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INTRODUCAO

O Cara, planta do género Dioscorea, ¢ cultivado em éreas tropicais e subtropicais ao redor do mundo. Este
género, desde sua origem e domesticagdo na Asia, é conhecido como "inhame". No Brasil, nas regides Norte e
Nordeste, a planta ¢ chamada de "card", enquanto no Sul e Sudeste ¢ frequentemente referida como “inhame”
(Pedralli, 2002' e Mesquita, 2002)>. No Amazonas, o card ¢ muito apreciado na culinaria local e é facilmente
encontrado em feiras livres. Na regido de Caapiranga, onde esta a maior area plantada no Estado, ele é cultivado
principalmente por agricultores familiares (Castro et al., 2012)°. Além disso, o municipio de Caapiranga celebra a
“Festa do Car4”, destacando esta cultura como a principal cultivada na regido (Castro, 2011)*. A D. trifida foi
domesticada na América do Sul, mas ha poucas informagdes sobre seu processo de domesticagdo.

Existem mais de 600 espécies de card, sendo as mais importantes para a agricultura: D. alata L., D.
rotundata Poir., D. cayenensis Lam., D. trifida L. f., D.esculenta (Lour.) Burkill, D. bulbifera L., D. opposita
Thunb., D. pentaphylla L., D. transversal R. Br. € D. nummularia Lam. (Arnau et al., 2010)°.

Girma e colaboradores (2015)° destacam que a diferenciagdo entre espécies de inhame depende
exclusivamente de descritores morfologicos, que sdo suscetiveis a classificagdes ambiguas e incorretas.
Analisando 69 individuos de 21 espécies diferentes de Dioscorea, os autores descobriram que o uso das regides
rbcL + matK ¢ mais eficaz na separacao das espécies do que os espacadores trnH-psbA do genoma do cloroplasto
e as regides ITS nucleares. O gene rbcL € uma Ribulose-1, 5-Bisphosphate Carboxylase Large-subunit (Blaxter et
al., 2005)" e o matK é uma Megakaryocyte-Associated Tyrosine Kinase, também conhecido como gene da
Maturase K (Selvaraj et al., 2008%; Janzen et al., 2009)’. Castro e colaboradores (2012)’ identificaram, através de
caracteres morfologicos, o cara-roxo e o cara-branco cultivados em Caapiranga (AM) como Dioscorea trifida.
Existem duas ploidias conhecidas de D. trifida: as variedades cultivadas sdo autotetraploides (2n=4x=80)

(Bousalem et al. 2006)"°, enquanto uma D. trifida selvagem com genoma diploide (2n=2x=40) foi encontrada na
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Guiana Francesa (Bousalem et al. 2010)"". Ndo ha descrigdes na literatura sobre a identificacdo das variedades
amazoOnicas por caracteres moleculares, apenas por descritores morfologicos. Outros estudos apresentam
individuos de D. trifida utilizados para filogenia, provenientes de bancos de germoplasma. Este projeto visa
utilizar as sequéncias dos genes matK e rbcL, conforme sugerido por Girma e colaboradores (2015)°, para
diferenciar as espécies dos individuos coletados em Caapiranga (AM) e Manaus (AM). O sequenciamento desses
genes em individuos usados na produgdo de card nessas cidades do Amazonas representara um avango

significativo na cultura do cara na regido.

METODOLOGIA

O material vegetal (folhas) foi coletado em seis propriedades de Caapiranga e Manaus (Tabela 01) e
armazenado em biofreezer a -80°C. Foram selecionadas propriedades que plantam Cara e os comercializam in

natura ou processado em forma de farinha em feiras locais, sem identificagdo boténica ou molecular da espécie.

Tabela 01: Local das coletas e nlimero de individuos selecionados para sequenciamento dos genes matK e rbcL.

Propriedade Coordenadas Municipio Individuos Indlylduos
coletados selecionados
) 3°17'20.6"S .

Propriedade 01 61°12'42 3"W Caapiranga - AM 29 10

Propriedade 02 3°1723.0"S : _
61°12'47 2"W Caapiranga - AM 21 10

Propriedade 03 3°04'36.7"S Sao José Operario, 30 10
59°55'47.2"W Manaus - AM

Propriedade 04 3°04'50.8"S Armando Mendes, 30 10
59°56'02.7"W Manaus - AM

Propriedade 05 3°04'54.4"S Armando Mendes, 30 10
59°56'04.9"W Manaus - AM

Propriedade 06 3°04'54.4"S Armando Mendes, 30 10
59°56'04.5"W Manaus - AM

O DNA foi extraido das folhas coletadas, método que consiste na separagdo do DNA de outras moléculas,
como proteinas, lipidios e carboidratos, através de uma série de precipitagdes e centrifugagdes, resultando no
DNA precipitado. O protocolo final usado para as propriedades utiliza a lise mecéanica da célula com o auxilio de
duas beads metalicas, associado ao tampado de extragdo composto por CTAB e N-Lauroylsarcosine (detergente), e
diversos outros componentes. A maceracdo foi feita em TissueLyser (Qiagen), programada com um ciclo de 45
segundos a 30 Hz, com um curto intervalo a cada 15 segundos. O DNA foi analisado por meio da eletroforese em
gel de agarose 1% em tampao TAE 1X, e para a visualizacao foi utilizado brometo de etideo.

A quantificacdo do DNA foi realizada em Qubit™ ¢ as relagdes de qualidade 260/280 e 230/280 foram
realizadas em NanoDrop™ para avaliar o grau de pureza da extragdo. O DNA foi diluido a 2ng/ul e seguiu para a
amplificagdo dos genes rbcL e matK (Tabela 02), que ocorreu por meio da Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR). Diversas condigdes de amplificagdo foram testadas nos termocicladores para ambos os primers. Os
amplificados foram visualizados via eletroforese, utilizando gel de agarose 2% em tampao TBE 0,5X, com

visualizag¢do por meio de brometo de etideo.
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Tabela 02: Sequéncias de nucleotideos dos primers para os genes matK e rbcl.

Nome do primer Sequéncia de nucleotideos (5°- 3”)
RbcL 1 F ATGTCACCACAAACAGAAAC
RbcL 74R TCGCATGTACCTGCAGTAGC
Rbcl2 1 F ACTTATTATACTCCTGACTACGA

RbcL2 74R ACATTCATAAACGGCTCTGC
MatK F CCTATCCATCTGGAAATCTT
MatK R GTTCTAGCACAAGAAAGTCG
MatK2 F CCATCTGGAAATCCTGGTTCA

MatK2 R TGAGGATCCACTGTGATAATGAG

Os produtos da PCR foram purificados utilizando protocolo de polietilenoglicol, ¢ o pellet ressuspendido
em 10 pl de agua e visualizados em gel de agarose a 2% com tampdo TBE 0,5X. Para a reacdo de
sequenciamento, foram utilizados 3,0 pl para os individuos menos concentrados e¢ 1,5 ul para individuos mais
concentrados, de acordo com a banda visualizada no gel. Para o sequenciamento das amostras, duas reacdes de
sequenciamento foram feitas: uma utilizando o Primer Foward do gene e outra utilizando o Primer Reverse. As
reagoes de sequenciamento foram preparadas utilizando BigDye™ (v3.1) de acordo com o fabricante, seguido de
uma purificagdo com EDTA e ressuspendido em 10 ul de formamida Hi-Di™. As amostras foram sequenciadas
utilizando o Sequenciador Automatico ABI 3500 (Applied Biosystems).

Os resultados do sequenciamento foram analisados utilizando o software Chromas. Foram selecionados os
cromatogramas de qualidade satisfatoria, caracterizados pela presenca de picos de nucleotideos bem definidos e
pela auséncia de ruido excessivo.

As analises dos dados do sequenciamento serdo realizadas posteriormente em softwares especializados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente foram realizados testes de extragcdes de DNA com o protocolo descrito por Doyle & Doyle
(1990)" e nao foi possivel obter DNA de qualidade. Diferentes protocolos foram testados (Collins and Symons,
1992"; Schierenbeck, 1994'*; De la Cruz et al, 1995'°; Bandana and Ahuja, 1999'°; Mercado et al, 1999'"; Tel-Zur
et al, 1999'%), novamente sem sucesso. Dessa forma, apds os testes se estabeleceu um protocolo final, que foi
utilizado para extrair o DNA de todos os individuos.

Apos estabelecer um protocolo para a extragdo de DNA, obteve-se sucesso na extragdo dos individuos de
todas as propriedades, exceto da propriedade 3. Porém, ap6s diversos testes e modificagdes nos processos, foi
possivel obter bons resultados na extracdo do DNA desta propriedade.

Os resultados obtidos na amplificagdo do gene rbcL foram bons, ou seja, tiveram bandas claras e

especificas no gel de agarose e auséncia de bandas inespecificas (Figura 02, B), enquanto que para o gene matK
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foram insatisfatorios (com a presenga de bandas inespecificas ou smears no gel de agarose), com apenas 5

individuos tendo resultados apos testes com mais de 40 amostras (Figura 02, A).

FRERL LTI
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-

Figura 02: Em (A) amplificacdo do gene matK. Em (B) a amplificagdo do gene rbcL.

Foi sequenciado o material genético de 60 amostras, sendo 56 amostras para o gene rbcL e 4 amostras
para o gene matK. Foram obtidos bons dados de cromatograma para apenas 23 individuos (Tabela 03). Esse
resultado pode ter ocorrido devido a baixa qualidade e pureza do DNA extraido, amplificacdo inadequada dos

genes-alvo, e possiveis contamina¢des durante o processo de purificagao.

Tabela 03: Individuos sequenciados com sucesso para os genes matK e rbcl.

Genes Genes
Individuos Individuos
rbcL F | rbcL R rbcL F | tbcL R | matK F | matK R

1.12 v v 4.20 v

1.18 v 5.1 v v

1.19 v 5.12 v v

1.21 v v 5.15 v v

1.22 v v 5.16 v v

1.25 v v 5.17 v v

2.1 v v 6.2 v v

2.11 v 6.6 v
2.13 v 6.14 v

2.14 v 6.27 v

2.15 v 6.28 v v v
4.12 v v

Melhorias no protocolo da PCR sdo necessarias, como otimiza¢do das condigdes de amplificagido
(temperaturas de anelamento e extensao, concentracdo de MgCl2, e ciclos de amplifica¢do), além da melhoria na

pureza do DNA extraido para evitar inibigdes na reagéo.
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CONCLUSOES

A dificuldade na obtencdo de DNA de qualidade inicial das amostras da Propriedade 3 foi superada com
modificagdes no protocolo de extragdo, permitindo a obtencdo de DNA de boa qualidade apds ajustes,
demonstrando a necessidade de protocolos especificos para diferentes condigdes de amostras.

Estes resultados, embora limitados, representam um avango significativo no projeto, pois permitem a
identificacdo genética preliminar dos individuos de cara, a qual estd em andamento, essencial para o entendimento
da diversidade genética. A continuidade deste trabalho com ajustes nos protocolos de amplificagdo pode aumentar

a taxa de sucesso.
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