Avaliacao da Resposta
Fisiologica de Acessos de
Manihot esculenta (Crantz)
ao Estresse Hidrico e
Estabelecimento de Protocolo
para a Extracao de RNA Total
de Folhas e Raizes

Evaluation of the Physiological
Response of Manihot esculenta (Crantz)
Accessions to Water Stress and
Establishment of a Protocol for Total
RNA Extraction from Leaves and Roots

Resumo

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a resposta
fisiologica de dois acessos de Manihot esculenta submetidos ao estresse
hidrico, em plantas com 4 e 2 meses, e estabelecer um protocolo para a
extracao de RNA total de folhas e raizes. Foi realizado um experimento em

'Estudante de Ciencias Biologicas, Universidade de Pernambuco (UPE), bolsista IC Facepe,
Petrolina. PE.

2 Estudante de Ciencias Bioldgicas, UPE, bolsista Apoio Técnico Fapesb, Petrolina, PE.
SEstudante de Engenharia Agronomica, Universidade do Estado da Bahia (Uneb), bolsista IC
Fapesb, Juazeiro, BA.

‘Engenheiro-agronomo, D. Sc. em Fisiologia Vegetal, pesquisador da Embrapa Semiarido,
Petrolina, PE.

®Biologo, D. Sc. em Fisiologia Bioquimica de Plantas, pesquisador da Embrapa Semiarido,
Petrolina, PE.

5Biologa, D. Sc. em Genética e Melhoramento de Plantas, pesquisadora da Embrapa
Semiarido, Petrolina, PE, carolina.morgante@embrapa.br.



74 Avaliacao da Resposta Fisiologica de Acessos de Manihot esculenta ...

casa de vegetacao com 96 plantas dos acessos Cacau e 2020 do Banco
de Germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura, distribuidas em
trés blocos casualizados. Foram medidos parametros de crescimento
como expanséao foliar, diametro do caule, altura da planta e a massa
seca de folhas, caules, raizes e raizes comerciais. Foram também
realizadas medidas do teor e fluorescéncia da clorofila. Observou-se
que, no geral, o comportamento em resposta ao estresse hidrico é
semelhante entre os dois acessos analisados, nao havendo contrastes.
Plantas de 4 meses mostraram-se ligeiramente mais suscetiveis ao
estresse hidrico. Dentre os trés protocolos testados para a extragao de
RNA total de folhas e raizes, aquele descrito por Gambino et al. (2008),
com modificacoes, foi o que apresentou os melhores resultados.

Palavras-chave: mandioca, seca, acido nucleico.

Introducao

A mandioca (Manihot esculenta), nativa da América do Sul, é
amplamente cultivada em regides tropicais e subtropicais, sendo
importante fonte de carboidratos e calorias. No Brasil, terceiro maior
produtor mundial, as regides Norte e Nordeste detém os maiores valores
de producao, porém, com baixos valores de rendimento médio (IBGE,
2012).

Apesar de os trabalhos de pesquisa em melhoramento de mandioca

no Brasil terem iniciados na década de 1940, a tolerancia a estresses
abioticos, principalmente ao hidrico, ainda é pouco explorada,

mesmo sendo a mandioca amplamente cultivada em &reas com baixa
precipitacdo anual e deficit hidrico, uma das principais causas de baixa
produtividade (ALVES et al., 2007).

Dificuldades enfrentadas no melhoramento da cultura por métodos
tradicionais tornam promissoras a insercao de metodologias de selecao
assistida por marcadores e a engenharia genética em programas de
melhoramento de cultivares de mandioca. Estudos genédmicos com

M. esculenta foram impulsionados com o recente sequenciamento de
seu genoma, permitindo a predicéo da funcao de aproximadamente
30.000 genes codificadores de proteinas (PROCHNIK et al., 2012), a
identificacdo de marcadores moleculares e a construcdo de um mapa de
ligacao para a espécie (RABBI et al., 2012).
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Analises do transcritoma possibilitam o entendimento de mecanismos
moleculares que controlam processos relacionados a resposta a estresses
abidticos, sendo uma ferramenta para o descobrimento de genes. Lokko et
al. (2007) foram os pioneiros na analise do transcritoma de mandioca sob
desidratacao. Em estudo complementar, Utsumi et al. (2012), utilizando
microarranjos de oligonucleotideos, avaliaram a resposta de trés genotipos
quanto a tolerancia a desidratacao e concluiram que M. esculenta parece
apresentar mecanismos similares de resposta e tolerancia aos encontrados
em outras espécies vegetais.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta fisiologica de dois acessos
de M. esculenta submetidos ao estresse hidrico em casa de vegetacgao e
estabelecer um protocolo de extracdo de RNA total de folhas e raizes para
dar suporte a estudos de expressao génica em mandioca.

Material e Métodos

Manivas com aproximadamente 20 cm dos acessos 2020 e Cacau, do
Banco de Germoplasma de Mandioca da Embrapa Mandioca e Fruticultura,
foram enraizadas em vasos de 40 L contendo uma mistura de uma

parte de areia, duas de solo mineral e meia de esterco e mantidas em
casa de vegetacao, totalizando 96 vasos organizados em trés blocos
casualizados, divididos em dois grupos: (1) controle, irrigado diariamente;
(2) tratamento, com suspenséao da irrigagao.

Foi avaliada a resposta dos dois acessos para a tolerancia a seca, em

duas idades diferentes, 2 e 4 meses. A avaliacao fisiologica dos genotipos
foi realizada com base em medidas de crescimento, tais como expansao
foliar, diametro do caule, altura da planta e a massa seca de folhas,

caules, raizes e raizes comerciais. Foram também realizadas medidas

do teor e fluorescéncia da clorofila. As plantas foram coletadas em trés
pontos distintos, a depender de seu grau de hidratacao: (1) plantas em
estado moderado de desidratacao; (2) plantas em estado avancado de
desidratacao; (3) plantas reidratadas, ap¢s 48 horas. Em cada ponto, foram
coletadas folhas e raizes de trés plantas dos grupos tratamento e controle.

Para a extracdao de RNA total de folhas e raizes, foram testados os
seguintes métodos: (1) com reagente comercial para a extracdao de DNA,
RNA e proteinas, a base de fenol e isotiocianato de guanidina, seguindo
protocolo do fabricante; (2) com kit comercial baseado na ligagao do RNA
a particulas minerais carreadoras e filtragem por centrifugacao, seguindo
métodos do fabricante e; (3) com o protocolo descrito por Gambino et al.
(2008).
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Resultados e Discussio

Os dados de medida de crescimento demonstraram que os dois
acessos, Cacau e 2020, quando hidratados, apresentaram padroes

de expansao foliar semelhantes, independentemente da idade. Ja as
plantas submetidas ao estresse hidrico apresentaram taxa reduzida de
expanséao foliar, porém, foram capazes de retomar o crescimento apos
reidratacao (Figura 1). Em relagao as medidas de diametro do caule, nao
houve diferenca significativa entre as taxas de crescimento de plantas
do acesso Cacau estressadas e controle, nas duas idades avaliadas. As
plantas do acesso 2020 apresentaram reducao significativa da taxa de
crescimento caulinar, sendo mais proeminente naquelas com 4 meses de
idade.
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Figura 1. Variacao da taxa de expansao foliar nos acessos de Manihot esculenta Cacau e
2020 submetidos (est) ou nao (ctr) ao estresse hidrico, em plantas com 4 (Id1) e 2 meses
(Id 2).

Tanto as plantas do acesso Cacau como as do acesso 2020 com idade
de 4 meses tiveram o crescimento em altura afetado pela imposigao
do estresse. Entre as plantas com 2 meses de idade, apenas aquelas
do acesso 2020 apresentaram redugao do crescimento em altura

em decorréncia do estresse hidrico. Com relacdo a massa seca, as
plantas do acesso Cacau de 4 meses estressadas apresentaram
diminuicao significativa de 78% e 40% da massa de folhas e caules,
respectivamente, em relagcdo ao grupo controle.
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Plantas do mesmo acesso com 2 meses ndo apresentaram variagcoes
significativas entre os valores de massa de raiz, caule e folhas;

mas plantas estressadas do acesso 2020 com 4 meses de idade
apresentaram diminuicao significativa de 86%, 62% e 48% na massa
seca de folhas, raizes e caules, respectivamente, em relacado ao
grupo controle. Plantas estressadas do mesmo acesso com 2 meses
apresentaram reducao de 64% e 63% da massa de folhas e raizes,
respectivamente. Quanto as medidas de fluorescéncia da clorofila,
plantas dos acessos 2020 e Cacau apresentaram comportamento
semelhante de reducdo das medidas quando submetidas ao estresse
hidrico e foram capazes de atingir valores semelhantes aos de plantas
controle 48 horas apos reidratacao. Nao houve diferenca significativa
entre os valores de medida do conteudo de clorofila entre plantas
estressadas e controle, nas duas idades analisadas.

Dentre os protocolos de extracdo de RNA total testados, o de Gambino
et al. (2008), com modificagoes, foi o que apresentou os melhores
resultados. Na etapa de precipitacao do RNA com cloreto de litio, a
centrifugacao foi feita a 11.000 g, durante 40 minutos, o que permitiu
a execucgao do protocolo com uma microcentrifuga de bancada, sem a
necessidade de uma ultracentrifuga.

Conclusodes

O comportamento dos dois acessos analisados, Cacau e 2020, em
resposta ao estresse hidrico foi semelhante, ndo havendo contrastes.

O protocolo testado, com alteragao no tempo e velocidade de
centrifugacdo em relagao aquele publicado por Gambino et al. (2008),
foi efetivo para a extracao de RNA total de folhas e raizes de M.
esculentum, dispensando o uso de uma ultracentrifuga para o isolamento
do RNA total.
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