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Resumo

O Brasil € o maior produtor mundial de mamao (Carica
papaya), ocupando a terceira colocagdo no mercado
exportador mundial. A importéncia nutricional do maméao
esta associada a presenca de altos teores de vitaminas
A, além de também conter vitamina C, licopeno e fibras.
Devido a sua qualidade nutricional, existe grande
potencial para a utilizagdo do mamao como matéria-
prima em produtos industrializados. Diante disso, o uso
de técnicas moleculares para detecgao da presenca de
mamao, garantindo a qualidade e detectando possiveis
fraudes, torna-se extremamente necessaria. Diferente do
que ocorre com a folha, a extragdo do DNA da polpa deve
ser otimizada devido a presencga de interferentes tais
como proteinas e sais. O objetivo deste trabalho foi
verificar a aplicabilidade da técnica da reagédo em cadeia
da polimerase (PCR) para detectar presenga de mamao,
utilizando trés métodos de extragdo de DNA total da folha
e polpa. Os parametros avaliados foram: a quantidade e a
pureza do DNA extraido, e sua amplificabilidade. Os
métodos empregados foram baseados em CTAB
(CARDARELLI et al.,, 2005) (método 1), em CTAB
contendo pB-mercaptoetanol (BRASILEIRO; CARNEIRO,
1998) (método 2) e o Kit comercial DNeasy (método 3).
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Os resultados obtidos indicaram que os trés métodos
testados foram eficientes no isolamento de DNA total. O
DNA obtido foi quantificado por espectrofotometria de
ultravioleta a 260nm (ug/100mg) e a qualidade
espectrofotométrica foi determinada pela razéo entre as
absorbancias em 260nm e 280nm. Quanto a quantidade
de DNA extraido, os métodos (1) e (2) apresentaram uma
recuperagao de (7,3 2,3) ug/100 mg, enquanto o
método (3) (83,0 + 48,9) ng/100mg. Os primers para
actina e papaina foram utilizados para verificar a
amplificabilidade através da reacdo em cadeia da
polimerase, produzindo amplicons de 374 e 51 pb,
respectivamente. Os extratos obtidos das folhas e polpa
apresentaram amplificacdo para os dois alvos. Ja os
produtos processados s6 apresentaram amplificacédo
para a papaina, uma vez que o DNA desses produtos
encontra-se num nivel maior de degradacéo. Estes
resultados evidenciaram que a PCR pode ser utilizada
para a garantia da qualidade de alimentos processados
contendo polpa (produto natural) de maméao.

Introducao

O mamaéo (Carica papaya L), € uma fruta presente em
regides tropicais e subtropicais do mundo. Atualmente,
o0 Brasil € o maior produtor mundial de mamao,
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representando 30% do total produzido, e o terceiro
exportador mundial, depois do México e da Malasia.
Apesar da continua tendéncia de crescimento da
exportacdo, a fragilidade da fruta torna-se uma
dificuldade para a comercializag&o. Diversas medidas de
pos-colheita sdo utilizadas para a manutencédo da
qualidade do fruto, tanto pela reducdo da taxa
metabdlica como pela inibigdo do desenvolvimento de
patégenos (COSTA; BALBINO, 2002). Todavia, a cultura
do mamoeiro sofre diversos problemas fitossanitarios e
no Brasil, as viroses constituem o principal grupo de
patdogenos que causam doengas em mamao podendo
infectar até 100% da lavoura em poucos meses
(TAVARES et al., 2004). Uma alternativa para o controle
dessas viroses foram as modificacdes genéticas que
tornaram estes frutos mais resistentes, a exemplo do
que foi realizado pela Universidade de Cornel (EUA) em
colaborag&o com a Universidade do Havai, que produziu
0s primeiros mamoeiros transgénicos resistentes ao
virus da mancha anelar PRSV - Papaya ringspot virus
(GONSALVES, 1998; SOUZA JUNIOR, 1999).
Entretanto, o consumo de mamao geneticamente
modificado ndo é aceito em todos os paises, o que
reforca a necessidade de aumentar os esforgos para
garantir a produgdo e a qualidade de variedades
convencionais.

A importancia nutricional do mamao esta associada a
presenca de altos teores de vitaminas A, além de
também conter vitamina C, licopeno, ferro, calcio e
fibras que regularizam o trato digestivo. Estas
caracteristicas impulsionaram o mercado a investir
nos produtos processados, aumentando o valor

agregado desta commoditie, além de garantir o
acesso a fruta por consumidores de toda faixa etaria
através do consumo de bebidas lacteas, bebidas a
base de soja, preparados de vitamina (farinhas), barra
de cereais, alimentos infantis, iogurtes entre outros
(LOPEZ-MALO et al., 1994).

Diante deste cenario, este trabalho teve como objetivo
implementar e avaliar trés diferentes protocolos de
extracdo de DNA gendémico de produtos processados
a base de maméo e posterior deteccdo do gene
endégeno para o mamao (papaina), através da reagao
em cadeia da DNA polimerase (PCR), garantindo a
presenga de mamao.

Materiais e Métodos
Material

As amostras de folha e a polpa do mamao foram utilizadas
como controle positivo de extragao. Os produtos processados
analisados foram adquiridos no mercado local, sendo uma
unidade de papinha de frutas (alimento infantil) (A), bebida
lactea (B) e iogurte (C). A polpa foi previamente seca em estufa
por 24 horas a 400C.

As amostras de DNA foram obtidas empregando-se os
seguintes métodos: em CTAB (CARDARELLI et al.,
2005) (método 1), em CTAB contendo ?-mercaptoetanol
(BRASILEIRO; CARNEIRO, 1998; ROMANGO;
BRASILEIRO, 2007) (método 2) e o Kit comercial
DNeasy (método 3). A Tabela 1 apresenta a descricéo
dos protocolos.

Tabela 1. Descrigdo dos protocolos utilizados para extragdo de DNA gendmico.

Protocolo Tampéo de Condicéo Precipitacéo Purificagcdo | Solucéo Final
Extracéo Empregada

1 2%CTAB, 1,4M 75°C por 90 min 0,5% CTAB, Cloroférmio + 50 pl
NaCl (agitagéo a cada 0,04M NaCl + NaCl 1,2M + H20
20mM EDTA, 15min) Isopropanol Etanol 70%
100mM Tris-HCI
(pH 8)

2 2%CTAB, 1,4M 75°C por 60 min Isopropanol + Etanol 70% 50 ul
NaCl (agitagéo a cada KCOOH 3M TE
20mM EDTA, 15min)
100mM Tris-HCI
(pH 8), 0,2%

B -mercaptoetanol

3 Tampao 65°C por 180min Membrana em Membrana em 200 pl
AP1(detergente) silica gel + AP3 silica gel + AE
Proteinase K + Tampéao AW
Rnase
AP2
(precipitacao de
debris)

* Protocolo EMBRAPA modificado, onde a quantidade de amostra inicial passou de 3g para 100mg (Anexo1).
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Andlise por espectrofotometria de UV

A concentracdo dos extratos de DNA, de todas as
amostras obtidos pelos métodos (1), (2) e (3), foi
determinada por espectrofotometria de ultravioleta
(BIORAD), em comprimento de onda igual a 260 nm (A
(SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989).

260)

Eletroforese em gel de agarose

Para a verificacdo da presenca e integridade do DNA
isolado, foi realizada a eletroforese em gel de agarose.
Em microtubos foram adicionados 2,5 uL de azul de
bromofenol juntamente com 10uL de solugdo de DNA
gendmico. Em seguida as amostras foram aplicadas no
gel de agarose 1,5% e a eletroforese foi conduzida sob
150V e 150mA por 90 min. Apés a corrida, o gel foi
fotodocumentado utilizando o equipamento VILBERT
LOUMAT (Biosystems, Curitiba,PR).

Amplificabilidade do DNA isolado

As amostras de DNA foram utilizadas como template
para a PCR , que teve como primes os do gene
endbégeno do maméo (papaina) e do gene para actina
de produtos vegetais, cujos amplicons esperados sao
de 51pb e 374 pb, respectivamente. As condi¢cbes de
reacdo foram definidas pelo Kit PCR Mastermix
(Invitrogen), onde foram adicionados 45 uL do
Mastermix, 1 uL de cada primere 3 uL de DNA, com a
ciclagem: 95 C/7min, 95 C/1min, 65 C/1min, 72 C/
1min, 72 C/10min para a papaina com a temperatura
de anelamento de 52 C.

Resultados e Discussao

A determinagdo da concentracdo do DNA total por
espectrofotometria de UV s6 pbde ser concluida para
os extratos de polpa e da folha, apresentando uma
concentragao média para ambos de (7,3 2,3) ug/100
mg para os métodos (1) e (2), e de (83,0 + 48,9) ug/
100mg para o método (3). O alto erro verificado para
as leituras do espectrofotdbmetro pode estar
relacionado a falta de calibragédo deste equipamento
(BioRad). A quantidade de DNA obtido dos produtos
processados estava abaixo do limite de deteccao do
espectrofotdbmetro usado. Estes resultados mostram
a importancia da utilizacdo de amostras-controle no
desenvolvimento de metodologias, pois estes servem
como indicadores na tomada de decisdes.

Apesar da obtencdo de DNA total de todos os métodos
avaliados neste estudo, a visualizagao so6 foi possivel
apos a amplificagdo do gene para a actina (FIGURA 1).
Pode-se observar que, para os trés métodos usados, a
amplificagé@o ocorreu apenas para as amostras de DNA
isolados a partir de folha e polpa. A auséncia de
amplificagao da actina para os produtos industrializados

deve-se ao fato de estes apresentarem DNA degradado
pelo processamento utilizado, ndo sendo possivel a
sintese de um amplicon com 374 pb.

Para garantir a presenga do maméao em todas as amostras,
a PCR foi novamente conduzida utilizando como alvo a
papaina, cujo amplicon esperado é de 51pb. A Figura 2
revela que a amplificagdo da papaina ocorreu para todas as
amostras, inclusive nos produtos processados.
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=

Fig. 1. Amplificagdo do gene para actina usando como
template os extratos de DNA obtidos, a partir de polpa e folha,
usando os métodos 3 (linha 1 e 2), método 1(linha 7 e 8) e
meétodo 2 (linha 14 e 15). Padrao 25pb (linhas 6 e 13).
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Fig. 2. Amplificacdo do gene para papaina usando
como template os todos os extratos de DNA obtidos,
usando os métodos 1 (linhas 2 a 6), método 2 (linhas 7 a
11) e método 3 (linha 14 a 18). Padrdo 25pb (linhas 1 e
12). Branco (linha 13)

Concluséao

Verificou-se que a adaptagdo do método CTAB com j3-
mercaptoetanol foi muito bem sucedida, representando
um avango na aplicagao de técnicas moleculares para a
anadlise de produtos processados, os quais apresentam
baixos rendimentos em quantidade de DNA total
extraido. Adicionalmente, esta metodologia podera ser
estendida a deteccdo e quantificacdo de variedades
transgénicas, atendendo a legislagcéo de rotulagem dos
paises importadores e certificando a auséncia de
produtos geneticamente modificados que sejam alvos de
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barreiras técnicas. Além disso, com a utilizagcao desta
metodologia sera possivel calcular a percentagem de
polpa de maméao no produto industrializado, utilizando
como referéncia o gene da actina na quantificagdo
relativa através de PCR em tempo real.
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Anexo
Detalhamento do método 2 - CTAB com -mercaptoetanol.

Extracdo de DNA Genémico pelo Método CTAB
Modificado por Fernanda Nunes Peron

1. Em microtubo de 2 mL, pesar 100mg de polpa seca
em estufa a 40°C;
2. Adicionar 0,8 mL de tampao CTAB (2%CTAB, 1,4M
NaCl, 20mM EDTA, 100mM Tris-HCI (pH 8), 0,2% pB-
mercaptoetanol) pré-aquecido a 75°C;
3. Incubados nessa temperatura por 30 min, agitar a cada
10min em vortex;
4. Adicionar 1V de cloroférmio seguido de homogeneizagao
com o auxilio de um agitador, por 1 min;
5. Centrifugar por 10 min a 13.000 rpm;
6. Transferir a fase aquosa (fase superior) para um tubo novo;
7. Adicionar 1 volume de cloroféormio novamente;
8. Centrifugar por 10min a 13.000rpm;
9. Transferir a fase aquosa (superior) para um novo tubo;
10. Adicionar 0,6 volume de isopropanol gelado e misturar
suavemente por inversao do tubo, varias vezes;
11. Centrifugar a amostra por 20 minutos, a 13.000rpm e
descartar o sobrenadante;
12. Lavar o precipitado com aproximadamente 1 mL de
etanol 70%.
13. Centrifugar por 5min a 13.000rpm.
14. Secar o precipitado, deixando tubo invertido em
papel-toalha ou em camara de fluxo laminar;
15. Dissolver o precipitado em 50 yL de TE e incubar a
4°C, por meia hora ou mais.

Previsao de duracao: 3h
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