em diferentes spots de
uma mesma variedade. Na Tabela 7, estao relacionados: a identidade provavel
da proteina, sua classificacdo funcional, seu codigo de acesso, a pontuacao
(score) do MASCOT e a variedade onde esta se encontrou com maior
abundancia.

As proteinas identificadas foram classificadas de acordo com suas
principais fungfes bioldgicas, a partir de informacdes disponiveis nas seguintes
bases de dados: Phytozome v9.1, Nacional Center for Biotechnology Information
(NCBI) (http://www.ncbi.nim.nih.gov), The Arabidopsis Information Resource
(TAIR) (http://www.arabidopsis.org) e Universal Protein Resource (UNIPROT)
(http://www.uniprot.org). Observa-se na Figura 35, que a maior parte das
proteinas detectadas participa do Metabolismo (34,75%), Armazenamento e
processamento de informagbes (13,56%) e Sinalizagdo e processos celulares
(13,56%).
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o]
(93]

Tabela 7 (Continua) - Proteinas com significativa variagcdo de abundancia entre as seis
variedades de mandioca estudadas.

L Variedade
. ) Classificacao o MASCOT )
Spot Identidade provavel . Cédigo de acesso mais
funcional Score
abundante

Phosphoserine .
5 . Metabolismo cassava4.l_027198m 53 IAC 576-70
aminotransferase

cassava4.1l_013196m

Glyceraldehyde-3-phosphate Metabolismo 88

Cigana Preta
dehydrogenase C2

Profilin 3

Estrutura celular cassava4.1_020010m 41 IAC 90

C-terminal cysteine residue is Metabolismo cassavad.l_019244m 111 IAC 06-01

changed to a serine 1

U5 small nuclear Armazenamento e )
31 ribonucleoprotein helicase processamento de cassavad.1_000124m 5 Vassourinha
. informacdes Paulista
putative

Sinalizagdo e processos

Vassourinha
35 Protein phosphatase X 2 celulares cassavad.1_012540m 52

Paulista

Lactate/malate Metabolismo cassava4.1_010105m
dehydrogenase family protein

43 93 Cigana Preta

. Sinalizagdo e processos Vassourinha
45 Annexin 1 cassava4.1l_021183m 84 .
celulares Paulista

. Proteina ndo Vassourinha
48 PACid:17969892 cassava4.1l_024324m 37
identificada Paulista

Proteina ndo
51 PACid:17970217 cassava4.1_022280m 36 IAC 06-01
identificada
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Tabela 7 (Continuacdo) — Proteinas com significativa variacdo de abundancia entre as seis

o Variedade
. Classificacéo ) MASCOT .
Spot Identidade provavel ) Cédigo de acesso mais
funcional Score
abundante
Alpha/beta-Hydrolases . .
52 . . Metabolismo cassava4.1_011947m 57 Cigana Preta
superfamily protein
Thiazole biosynthetic enzyme, .
Vassourinha
53 chloroplast (ARA6) (THI1) Biossintese cassava4.l_010960m 66 )
Paulista
(THI4)
55 Pyrophosphorylase 6 Defesa cassava4.1_012745m 36 Cigana Preta
Thiazole biosynthetic enzyme,
57 chloroplast (ARA6) (THI1) Biossintese cassava4.l_010960m 109 IAC 90
(THI4)
2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)-
58 dependent oxygenase Metabolismo cassava4.1_009922m 34 Cigana Preta
superfamily protein
Proteina ndo
59 PACid:17974061 cassava4.1_033238m 42 IAC 06-01
identificada
Proteina ndo
60 PACid:17962071 . » cassava4.1_024476m 39 IAC 06-01
identificada
Protein of unknown function, )
62 Funcédo ndo conhecida  cassava4.1_032242m 42 IAC 90
DUF584
63 Sulfate transporter 91 Transporte cassava4.1_003293m 48 IAC 90
) Vassourinha
64 Oleosin 1 Estrutura celular cassava4.1_031735m 57 .
Paulista
L _ _ Sinalizacéo e processos .
65 Ubiquitin-like superfamily protein cassava4.1_019211m 41 Cigana Preta
celulares
. L. Armazenamento e
AP2/B3-like transcriptional factor )
67 ) ) processamento de cassava4.1l_006650m 34 Cigana Preta
family protein )
informacdes
Cytochrome P450 superfamily . .
68 . Metabolismo cassava4.l 026799m 36 Cigana Preta
protein
Eukaryotic aspartyl protease Sinalizac&o e processos Vassourinha
69 . . cassava4.1_023312m 39 .
family protein celulares Paulista
70 Ascorbate peroxidase 2 Metabolismo cassava4.1_024509m 47 IAC 06-01
NB-ARC domain-containing
72 ) ) ) Defesa cassava4.l_025649m 55 IAC 90
disease resistance protein
. Proteina ndo Vassourinha
73 PACid:17972248 . » cassava4.1_025165m 34 .
identificada Paulista
Armazenamento e .
Vassourinha
74 5\'-3\' exonuclease family protein processamento de cassava4.l_026774m 34 Paulist
aulista
informaces
75 RAN GTPase 3 Diviséo celular cassava4.l_015738m 95 IAC 12
7 Target of Myb protein 1 Transporte cassava4.l_024207m 32 IAC 576-70
Protein of unknown function L : :
80 Funcédo ndo conhecida  cassava4.1_018331m 33 Cigana Preta

(DUF1336)




Tabela 7 (Continuagdo) — Proteinas com significativa variagdo de abundancia entre as seis

variedades de mandioca estudadas.

L Variedade
. | Classificacao o MASCOT ]
Spot Identidade provavel . Cdédigo de acesso mais
funcional Score
abundante

Adenine phosphoribosyl . Vassourinha
84 Metabolismo cassava4.1_018280m 68 .
transferase 1 Paulista

Sinalizacéo e
92 Rotamase CYP 3 cassava4.l_015621m 147 IAC 12
processos celulares

. Proteina nao .
97 PACIid:17963450 ) o cassava4.1_020732m 21 Cigana Preta
identificada

Matrixin family protein Metabolismo cassava4.l_027526m Cigana Preta

SAUR-like auxin-responsive o .
103 ) ) Sem classificagéo cassava4.1_020173m 39 Cigana Preta
protein family

Lactate/malate dehydrogenase . .
106 . . Metabolismo cassava4.1_010105m 75 Cigana Preta
family protein

Proteina nédo
112 PACId:17973405 ) B cassava4.1l_027870m 38 IAC 576-70
identificada

Armazenamento e

60S acidic ribosomal protein .
114 camil processamento de cassava4.1l_018344m 36 Cigana Preta
amily

informacdes

Proteina ndo Vassourinha
126 PACid:17971499 cassavad.l_032654m 35

identificada Paulista

Proteina ndo
132 PACId:17986548 . " cassava4.1_031635m 43 IAC 90
identificada
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Tabela 7 (Continuacdo) — Proteinas com significativa variacdo de abundancia entre as seis

Variedade
MASCOT
Spot Identidade provavel Classificagéo funcional Cédigo de acesso s mais
core
abundante
134 Alpha-glucan phosphorylase 2 Metabolismo cassava4.1_002466m 67 IAC 90
S-adenosyl-L-methionine- .
) Vassourinha
140 dependent methyltransferases Metabolismo cassava4.1_011102m 71 Paulist
aulista
superfamily protein
S-adenosyl-L-methionine-
141 dependent methyltransferases Metabolismo cassava4.1_011102m 56 IAC 06-01
superfamily protein
Zinc-binding dehydrogenase ) Vassourinha
142 ) ) Metabolismo cassava4.1_012256m 38 .
family protein Paulista
. . Armazenamento e
Transducin/WD40 repeat-like
144 . . processamento de cassava4.1_007581m 32 IAC 06-01
superfamily protein _ _
informacdes
Glycosyl hydrolase family protein )
149 ] - ] ] ] Metabolismo cassava4.1_010113m 35 IAC 576-70
with chitinase insertion domain
. . _ Armazenamento e
NmrA-like negative transcriptional
151 _ . processamento de cassava4.1l_029504m 103 IAC 90
regulator family protein _ .
informacdes
) ) ) Sinalizagdo e processos
152 Ankyrin repeat family protein cassava4.1_004910m 38 IAC 90
celulares
O-acetylserine (thiol) lyase (OAS- _
153 _ Metabolismo cassava4.1_011826m 70 IAC 06-01
TL) isoform Al
156 Glyoxalase | homolog Metabolismo cassava4.1_013158m 57 Cigana Preta
157 Glyoxalase | homolog Metabolismo cassava4.l_014447m 42 Cigana Preta
Alpha/beta-Hydrolases )
158 ) ) Metabolismo cassava4.1_008534m 32 IAC 576-70
superfamily protein
. Vassourinha
162 General regulatory factor 2 Metabolismo cassava4.1_014223m 67 .
Paulista
. Armazenamento e
Polynucleotidyl transferase,
163 . ) processamento de cassava4.l_027700m 38 IAC 12
ribonuclease H-like . 5
informacdes
165 General regulatory factor 7 Metabolismo cassava4.1_013801m 78 IAC 12
168 General regulatory factor 8 Metabolismo cassava4.1_014519m 178 IAC 12
Oxidoreductase, 20G-Fe(ll) .
169 . . Metabolismo cassava4.1_004853m 41 IAC 12
oxygenase family protein
Glutathione S-transferase TAU ) Vassourinha
171 Metabolismo cassava4.l_015854m 47 .
19 Paulista
O-fucosyltransferase family . _
174 _ Metabolismo cassava4.1_014689m 41 Cigana Preta
protein
N-terminal nucleophile
175 aminohydrolases (Ntn Metabolismo cassava4.1_015183m 39 IAC 576-70

hydrolases) superfamily protein




Tabela 7 (Continuagdo) — Proteinas com significativa variagdo de abundancia entre as seis

variedades de mandioca estudadas.

Classificacdo MASCOT  Variedade mais

Spot Identidade provavel ) Cédigo de acesso
funcional Score abundante

. . Vassourinha
179 Proteasome beta subunit C1 Metabolismo cassava4.1_016465m 83 Paulist
aulista

o Armazenamento e
RNA-binding (RRM/RBD/RNP
182 . ) ) processamento de cassava4.1_009071m 39 IAC 90
motifs) family protein

informacdes

PACid:17985652 Proteina ndo identificada cassava4.1_023116m

196 HSP20-like chaperones Chaperonas cassava4.1_017871m IAC 06-01

PACid:17970217 Proteina ndo identificada cassava4.1_022280m IAC 576-70

Protein kinase superfamily Sinalizag&o e processos
203 . cassava4.1_003197m 39 IAC 90
protein celulares

. . Armazenamento e
Origin recognition complex
206 . processamento de cassava4.1_018067m 34 IAC 06-01
subunit 3 . .
informacodes

HSP20-like chaperones
208 . ) Chaperonas cassava4.1_018093m 63 IAC 06-01
superfamily protein

Dormancy/auxin associated -
210 . ) Sem classificagéo cassava4.l_019121m 31 IAC 06-01
family protein

Proteina
215 PACid:17966736 . . cassava4.1l_033106m 21 IAC 06-01
nao identificada
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Tabela 7 (Conclusdo) — Proteinas com significativa variacdo de abundéancia entre as seis

. . . ) MASCOT  Variedade mais
Spot Identidade provavel Classificagéo funcional Cédigo de acesso
Score abundante
) Sinalizag&o e processos
216 Cyclin B1;4 cassava4.1l_008780m 38 IAC 06-01
celulares
Cytochrome P450, family 71, _
217 _ _ Metabolismo cassava4.1_031263m 39 IAC 576-70
subfamily B, polypeptide 37
Nucleoside diphosphate )
224 ) ) ) Metabolismo cassava4.1_019475m 80 IAC 90
kinase family protein
Nucleoside diphosphate .
225 _ . _ Metabolismo cassava4.1_019475m 85 IAC 90
kinase family protein
NAD(P)-linked
226 oxidoreductase superfamily Metabolismo cassava4.1_025858m 41 IAC 576-70
protein
Protein kinase superfamily Sinalizagdo e processos
227 . cassava4.1_003197m 36 IAC 06-01
protein celulares
NmrA-like negative Armazenamento e
234  transcriptional regulator family processamento de cassava4.l_034037m 41 IAC 06-01
protein informacdes
HSP20-like chaperones :
236 _ . Chaperonas cassava4.1_018038m 43 Cigana Preta
superfamily protein
237 ROTUNDIFOLIA like 16 Sem classificacéo cassavad.1l_024573m 32 Cigana Preta
240 PACid:17987892 Proteina nao identificada  cassava4.1_025160m 43 IAC 12
PLATZ transcription fator . .
242 ) ) Fung&o néo conhecida cassava4.l_033543m 33 Cigana Preta
family protein
Arabidopsis thaliana protein
243 of unknown function Funcéo néo conhecida cassava4.1_008479m 33 IAC 90
(DUF794)
244 PACid:17967043 Proteina ndo identificada  cassava4.1_021547m 33 Cigana Preta
Transmembrane amino acid
245 . . Transporte cassava4.1_028081m 38 IAC 12
transporter family protein
) ) Armazenamento e .
Ribosomal L18p/L5e family Vassourinha
246 ) processamento de cassava4.1_014224m 37 .
protein ) ~ Paulista
informacdes
Ribulose bisphosphate
248 carboxylase (small chain) Metabolismo cassava4.1_017647m 141 Cigana Preta
family protein
Glutathione S-transferase PHI )
249 Defesa cassava4.l_016175m 214 Cigana Preta

9




O Armazenamento e
processamento de informacdes

Bl Biossintese

13,56% 2,54% 13,56%

® Chaperonas

3,40%
3,40%

O Defesa 3,40%
O Divisdo celular 13,56%
O Estrutura celular
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B Transporte
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W Fungao nao conhecida 34,75%

O Proteina ndo identificada

W Sem classificacdo

0,85%
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Figura 35 — Classificacéo funcional das proteinas detectadas a partir da identificacdo dos peptideos sequenciados dos spots com significativa variacao

de abundancia entre as seis variedades de mandioca estudadas: Vassourinha Paulista, Cigana Preta, IAC 12, IAC 576-70, IAC 90 e IAC 06-01.
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Dentre as proteinas identificadas neste trabalho, apenas as seguintes
foram encontradas em outros estudos sobre a mandioca: ribulose bisfosfato
carboxilase (spot 248), nucleosideo difosfato quinase (spots 224 e 225), proteina
referente ao citocromo P450 (spots 30, 68 e 217) (BABA et al., 2008), anexina 1
(spots 44 e 45) (SHEFFIELD et al., 2006), S-adenosil-L-metionina (spots 140 e
141) (LI et al., 2010), enzima de biossintese de tiamina (spots 53 e 57), proteina
relacionada ao heat shock (spot 181) (BABA et al., 2008; SHEFFIELD et al.,
2006), ascorbato peroxidase (spots 70 e 113) (LI et al., 2010; SHEFFIELD et al.,
2006), malato desidrogenase (spots 43 e 106) (LI et al., 2010; MITPRASAT et al.,
2011; SHEFFIELD et al., 2006), proteina ribossomal (spots 114, 200 e 246)
(BABA et al., 2008; LI et al., 2010; MITPRASAT et al., 2011) e gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (spot 10) (BABA et al., 2008; LI et al., 2010; MITPRASAT
et al., 2011; SHEFFIELD et al., 2006). Desta maneira, é importante salientar que
este trabalho, se comparado aos outros estudos referentes a mandioca com a
utilizacdo de 2D-PAGE, mostrou novas informacdes referentes as proteinas
desta planta.

Segundo o programa MASCOT, para que a identidade da proteina seja
confiavel, seu score deve estar acima de 58. No entanto, 90 proteinas
apresentaram valor menor, 0 que confere menos seguranca quanto a sua
provavel identidade. Assim, os resultados de sequenciamento dessas proteinas
de score mais baixo podem ser considerados apenas preliminares, demandando
novas analises para a confirmacéo de suas identidades. Apesar disso, dentre as
107 identificacbes realizadas, algumas merecem atencao especial, e podem ser
feitas correlacdes com algumas das caracteristicas das variedades de mandioca
estudadas.

A xilulose quinase-2, proteina identificada no spot 47, esta localizada no
citoplasma e parece estar envolvida na via de formacao de acucares (glicose e
frutose), através da conversdo da xilose, como mostrado para Arabidopsis
(PLANT PATCHWAY DATABASE, 2013). Esta enzima foi encontrada mais
abundantemente na cultivar de mesa, IAC 576-70, a qual mostrou teor de
acucares elevado juntamente com as outras variedades utilizadas para consumo
doméstico: Vassourinha Paulista e IAC 06-01. E importante salientar, que a IAC

576-70 foi a Unica variedade que apresentou os acucares glicose e frutose como
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predominantes, ja que todas as outras envolvidas neste trabalho apresentaram a
sacarose como acgucar predominante (Figura 5).

A proteina da familia das glicosil hidrolases contendo o dominio de
insercdo de quitinase, encontrada no spot 149, atua clivando de forma especifica
as ligagbes glicosidicas da quitina, um homopolissacarideo linear formado por
unidades de 2-acetamida-2-desoxi-D-glicose (N-acetil-D-glucosamina) unidas por
ligacbes do tipo B-[1-4], presente em fungos e artropodes. Desta forma, as
quitinases sdo capazes de induzir resisténcia, local ou sistémica, ao ataque de
fungos, ja que a parede celular destes fitopatdgenos é composta por quitina
(GOMES et al., 2010; KERN, 2003; THE ARABIDOPSIS INFORMATION
RESOURCE, 2013). Esta proteina foi encontrada em maior quantidade na
cultivar de mesa, IAC 576-70, a qual possui alto teor de acucares. Esta
guantidade alta de acguUcares faz com que esta cultivar figue mais sujeita ao
ataque de fungos, ja que estes patdgenos utilizam os acglcares da planta para a
producdo de energia. Assim, a presenca desta proteina na cultivar IAC 576-70
torna-se bastante importante, pois pode contribuir para a maior protecdo de um
tecido mais exposto ao ataque fitopatogénico.

A proteina oxigenase dependente de 2-oxoglutarato (20G) e de Fe I
(spot 58) foi encontrada em maior quantidade na cultivar Cigana Preta, que é
destinada a industria para a producdo de farinha. Essa proteina parece estar
relacionada ao processo de deterioracdo poés-colheita da raiz tuberosa, jA que
estd envolvida no processo de biossintese de cumarinas (responséaveis pelo
aparecimento de pontos escuros azulados na raiz tuberosa), morte celular
programada, resposta a ferimentos, processo de oxirreducdo e processos
catabdlico de toxinas e de resposta a ferimentos (THE ARABIDOPSIS
INFORMATION RESOURCE, 2013).

No spot 127 foi detectada a proteina glicosiltransferase, pertencente a
familia 35, a qual parece estar ligada a biossintese de amido. Esta proteina
mostrou-se mais abundante em uma cultivar destinada a induUstria para a
fabricacdo de amido, a IAC 12. Além disso, esta proteina parece estar envolvida
na resposta de defesa as bactérias, resposta ao frio, ao estimulo de temperatura
e a falta de agua, sendo a IAC 12 resistente a bacteriose, muito cultivada em
todo o Cerrado brasileiro, no qual o clima predominante € bastante seco, e a

primeira cultivar ndo autéctone, mostrando que, talvez, o melhoramento genético
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realizado promoveu a resisténcia desta cultivar (INSTITUTO AGRONOMICO,
2013; THE ARABIDOPSIS INFORMATION RESOURCE, 2013). Desta maneira,
pode ser que a maior expressao desta proteina tenha um papel no elevado teor
de amido e na maior resisténcia encontrados nesta cultivar.

A enzima alfa-glucano fosforilase 2, localizada no spot 134, parece estar
envolvida na biossintese de amido e ocorreu em maior quantidade na variedade
IAC 90, a qual é destinada a industria para a fabricacdo de farinha e fécula,
sendo a variedade que apresentou maior teor de amido (Figura 4) (THE
ARABIDOPSIS INFORMATION RESOURCE, 2013). Desta maneira, é possivel
gue a maior expressao desta proteina esteja vinculada ao maior teor de amido
encontrado nesta cultivar.

O polipeptideo 37 do citocromo P450 da familia 71, subfamilia B foi
encontrado no spot 217, e parece estar relacionado a biossintese de
carotenoides (PHYTOZOME, 2013). Este citocromo apareceu em maior
guantidade na cultivar IAC 576-70, a qual possui polpa creme quando crua e
amarela quando cozida, devido a quantidade de carotenoides presente. Em
relacdo ao consumidor, é importante salientar que o0s carotenoides sao
precursores da vitamina A, relacionada as fungfes visuais, integridade epitelial e
ao funcionamento do sistema imunolégico (QUEIROZ et al.,, 2013). Portanto,
variedades ricas em carotenoides tornam-se mais valorizadas para o uso de
mesa.

Em relacdo as proteinas de biossintese, merece destaque a enzima de
biossintese de tiazol, localizada nos cloroplastos, a qual foi detectada nos spots
53 e 57 e em maior abundéancia nas variedades Vassourinha Paulista e IAC 90.
Esta proteina parece estar envolvida na biossintese de tiamina, agindo na
tolerancia ao dano do DNA mitocondrial, o qual pode gerar a apoptose celular
(THE ARABIDOPSIS INFORMATION RESOURCE, 2013). Além disso, a vitamina
B1 (tiamina), a qual € utilizada na prevencédo do Beribéri, doenca que envolve
principalmente deficiéncias nos sistemas nervoso e vascular, pode ser
encontrada na mandioca cozida, frita, no polvilho e na farinha (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2013; SEAGRI, 2013). Desta maneira,
a farinha produzida a partir de ambas as variedades em questdo e a mandioca

Vassourinha cozida ou frita, tornam-se mais valorizadas para o consumo.
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A proteina estrutural oleosina 1 mostrou-se mais abundante na cultivar
Vassourinha Paulista, sendo detectada no spot 64. Esta proteina é responsavel
pelo armazenamento de lipideos, sendo encontrada em partes da planta com
elevado teor de Oleo, servindo de protecdo para a dessecacao extrema
(SANGER INSTITUTE, 2103; THE ARABIDOPSIS INFORMATION RESOURCE,
2013). Desta forma, talvez, esta variedade de mandioca, que é autdctone, seja
mais bem adaptada a seca.

Em relacdo as proteinas de defesa, a proteina de resisténcia a doencas
contendo o dominio NB-ARC, detectada no spot 72, parece estar relacionada a
resposta de defesa e a morte celular programada (THE ARABIDOPSIS
INFORMATION RESOURCE, 2013) e foi encontrada em maior quantidade na
cultivar IAC 90, que é resistente a bacteriose e medianamente resistente ao
superalongamento, doenca causada pelo fungo Sphaceloma manihoticola. A
presenca desta proteina pode ndo ser o Unico fator de resisténcia a estas
doencas citadas, porém, pode ajudar a explicar em parte esta caracteristica da
IAC 90.

Observou-se, portanto, que algumas proteinas de interesse refletiram as
caracteristicas fenotipicas das variedades em estudo, como caracteristicas
agrondmicas, fisico-quimicas e nutricionais, salientando diferencas importantes
entre as variedades de mesa e industria, conforme o esperado. Em relacdo as
proteinas que nado foram comentadas, sera possivel discutir seus papéis nas
caracteristicas fenotipicas das variedades estudadas a medida que novas
informacgdes sobre a funcéo destas forem surgindo.

4.5 Métodos estatisticos multivariados

4.5.1 Analise de Componentes Principais (ACP)

Como mencionado anteriormente (ltem 3.2.12), a Andlise de
Componentes Principais (ACP) referente aos 146 spots com significativa variagao

de abundancia entre as seis variedades de mandioca estudadas (Vassourinha
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Paulista, Cigana Preta, IAC 12, IAC 576-70, IAC 90 e IAC 06-01) foi realizada
com o auxilio dos programas Delta 2D, SAS e XLSTAT. Para isto, foram
utilizados os valores das intensidades referentes as quadruplicatas (Dados néo
mostrados) e também os valores das intensidades médias dos 146 spots (Tabela
6 — ANEXO B). A ACP relacionada as replicatas foi realizada utilizando-se os trés
programas citados, sendo que os trés gréaficos gerados foram idénticos quanto as
posicfes (coordenadas) das variedades. Ja as explicacdes da variabilidade entre
as seis amostras pela primeira e segunda componentes (CP1 e CP2,
respectivamente), foram visualizadas apenas pelo SAS e XLSTAT, sendo
exatamente as mesmas em ambos, respectivamente, 17,11% e 23,09%. Juntas,
estas duas componentes explicaram 40,20% da variabilidade. Desta maneira,
para a apresentacdo dos resultados referentes a ACP relacionada as replicatas,
foi selecionado o grafico do XLSTAT (Figura 36), devido a melhor qualidade
gréfica. Observa-se na Figura 36, que 0s quatro pontos referentes as quatro
replicatas de géis de cada uma das seis variedades de mandioca encontraram-se
bastante proximos no gréafico (cada quadruplicata foi circulada), ndo havendo
pontos discrepantes. Esse resultado confirma que as replicatas sao bastante
similares, mostrando, portanto, que a reprodutibilidade do experimento foi
adequada.

A ACP realizada com os valores das intensidades médias dos 146 spots
de interesse gerada com os programas SAS e XLSTAT resultou idéntica quanto
as posicoes (coordenadas) das variedades e spots nos graficos, e em relacdo a
porcentagem da explicacdo da variabilidade entre as amostras pela primeira e
segunda componentes. Também nesse caso, para a apresentacdo dos
resultados referentes a ACP relacionada as médias das intensidades, selecionou-
se o gréafico do programa XLSTAT (Figura 37). Na Figura 37 é apresentado o
ACP BIPLOT, ou seja, as coordenadas referentes as amostras e spots em um
mesmo grafico. Observa-se que foram explicadas pela primeira e segunda
componentes, respectivamente, 22,99% e 31,55% da variabilidade entre as seis
amostras. Unidas, estas duas componentes explicaram 54,54% da variabilidade.

Pela analise da Figura 37, percebeu-se que a primeira componente
separou as amostras IAC 06-01 e IAC 576-70 de todas as outras, sendo estas
duas as unicas exclusivamente de mesa dentre as seis. De fato a variedade I1AC

06-01 foi desenvolvida a partir do cruzamento da propria IAC 576-70, que sofreu
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melhoramento genético, com outra cultivar de mesa, a SRT 1221 ou Vassourinha
Amarela, que é uma variedade autéctone (SIQUEIRA et al.,, 2011; SILVEIRA,
2012), havendo, portanto, semelhancas entre as duas variedades de mesa em

guestéo.

VARIEDADES (CP1 e CP2: 40,20%)
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Figura 36 — Analise de Componentes Principais (ACP) realizada com o programa XLSTAT-MX
relativa aos valores das intensidades dos 146 spots de proteinas com significativa variagdo de
abundéncia entre as seis variedades de mandioca estudadas (Vassourinha Paulista, Cigana
Preta, IAC 12, IAC 576-70, IAC 90 e IAC 06-01). CP1 e CP2 séo, respectivamente, a primeira e
segunda componentes principais, sendo as porcentagens entre parénteses as explicacfes da
variabilidade entre as seis amostras dadas por estas componentes. As quatro replicatas de géis
analiticos de cada amostra estdo representadas por pontos coloridos, circundados por linhas de
mesma cor.

Para se observar a correlacéo entre spots e variedades, deve-se imaginar
vetores ligando cada spot a origem do grafico (onde os zeros se cruzam). Quanto
menor o angulo, ou mais proximos 0s vetores relacionados aos spots estiverem
em relacdo as amostras, maior correlagdo havera entre estes dois. Desta
maneira, 0s spots localizados no quadrante inferior esquerdo estdo mais bem
correlacionados com as variedades IAC 06-01 e IAC 576-70, principalmente
agueles que se encontram bem préximos aos pontos referentes as amostras.

Ainda em relacdo a Figura 37, a IAC 06-01 situou-se um pouco distante

das outras amostras dos quadrantes inferiores, indicando que apesar de ter sido
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Figura 37 — Analise de Componentes Principais BIPLOT realizada com o programa XLSTAT-MX referente aos valores das intensidades médias dos 146
spots de proteinas com significativa variagdo de abundancia entre as seis variedades de mandioca estudadas (Vassourinha Paulista, Cigana Preta, IAC
12, IAC 576-70, IAC 90 e IAC 06-01). CP1 e CP2 sao, respectivamente, a primeira e segunda componentes principais, sendo as porcentagens entre
parénteses as explicacdes da variabilidade entre as seis amostras dadas por estas componentes. As seis amostras estdo representadas por pontos
grandes coloridos, enquanto que 0s spots estdo representados por pontos pretos, sendo que seus respectivos nimeros estdo em vermelho.
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discriminada pela primeira componente, a qual explicou 31,55% da variabilidade
entre as amostras, apresenta caracteristicas que a diferencia das outras
amostras localizadas nestes quadrantes (IAC 576-70, IAC 12, Vassourinha
Paulista e Cigana Preta). Os spots de proteinas mais proximos desta amostra,
considerando-se a formacao de vetores explicada acima, sdo os de nimeros 14,
144, 153 e 250, sendo que estes devem ser responsaveis pelas maiores
diferencas dessa amostra em relacdo as demais. A proteina detectada no spot 14
foi a profilina 3, cuja funcdo é a organizacdo do citoesqueleto de actina
(PHYTOZOME, 2013). A proteina encontrada no spot 144 foi a
transducina/WD40 repeat-like, envolvida na replicagdo de DNA (THE
ARABIDOPSIS INFORMATION RESOURCE, 2013). No spot 153 foi encontrada
a proteina O-acetilserina (tiol) liase isoforma Al, a qual parece estar envolvida na
sintese do aminoacido cisteina (THE ARABIDOPSIS INFORMATION
RESOURCE, 2013). Ja no spot 250, nédo foi detectada proteina.

A segunda componente, responsavel pela explicacdo de 22,99% da
variabilidade entre as amostras, separou a IAC 90, cultivar destinada a indastria
para a fabricacdo de farinha e fécula, de todas as outras variedades. Neste
contexto, esta é uma das variedades de maior discriminacdo, estando
diferenciada nos quadrantes superiores. Assim, a maioria dos spots localizados
nos quadrantes superiores estdo mais bem correlacionados com a IAC 90, sendo
gue os spots mais proximos a esta (Spots 72, 152, 180, 188, 212, 214 e 222),
devem ser os maiores responsaveis pela diferenca desta variedade em relacdo a
todas as outras. Foi encontrada no spot 72, a proteina de resisténcia a doencas
contendo o dominio NB-ARC, envolvida na resposta de defesa a doencas, a qual
ja foi comentada anteriormente (THE ARABIDOPSIS INFORMATION
RESOURCE, 2013). A repeticdo de anquirina foi detectada no spot 152, e parece
ser responsavel pela sinalizacdo de proteinas (SANGER INSTITUTE, 2103). Nao
foram detectadas as proteinas dos spots 180, 212, 214 e 222, provavelmente em
razao das pequenas quantidades presentes, enquanto a proteina do spot 188
nao foi identificada.

Notou-se ainda na Figura 37 que com relacdo a combinacéo da primeira

e segunda componentes, que somam quase 55% da variabilidade total entre as
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amostras, as cultivares IAC 576-70 e IAC 12 apresentaram muita similaridade
(poucas diferencas) em relacdo ao perfil proteico, j& que se encontraram bastante
préximas no grafico, apesar da primeira ser de mesa e a segunda de industria
(producédo de fécula) (Tabela 1). Os spots 10, 58, 112 e 162, que sao aqueles
que realmente as caracterizam, estdo localizados no centro do gréfico, nos
guadrantes inferiores. A proteina gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase C2 (spot
10) (mais préximo da cultivar IAC 12), esta envolvida na resposta ao estresse
oxidativo, resposta ao ion cadmio, resposta de defesa a bactéria, gliconeogénese
e glicdlise (THE ARABIDOPSIS INFORMATION RESOURCE, 2013), sendo
ambas as cultivares em questéo resistentes a bacteriose. A proteina oxigenase
dependente de 2-oxoglutarato (20G) e de Fe Il foi encontrada no spot 58 (mais
préximo da IAC 576-70), e, como dito anteriormente, parece estar relacionada ao
processo de deterioracdo poés-colheita da mandioca (THE ARABIDOPSIS
INFORMATION RESOURCE, 2013). No spot 162 foi identificado o Fator 2 de
regulacéo geral, que parece estar envolvido na via de sinalizacdo mediada por
brassinoesteroides, fitormdnios que regulam o crescimento do vegetal, incluindo
a estimulagdo do crescimento longitudinal, do alongamento e da divisdo de
células jovens, além disso, estimulam a diferenciagdo vascular (BAJGUZ;
TRETYN, 2003; CLOUSE, 2002; HU; BAO; LI, 2000; THE ARABIDOPSIS
INFORMATION RESOURCE, 2013). Por outro lado, nenhuma proteina foi
identificada no spot 112.

As cultivares Vassourinha e Cigana, com relacdo a combinacdo da
primeira e segunda componentes, também se apresentaram muito proximas no
grafico (alta correlacdo positiva), mostrando que possuem muitas semelhancas
em relacdo ao perfil proteico. E importante salientar que na Figura 36 estas
amostras apareceram sobrepostas, indicando a grande proximidade existente
entre elas, sendo, portanto, as variedades mais semelhantes no estudo. Estas
cultivares sdo as mais antigas dentre as seis, ndo possuem datas conhecidas de
surgimento, ambas séo suscetiveis a bacteriose (todas as outras variedades em
estudo sao resistentes a esta doenca) e destinadas a industria para a fabricacéao
de farinha (sendo que a Vassourinha também é utilizada como mandioca de

mesa) (Tabela 1). Ambas sdo autoctones e nédo resultantes de melhoramento
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genético (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA, 2003;
informacao pessoal de VALLE?®).

Muitos spots do quadrante inferior direito estdo mais bem correlacionados
com as amostras Vassourinha e Cigana, sendo 0s mais proOximos a estas 0s que
realmente as caracterizam: spots 43, 50, 73, 74, 84, 113, 126, 174, 236, 237 e
238. A proteina lactato/malato desidrogenase (spot 43), esta envolvida no
metabolismo energético (THE ARABIDOPSIS INFORMATION RESOURCE,
2013), enquanto a proteina 5\'-3\' exonuclease esta envolvida no reparo de DNA,
e foi identificada no spot 74 (THE ARABIDOPSIS INFORMATION RESOURCE,
2013). No spot 84, foi encontrada a proteina adenina fosforribosil transferase,
envolvida no metabolismo de nucleotideos (PHYTOZOME, 2013). A proteina
ascorbato peroxidase 2 (spot 113) esta envolvida nos processos de oxirreducéo,
enovelamento de proteina e respostas ao calor, a alta intensidade de luz, ao
peréxido de hidrogénio e ao estresse oxidativo (THE ARABIDOPSIS
INFORMATION RESOURCE, 2013). A proteina O-fucosiltransferase (spot 174),
parece participar da biossintese de glicanos (THE ARABIDOPSIS
INFORMATION RESOURCE, 2013). No spot 236, encontrou-se a proteina
HSP20-like chaperonas, que estd envolvida nas respostas ao calor, a alta
intensidade de luz e ao peréxido de hidrogénio (THE ARABIDOPSIS
INFORMATION RESOURCE, 2013). A proteina ROTUNDIFOLIA like 16 (spot
237) parece participar do desenvolvimento do broto da mandioca (THE
ARABIDOPSIS INFORMATION RESOURCE, 2013). Por outro lado, as proteinas
dos spots 73 e 126 nao foram identificadas e ndo foram detectadas aquelas dos
spots 50 e 238.

Desta forma, em relacdo as diferencas existentes referentes ao perfil
proteico, as amostras IAC 06-01 e IAC 90 merecem atencdo especial, j& que por
estarem mais distantes das outras amostras no grafico (Figura 37), sdo as mais
distintas. Como a IAC 06-01 foi discriminada das outras pela primeira
componente, que explicou 31,55% da variabilidade entre as amostras e a IAC 90

foi separada das demais pela segunda componente, que explicou 22,29% entre

*VALLE T. L. Projeto mandioca. Mensagem recebida por teresalv@iac.sp.gov.br em 18 ago. 2013.
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as variedades, concluiu-se que a IAC 06-01 é a variedade mais diferente de
todas em relagdo ao perfil proteico, j& que foi discriminada pela componente que
explicou maior variabilidade. Assim, os spots de proteinas mais proximos destas
amostras se tornam 0s mais importantes, explicando grande parte das diferencas
entre as seis variedades. Ja que grande parte dos spots mostrados pela ACP e
destacados acima néo tiveram sua proteinas detectadas ou identificadas, torna-
se importante a realizacdo de novas analises para a descoberta de suas
identidades, ajudando a explicar melhor as diferencas e semelhancas entre as

variedades em estudo.

4.5.2 Anélise de Agrupamentos

Para a Analise Multivariada por meio do método Andlise de
Agrupamentos, realizado com o auxilio do programa SAS, foram utilizados os
valores das intensidades referentes as quadruplicatas dos 146 spots (Dados nédo
mostrados) e o método de Ward (Minima Variancia), que é baseado na
variabilidade entre as amostras. O dendrograma (Figura 38) mostra a formacao
de quatro grupos gerados a partir das quatro replicatas referentes a cada uma
das seis variedades. Os resultados obtidos corroboram as informacdes
resultantes da ACP (Figuras 36 e 37). Na Figura 38, observa-se que as
cultivares Vassourinha Paulista e Cigana Preta ficaram proximas, gerando um
tnico grupo formado pela maioria das replicatas de cada uma das amostras
(Cluster 1). Uma unica replicata referente a amostra Cigana Preta apareceu
ligada ao grupo da IAC 576-70, sendo considerada discrepante. Um segundo
grupo formado uniu as amostras IAC 576-70 e IAC 12 (Cluster 2). As replicatas
relacionadas a cultivar IAC 90, formaram um anico grupo (Cluster 3), ligando-se
ao grupo formado pelos Clusters 1 e 2. Assim, um ultimo grupo foi formado pela
guadruplicata referente a variedade IAC 06-01 (Cluster 4), o qual se uniu aos
outros trés clusters. Desta forma, pode-se inferir que o Cluster 1, formado pelas
cultivares Vassourinha e Cigana, contém as variedades mais semelhantes, ja que

elas se unem em um nivel de menor variabilidade. Pode-se dizer também que as
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cultivares IAC 12 e IAC 576-70 possuem poucas diferencas, apresentando
variabilidade também pequena. J& os grupos formados pelas replicatas
referentes a IAC 06-01 e IAC 90 sdo os mais diferentes, apresentando maior
variabilidade em relagdo ao Cluster 1, sendo a IAC 06-01 a variedade menos
semelhante dentre as seis estudadas, unindo-se aos outros grupos em um maior
nivel de variabilidade, concordando com os dados da ACP.

Siqueira (2008) avaliou a similaridade genética de vinte gendtipos de
mandioca, dentre eles: IAC 12, IAC 576-70, IAC 90 e IAC 06-01. Através de um
dendrograma foi mostrada a similaridade de Jaccard incluindo estas quatro
variedades. O resultado evidenciou que as similaridades em ordem decrescente
entre estas variedades foram: IAC 12, IAC 576-70, IAC 90 e IAC 06-01, sendo
gue dentre os vinte gendtipos mostrados, as amostras IAC 90 e IAC 06-01 foram

as mais diferentes, concordando com os resultados da Figura 38.

4.5.3 Heat Map com Hierarchical Clustering

Para a confeccéo do Heat Map com Hierarchical Clustering, realizado com
o auxilio do programa Delta2D, foram utilizados os valores das intensidades
referentes as quadruplicatas dos 146 spots (Dados ndo mostrados). Observa-se
na Figura 39, que foram encontrados sete principais grupos referentes as
intensidades dos spots, identificados com nameros romanos (I a VIl), sendo as
cores verde e vermelho, menor e maior intensidades, respectivamente. Na
Tabela 8, observam-se as variedades onde 0s spots de cada um dos sete grupos
encontraram-se com maior intensidade, através da observacdo geral da Figura
39.
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Figura 38 — Dendrograma gerado pelo método de Ward com o auxilio do programa SAS 9.3,
referente as intensidades (quadruplicatas) dos 146 spots de proteinas com significativa variagdo
de abundancia entre as seis variedades de mandioca estudadas (Vassourinha Paulista, Cigana
Preta, IAC 12, IAC 576-70, IAC 90 e IAC 06-01). O eixo y indica a variabilidade entre os grupos,
ja o eixo x mostra as replicatas de géis de cada uma das seis amostras.

Tabela 8 — Variedades onde os spots de cada um dos sete grupos encontraram-se com maior
intensidade.

Variedade (s) onde os spots de
Grupo cada grupo encontraram-se
com maior intensidade

I IAC 06-01

Il Cigana Preta

1l IAC 576-70

\Y Cigana Preta

Vv IAC 90

\ Vassourinha Paulista

Vi IAC 12
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Figura 39 — Heat Map com Hierarchical Clustering obtido utilizando-se a distancia euclidiana e
gerado pelo programa Delta2D, referente as intensidades (quadruplicatas) dos 146 spots de
proteinas com significativa variacdo de abundancia entre as seis variedades de mandioca
estudadas. Acima da figura, encontram-se cada uma das seis amostras, sendo Cig, Cigana Preta e
Vass, Vassourinha Paulista. A direita, encontram-se os nuimeros referentes aos 146 spots, e a
esquerda, o Hierarchical Clustering. Os principais grupos estdo numerados de | a VII, sendo o Ultimo
referente a dois clusters (indicados pelas setas em vermelho).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho mostrou novas informacdes referentes as proteinas da
mandioca, sendo que algumas proteinas identificadas refletiram as
caracteristicas fenotipicas das variedades em estudo (Vassourinha Paulista,
Cigana Preta, IAC 12, IAC 576-70, IAC 90 e IAC 06-01), sejam agronémicas,
fisico-quimicas ou nutricionais, destacando diferencas importantes entre as
variedades de mesa e industria, conforme o esperado.

A Analise de Agrupamentos corroborou as informacbes da ACP,
revelando que o proteoma das raizes tuberosas refletiu algumas diferencas e
semelhancas fenotipicas entre as variedades. Apesar disso, através do
sequenciamento dos peptideos contidos nos 146 spots com diferenca
significativa de abundancia entre as seis variedades de mandioca, observou-se
gue algumas proteinas ndo foram identificadas ou n&o foram detectados
peptideos em alguns spots, dificultando a discusséo referente a ACP. Além disso,
90 proteinas apresentaram score abaixo de 59, conferindo menor seguranca
guanto a sua provavel identidade. Em uma segunda etapa do trabalho, pretende-
se realizar a PCR quantitativa em tempo real (RT- PCR), para que as diferencas
observadas entre as seis variedades através dos ensaios de eletroforese
bidimensional sejam validadas. Desta maneira, para que os resultados deste
trabalho possam ser mais bem explorados, novas analises deverdo ser feitas,
investigando-se mais profundamente as proteinas identificadas e validando os
resultados, de modo a identificar suas funcdes e as vias metabdlicas de que

fazem parte.
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ANEXO A - Imagens de géis 2-D referentes a técnica 2-D DIGE
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Figura 17 - Imagens representativas de 2-D DIGE referentes as aplicacdes de 50 ug de proteinas extraidas da raiz tuberosa da mandioca Cigana Preta
(amostra), juntamente a 50 pg do pool. Foram utilizadas tiras de pH 3-10, 7 cm. A esquerda das imagens, encontram-se os padrées de massa molecular
LMW calibration kit for SDS electrophoresis (MM), sendo que seus marcadores estdo expressos em kDa. (A-C) Amostra marcada com Cy3 (triplicata).
(D) Pool marcado com Cy5, relativo ao gel da imagem (A). (E) Pool marcado com Cy5, relativo ao gel da imagem (B). (F) Pool marcado com Cy5,
relativo ao gel da imagem (C). Todos os géis foram submetidos a 30 s de exposi¢cdo em VersaDoc MP 4000.
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Figura 18 - Imagens representativas de 2-D DIGE referentes as aplicacdes de 50 pg de proteinas extraidas da raiz tuberosa da mandioca IAC 12
(amostra), juntamente a 50 pg do pool. Foram utilizadas tiras de pH 3-10, 7 cm. A esquerda das imagens, encontram-se os padrées de massa molecular
LMW calibration kit for SDS electrophoresis (MM), sendo que seus marcadores estdo expressos em kDa. (A-C) Amostra marcada com Cy3 (triplicata).
(D) Pool marcado com Cy5, relativo ao gel da imagem (A). (E) Pool marcado com Cy5, relativo ao gel da imagem (B). (F) Pool marcado com Cy5, relativo
ao gel da imagem (C). Todos os géis foram submetidos a 30 s de exposi¢do em VersaDoc MP 4000.
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Figura 19 - Imagens representativas de 2-D DIGE referentes as aplicagcdes de 50 ug de proteinas extraidas da raiz tuberosa da mandioca IAC 576-70
(amostra), juntamente a 50 pg do pool. Foram utilizadas tiras de pH 3-10, 7 cm. A esquerda das imagens, encontram-se os padrdes de massa molecular
LMW calibration kit for SDS electrophoresis (MM), sendo que seus marcadores estdo expressos em kDa. (A-C) Amostra marcada com Cy3 (triplicata).
(D) Pool marcado com Cy5, relativo ao gel da imagem (A). (E) Pool marcado com Cy5, relativo ao gel da imagem (B). (F) Pool marcado com Cy5, relativo
ao gel da imagem (C). Todos os géis foram submetidos a 30 s de exposicdo em VersaDoc MP 4000.

128



PH 3 > 0 PH 3 > 10 FH 3 > 10

MM —— s MM eyt Mn S ——XBE
aomi A iy B ki C
- & -
§7.0 . §7.0 9.0 B
Py - - a -
- - - -
- . L
» ’ ’
, LB " 194
L .
A 4 \ 4 Y
14.4 14.4 144
-
PH 3 > 10 PH 3 e L PH 3 > |0
e - = < —_— b
nn M A17]
W Ca D kCa i E ikCa
- o -
7.0 pu a0 R av.a -
- e~ ‘ -
- - -
- o a . .
. - -
.
) p ) .
s 1 B 1
L . .
 Z \ 4 \ 2
14.4 144 144
’ v v

Figura 20 - Imagens representativas de 2-D DIGE referentes as aplicacdes de 50 pg de proteinas extraidas da raiz tuberosa da mandioca IAC 90
(amostra), juntamente a 50 pg do pool. Foram utilizadas tiras de pH 3-10, 7 cm. A esquerda das imagens, encontram-se os padrées de massa molecular
LMW calibration kit for SDS electrophoresis (MM), sendo que seus marcadores estdo expressos em kDa. (A-C) Amostra marcada com Cy3 (triplicata).
(D) Pool marcado com Cy5, relativo ao gel da imagem (A). (E) Pool marcado com Cyb5, relativo ao gel da imagem (B). (F) Pool marcado com Cy5, relativo

ao gel da imagem (C). Todos os géis foram submetidos a 30 s de exposi¢do em VersaDoc MP 4000.
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Figura 21 - Imagens representativas de 2-D DIGE referentes as aplicacfes de 50 pg de proteinas extraidas da raiz tuberosa da mandioca IAC 06-01
(amostra), juntamente a 50 pg do pool. Foram utilizadas tiras de pH 3-10, 7 cm. A esquerda das imagens, encontram-se os padrdes de massa molecular
LMW calibration kit for SDS electrophoresis (MM), sendo que seus marcadores estdo expressos em kDa. (A-C) Amostra marcada com Cy3 (triplicata).
(D) Pool marcado com Cy5, relativo ao gel da imagem (A). (E) Pool marcado com Cyb5, relativo ao gel da imagem (B). (F) Pool marcado com Cy5, relativo
ao gel da imagem (C). Todos os géis foram submetidos a 30 s de exposi¢cdo em VersaDoc MP 4000.
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ANEXO B - Intensidade média dos 146 spots com significativa

variagcao de abundéancia
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Tabela 6 (Continua) - Intensidade média dos 146 spots com significativa variacdo de abundancia
entre as seis variedades estudadas (Vassourinha Paulista, Cigana Preta, IAC 12, IAC 576-70, IAC
90 e IAC 06-01).

Variedades
Spots  Vassourinha Cigana IAC 12 IAC 576-70 IAC 90 IAC 06-01
S3 0,01038 0,02526 0,02977 0,01365 0,05341 0,07444
S5 0,02708 0,04801 0,02382 0,09066 0,03327 0,03455
S9 0,06698 0,16193 0,08528 0,16553 0,11509 0,16309
S10 0,09965 0,28110 0,13895 0,14627 0,15461 0,18384
S14 0,34881 0,27417 0,47266 0,59927 0,41957 0,68131
S15 0,11847 0,10299 0,17228 0,23555 0,31296 0,26145
S16 0,10397 0,09340 0,16222 0,13072 0,24588 0,19241
S17 0,21116 0,16549 0,20956 0,26880 0,44940 0,29997
S18 0,06065 0,06562 0,11484 0,12511 0,12266 0,19475
S30 0,07118 0,09949 0,08253 0,25286 0,09900 0,13770
S31 0,16328 0,15148 0,14055 0,06690 0,09763 0,13237
S34 0,07606 0,14140 0,18607 0,10374 0,10439 0,19620
S35 0,62437 0,43988 0,44111 0,44392 0,51551 0,28261
S40 0,27113 0,35643 0,27199 0,38054 0,25826 0,30316
S42 0,29977 0,28504 0,23951 0,26624 0,23748 0,39875
S43 0,05409 0,11861 0,05931 0,05589 0,06099 0,05967
S44 0,02079 0,02931 0,03837 0,12417 0,00905 0,11458
S45 0,36467 0,32190 0,34566 0,25984 0,36242 0,11943
S47 0,00492 0,01132 0,01388 0,10311 0,00493 0,06273
S48 0,16098 0,11659 0,10766 0,08515 0,03598 0,12066
S49 0,03414 0,00330 0,00238 0,01178 0,00152 0,01484
S50 0,10035 0,04945 0,04707 0,08100 0,04821 0,03849
S51 0,06004 0,03663 0,02546 0,08564 0,03722 0,16743
S52 0,09475 0,13750 0,07277 0,08590 0,12282 0,05150
S53 0,45800 0,16657 0,14830 0,06513 0,27570 0,09712
S55 0,06807 0,13508 0,08314 0,13256 0,11146 0,04756
S57 0,26133 0,24695 0,18399 0,11719 0,33743 0,23120
S58 0,08102 0,19763 0,09048 0,09410 0,12946 0,18580
S59 0,06326 0,05759 0,03605 0,07994 0,03208 0,10877
S60 0,07248 0,07988 0,05049 0,10426 0,06862 0,12000
S61 0,05296 0,05928 0,03180 0,05561 0,11023 0,08144
S62 0,09005 0,10420 0,07112 0,06937 0,13124 0,08000
S63 0,13299 0,08196 0,14448 0,05366 0,18725 0,04256
S64 0,10971 0,09413 0,08592 0,05098 0,03399 0,08817
S65 0,03704 0,04322 0,01972 0,02539 0,02849 0,01189
S66 0,02220 0,04706 0,01311 0,01117 0,06369 0,00801
S67 0,08832 0,16047 0,07037 0,15426 0,09705 0,08361
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Tabela 6 (Continuacdo) — Intensidade média dos 146 spots com significativa variacdo de
abundancia entre as seis variedades estudadas (Vassourinha Paulista, Cigana Preta, IAC 12,
IAC 576-70, IAC 90 e IAC 06-01).

Variedades
Spots  Vassourinha Cigana IAC 12 IAC 576-70 IAC 90 IAC 06-01
S68 0,02627 0,04485 0,04238 0,01699 0,02924 0,04292
S69 0,07901 0,05319 0,07392 0,03865 0,01335 0,05166
S70 0,09630 0,04768 0,16467 0,14784 0,13003 0,23811
S72 0,40670 0,41107 0,31261 0,46201 0,52137 0,40673
S73 0,08530 0,04976 0,05375 0,01901 0,03900 0,03390
S74 0,24082 0,23760 0,22965 0,16280 0,16570 0,14682
S75 0,29512 0,27073 0,33711 0,25208 0,15207 0,24481
S76 0,04995 0,08094 0,05021 0,10333 0,05299 0,08238
S77 0,12231 0,14780 0,13132 0,19978 0,12285 0,10290
S79 0,05132 0,04840 0,01961 0,04829 0,03504 0,05248
S80 0,05694 0,10238 0,04383 0,10112 0,04351 0,05240
S81 0,06278 0,05579 0,01828 0,02015 0,02316 0,07101
S82 0,12711 0,13106 0,12069 0,10343 0,07053 0,08478
S84 0,11142 0,07285 0,08820 0,03643 0,03884 0,03278
S88 0,01512 0,09334 0,02235 0,02630 0,00427 0,01516
S89 0,01758 0,01255 0,01260 0,03880 0,02175 0,02145
S92 0,54009 0,34251 0,63763 0,47560 0,46657 0,33749
S95 0,18982 0,14975 0,13218 0,09009 0,23553 0,21116
S97 0,09011 0,10842 0,09759 0,03494 0,04070 0,04327
598 1,01377 1,90144 1,64455 2,24547 0,81283 1,08632
S99 0,50527 0,86737 0,57180 0,72962 0,27560 0,27044
S102 0,39225 0,57902 0,16427 0,22489 0,16638 0,19497
S103 0,05674 0,18160 0,06738 0,15275 0,05947 0,04015
S105 0,10329 0,25232 0,11692 0,13283 0,21059 0,09851
S106 0,32513 0,40786 0,25041 0,30940 0,22132 0,27694
S107 0,35804 0,39170 0,30203 0,36307 0,14322 0,15302
S112 0,06826 0,05489 0,06039 0,12111 0,05735 0,04695
S113 0,16100 0,23289 0,07051 0,12343 0,12966 0,10268
S114 0,11113 0,13160 0,06515 0,09143 0,11583 0,07468
S119 0,10346 0,07587 0,19728 0,15594 0,07811 0,51680
S126 0,29308 0,26844 0,29254 0,19555 0,19223 0,10866
S127 0,17622 0,22407 0,22844 0,18770 0,20173 0,07524
S132 0,08578 0,15842 0,04715 0,14853 0,22585 0,08335
S134 0,17189 0,20807 0,05812 0,22554 0,23991 0,05424
S140 0,54615 0,22715 0,30137 0,20249 0,21057 0,25438
S141 0,08739 0,03483 0,03142 0,09794 0,04946 0,14921
S142 0,21737 0,06146 0,10005 0,04040 0,03349 0,07834
S144 0,05262 0,07322 0,09531 0,05025 0,07328 0,29579
S149 0,00303 0,01465 0,00304 0,03346 0,00076 0,01729
S151 0,27906 0,50554 0,25043 0,10523 0,66501 0,16471
S152 0,03477 0,03882 0,03570 0,01375 0,09978 0,03817
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Tabela 6 (Continuacéo) — Intensidade média dos 146 spots com significativa variacéo de
abundancia entre as seis variedades estudadas (Vassourinha Paulista, Cigana Preta, IAC 12,
IAC 576-70, IAC 90 e IAC 06-01).

Variedades
Spots  Vassourinha Cigana IAC 12 IAC 576-70 IAC 90 IAC 06-01
S153 0,19944 0,13948 0,22328 0,16119 0,17483 0,30120
S156 0,14444 0,31687 0,16981 0,15847 0,14454 0,17797
S157 0,08376 0,28324 0,11849 0,12901 0,07169 0,14595
S158 0,12687 0,06294 0,12248 0,16260 0,13128 0,09843
S161 0,07220 0,04016 0,03502 0,03954 0,04092 0,01180
S162 0,29546 0,11538 0,29380 0,25058 0,20074 0,22767
S163 1,19521 0,98251 1,46766 1,15706 0,96256 1,05180
S165 0,26875 0,18762 0,34619 0,19194 0,16874 0,12831
S168 0,22972 0,12135 0,40546 0,25382 0,16992 0,34408
S169 0,18296 0,20196 0,28883 0,15459 0,23154 0,19502
S170 0,15394 0,22887 0,21093 0,19399 0,33961 0,17318
S171 0,18089 0,15512 0,13569 0,10508 0,12084 0,08399
S174 0,39690 0,61181 0,40617 0,15636 0,27813 0,20329
S175 0,15930 0,22867 0,13694 0,24259 0,16859 0,15726
S176 0,44559 0,30312 0,29806 0,31818 0,28624 0,17448
S177 0,59004 0,61672 0,45375 0,39071 0,43971 0,25353
S179 0,08726 0,07145 0,05797 0,02504 0,05757 0,03571
S180 0,10593 0,10865 0,08454 0,05404 0,20779 0,10048
S181 1,26296 1,54619 1,72017 1,54330 1,64191 0,81057
S182 0,42085 0,33300 0,30145 0,39884 0,48564 0,26027
S184 0,21323 0,20075 0,15490 0,08029 0,27061 0,12821
S185 0,11990 0,11715 0,11593 0,11709 0,22832 0,09991
S188 0,23397 0,26893 0,20374 0,32177 0,72972 0,27689
S189 0,09036 0,07365 0,06069 0,03405 0,12706 0,05591
S190 0,07274 0,12357 0,02778 0,02934 0,14039 0,13771
S191 0,05886 0,12506 0,02680 0,03977 0,00714 0,03894
S196 2,77861 3,71041 3,87508 4,25893 4,02385 4,78974
S198 2,51441 2,46805 2,26433 2,85296 3,03222 3,09064
S199 0,64862 0,69081 0,82040 1,21704 0,92532 0,76892
S200 0,05846 0,19925 0,00446 0,01485 0,02805 0,07876
S203 0,51613 0,44259 0,27419 0,36898 0,81338 0,67838
S205 0,25551 0,18250 0,20805 0,19922 0,15735 0,44417
S206 0,07151 0,05679 0,30250 0,10140 0,06729 0,31410
S207 0,56836 0,65711 0,76193 0,49296 0,36760 0,94366
S208 0,99499 1,17169 0,96572 1,04187 0,60699 2,13306
S209 0,01134 0,03187 0,30925 0,03727 0,00570 0,12812
S210 0,14131 0,15877 0,05145 0,14995 0,06215 0,26725
S211 0,22101 0,28656 0,33633 0,36373 0,34497 0,49539
S212 0,07577 0,05441 0,05819 0,07975 0,24394 0,05988
S214 0,07291 0,10441 0,05082 0,09683 0,16877 0,08144

S215 0,04193 0,01570 0,06367 0,06686 0,10230 0,12637




Tabela 6 (Concluséo) — Intensidade média dos 146 spots com significativa variacdo de
abundancia entre as seis variedades estudadas (Vassourinha Paulista, Cigana Preta, IAC 12,
IAC 576-70, IAC 90 e IAC 06-01).
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Variedades
Spots  Vassourinha Cigana IAC 12 IAC 576-70 IAC 90 IAC 06-01
S216 0,76812 0,82186 0,34041 0,65202 0,58279 1,39062
S217 0,17841 0,21820 0,14038 0,34214 0,20867 0,17525
S218 0,05056 0,03672 0,01328 0,01916 0,01192 0,08450
S219 0,03930 0,02360 0,09351 0,11945 0,04593 0,10840
S221 0,41677 0,38002 0,63221 0,67591 1,08011 0,77600
S222 0,12700 0,14209 0,15621 0,07426 0,38758 0,12181
S223 0,08374 0,16841 0,10424 0,24184 0,18884 0,34980
S224 1,26200 1,17235 1,24664 1,17788 1,28193 0,92240
S225 0,13794 0,09992 0,15356 0,18071 0,21330 0,12458
S226 0,04380 0,02442 0,04947 0,09070 0,04263 0,01123
S227 0,03973 0,09138 0,06071 0,06382 0,09831 0,20171
S229 0,09743 0,23663 0,11199 0,06042 0,04295 0,09625
S234 0,11384 0,05493 0,09758 0,08594 0,06055 0,12045
S235 0,04391 0,04875 0,02813 0,04949 0,04271 0,01308
S236 0,15624 0,25794 0,20896 0,14690 0,13885 0,06359
S237 0,28827 0,41443 0,16542 0,18040 0,17919 0,10341
S238 0,16437 0,18334 0,06468 0,06589 0,06655 0,02512
S239 0,04376 0,14449 0,04452 0,05400 0,04586 0,04842
S240 0,14055 0,12947 0,17244 0,14793 0,06509 0,05506
S242 0,28961 0,51713 0,23727 0,45713 0,38401 0,19940
S243 0,63443 0,85556 0,66517 0,82574 0,97753 0,64535
S244 0,09969 0,23787 0,03900 0,06819 0,04610 0,16979
S245 0,06121 0,09849 0,10491 0,06135 0,04588 0,04232
S246 0,09620 0,03207 0,02477 0,01161 0,08892 0,01115
S248 0,33544 0,61616 0,45465 0,54546 0,30480 0,27331
S249 1,88253 1,97428 1,30577 1,92693 1,24291 1,23236
S250 0,00690 0,00434 0,00443 0,05883 0,01607 0,12341
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ANEXO C - Imagens dos géis preparativos com 0s spots coletados

pH

97.0

(kDa)

Figura 30 — Gel 2-D corado com Azul de Coomassie coloidal, referente & aplicacdo de 750 ug de
proteinas da cultivar Vassourinha Paulista. Foi utilizada a tira de pH 3-11 NL, 24 cm (acima da
imagem). A esquerda, encontra-se o padrdo de massa molecular LMW calibration kit for SDS
electrophoresis (MM), sendo que seus marcadores estdo expressos em kDa. O gel encontra-se
com os respectivos spots (circulados em amarelo e numerados em branco) coletados.

pH
3 > 11

97.0

{kDa}

Figura 31 — Gel 2-D corado com Azul de Coomassie coloidal, referente a aplicagdo de 750 ug de
proteinas da cultivar Cigana Preta. Foi utilizada a tira de pH 3-11 NL, 24 cm (acima da imagem). A
esquerda, encontra-se o padrao de massa molecular LMW calibration kit for SDS electrophoresis
(MM), sendo que seus marcadores estdo expressos em kDa. O gel encontra-se com 0s respectivos
spots (circulados em amarelo e numerados em branco) coletados.
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97.0

{kDa)

Figura 32 — Gel 2-D corado com Azul de Coomassie coloidal, referente a aplicacdo de 750 ug de
proteinas da cultivar IAC 12. Foi utilizada a tira de pH 3-11 NL, 24 cm (acima da imagem). A
esquerda, encontra-se o padrao de massa molecular LMW calibration kit for SDS electrophoresis
(MM), sendo que seus marcadores estdo expressos em kDa. O gel encontra-se com 0s respectivos
spots (circulados em amarelo e numerados em branco) coletados.

pH

97.0

kDa)

Figura 33 — Gel 2-D corado com Azul de Coomassie coloidal, referente a aplicacdo de 750 ug de
proteinas da cultivar IAC 90. Foi utilizada a tira de pH 3-11 NL, 24 cm (acima da imagem). A
esquerda, encontra-se o padrao de massa molecular LMW calibration kit for SDS electrophoresis
(MM), sendo que seus marcadores estédo expressos em kDa. O gel encontra-se com 0s respectivos
spots (circulados em amarelo e numerados em branco) coletados.
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97.0

{kDa}

Figura 34 — Gel 2-D corado com Azul de Coomassie coloidal, referente a aplicacdo de 750 ug de
proteinas da variedade IAC 06-01. Foi utilizada a tira de pH 3-11 NL, 24 cm (acima da imagem). A
esquerda, encontra-se o padrao de massa molecular LMW calibration kit for SDS electrophoresis
(MM), sendo que seus marcadores estdo expressos em kDa. O gel encontra-se com 0s respectivos
spots (circulados em amarelo e numerados em branco) coletados.



