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RESUMO

GOMES, Inés Angélica Cordeiro, D.Sc.. Universidade Federal de Pelotas, novembro
de 2008. Expressdo de genes de enzimas envolvidas no adogamento de
tubérculos de batata. Professor Orientador: Dr. Marcos Antonio Bacarin.
Professores Co-Orientadores: Dr2. Eugenia Jacira Bolacel Braga e Dr. Cesar Valmor
Rombaldi.

O adogamento induzido pelo frio (CIS) pode ser elucidado em tubérculos de batata
armazenados sob baixas temperaturas, através de estudo de genes de enzimas que
atuam na rota metabdlica dos carboidratos. O objetivo deste trabalho foi testar cinco
métodos de isolamento de RNAs totais de tubérculos de batata visando extratos
para andlise de expressdo por RT-PCR, bem como, analisar a expressdo de genes
de enzimas-chave do metabolismo de carboidratos em dois gendtipos de batata,
armazenados sob refrigeragéo e sob temperatura ambiente. Desta forma, o primeiro
trabalho desenvolvido foi a comparacdo de cinco métodos de extragdo de RNAs
totais, trés baseados na precipitagcéo diferencial com o uso de LiCl; e dois no uso de
extratores comercialmente disponiveis TRIzol® (Invitrogen™) e Concert™ Plant
RNA (Invitrogen™). Foram utilizados dois clones de batata, C-1786-6-84 e C-1881-
16-97, em dois estados: liofilizado e in natura. A extracdo de RNA utilizando-se o
Concert™ Plant RNA apresentou melhor manutengédo da conservacdo das
moléculas de RNA e isolamento, apresentando raz@o espectral Azso/Azs0 dentro do
intervalo recomendado de 1,8 a 2,0 para amplificagbes por RT-PCR. Dentre os
clones utilizados, o material liofilizado apresentou maior quantidade de RNAs totais.
Os testes entre os métodos aplicados ndo mostram diferenca estatistica para o clone

in natura. No segundo trabalho, a expressédo génica diferencial de quatro genes
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envolvidos no adogamento induzido pelas baixas temperaturas foi analisada em dois
gendtipos de batata, cultivar BRS Pérola e clone C-1786-6-84. As andlises foram
realizadas imediatamente apds a colheita dos tubérculos e apds o armazenamento
por 60 dias a 4°C e a 20°C, tendo sido as amostras liofilizadas. Os perfis das
expressfes em mRNAs dos genes que codificam para SuSy, SPS, UDP-GIcPPase e
ADP-GIcPPase de batatas foram analisados através da técnica de RT-PCR. Na
cultivar BRS Pérola, a expressdo dos genes destas enzimas ocorreu
predominantemente, quando armazenados sob refrigeragcdo, a 4°C por 60 dias,
segundo os produtos de amplificagcdo. Entretanto, quando os tubérculos desta
cultivar foram armazenados a 20°C por 60 dias, apenas o gene da UDP-GIcPPase
foi expresso. J& no clone C-1786-6-84, a expressdo deste mesmo gene foi mais
intensa a 4°C quando comparado na cultivar BRS Pérola, indicando que a conversao

de amido & sacarose intensificou-se sob tal condigcdo de armazenamento.

Palavras-chave: Solanum tuberosum L., adogamento induzido pelo frio, metabolismo
de carboidratos
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ABSTRACT

GOMES, Inés Angélica Cordeiro D.Sc. Federal University of Pelotas, November,
2008. Gene expression of enzymes involved in potato tubers sweetening.

Adviser: Prof. Dr. Marcos Antonio Bacarin, Co-Adviser: Prof2. Dr2. Eugenia Jacira
Bolacel Braga and Prof. Dr. Cesar Valmor Rombaldi

The cold-induced sweetening (CIS) can be explained in stored potato tubers under
low temperatures, through study of enzyme genes that act in the metabolic route of
the carboidratos. Five methods were tested to isolate total RNAs of potato tubers
aiming to determine their effectiveness in RT-PCR analysis, as well as analyze the
gene expression of key enzymes from carbohydrates metabolism in two potato
genotypes under cold and ambient temperature. Thus, the first trial aimed to compare
the five total RNAs extraction methods, three based in differential precipitation using
LiCl, and the other two using commercial extractors TRIzol® (Invitrogen™) e
Concert™ Plant RNA (Invitrogen™).There were used two potato clones C-1786-6-84
e C-1881-16-97, in two ways: lyophilized and in natura. The RNA extraction with
Concert™ Plant RNA showed the best RNA conservation maintenance and isolation,
with spectral ratio Agso/Azs0 Within the recommended RT-PCR amplification range of
1,8 to 2,0. Considering the two potato clones, the lyophilized had the highest amount
of total RNAs. The methods using the in natura clones didn't showed statistical
differences. In the second trial the differencial genic expression of four genes
involved in cold-induced sweetening was analyzed in two potato genotypes, cv. BRS
Pérola and clone C-1786-6-84. The analysis were carried out soon after the tubers
harvesting, and after sixty days stored at 4°C and 20°C, with lyophilized samples.

The mRNA expression profiles that encode to SuSy, SPS, UDP-GIcPPase e ADP-
Vi



GIcPPase enzymes in potato were analyzed using RT-PCR technique. In the cultivar
BRS Pérola, the gene expression of this enzymes occurred mainly under cold
storage, at 4°C for a period of 60 days, according to the amplification products.
However, when stored under 20°C for 60 days, only the UDP gene didn't express.
The Clone C-1786-6-84 expressed the UDP gene when stored under 4°C, indicating

that the starch conversion to sucrose intensified in such conditions.

Key words: Solanum tuberosum L., cold-induced sweetening, carbohydrate
metabolism.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Azeonm OU Azgonm  Absorbancia a 260 ou 280 nm de comprimento de onda
ADP-GIcPPase Adenosina difosfato glicose pirofosforilase

Agua ultra pura  Agua destilada deionizada e estéril por filtragrem a 0,2 mm

BLAST Basic Local Alignment Search Tool
cDNA DNA complementar ao mRNA
CTAB Brometo de cetiltrimetilamoénio
DEPC Dietilpirocarbonato

DNA Acido desoxiribonucléico

dNTPs Desoxirribonucleotideos trifosfato
EDTA Acido etileno diamino tetracético

g Grama

kb Quilobase (mil pares de bases)
kDa Quilo Déltons

L Litro

M Molar

mg Miligrama (1073g)

mL Mililitro

mM Milimolar

MRNA RNA mensageiro

NCBI National Center for Biotechnology Information
ng Nanograma (10°°g)

nm NanOmetro



Oligo (dT) Oligo desoxitimidina trifosfato (oligonucleotideo poli-T)

pb Pares de bases

PCR Reacgdo em cadeia da polimerase

primer Oligonucleotideo iniciador

p/v Peso por volume

PVP Polivinilpirrolidona

g.s.p. Quantidade suficiente para

RNase Ribonuclease

RNA Acido ribonucléico

rpm Rotagbes por minuto

RT-PCR Sintese de cDNA por uma transcriptase reversa, seguida de PCR
SDS Dodecil sulfato de sodio

SPS Sacarose fosfato sintase

SuSy Sacarose sintase

Taq DNA polimerase da bactéria Thermus aquaticus
Tm Temperatura de anelamento

Tris Tris-hidroximetil-aminometano

U Unidades

UDP Uridinadifosfato

UDP-GIcPPase Uridina difosfato glicose pirofosforilase

Xg forca centrifuga relativa a aceleragédo padrdo de gravidade
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INTRODUCAO GERAL

1 Cultura da batata

De acordo com a Organizagdo das Nacdes Unidas para a Agricultura e
Alimentacédo (FAO), a batata é o quarto principal cultivo destinado a alimentac&o. Em
2006, aproximadamente 315 milhGes de toneladas de batata foram colhidas, sendo
mais da metade em paises em fase de desenvolvimento (FAO, 2008).

Existe uma diminuicho no consumo de batata in natura, devido,
principalmente, as dificuldades no armazenamento doméstico, descascamento,
fritura ou cozimento (DAVIES; MACKAY, 1994). O héabito alimentar, referente ao
consumo de batata tem-se alterado, aumentando o interesse por produtos
processados devido a praticidade oferecida (RODRIGUES, 2001), uma vez que a
batata minimamente processada detém os atributos de conveniéncia e mesma
qualidade das batatas frescas (DALE; MACKAY, 1994). Assim, o propésito do
fornecimento de produtos industrializados € disponibilizar produtos que né&o
requeiram preparacdo posterior pelo consumidor no que se refere a selecao,
limpeza, lavagem, descascamento e corte. Outra grande vantagem € a reducéo
praticamente total de desperdicios (RODRIGUES, 2001).

Nos ultimos 30 a 40 anos, a industrializagdo de batata vem aumentando em

todas as partes do mundo, principalmente com os produtos “chips” e batata pré-frita
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congelada, seja pela disponibilidade ao consumo imediato ou pela facilidade e
rapidez no preparo final. Ressalta-se, também, o fator custo, visto que a industria
pode oferecer o produto a pregos baixos por adquirir grandes volumes, estar perto
do centro dos produtores, ter o produto disponivel quando o mercado do produto in
natura estiver com precos altos e possibilitar o aproveitamento de subprodutos de
processamento (SILVA, 1991).

O Brasil possui mercado consumidor potencial para a batata processada
industrialmente na forma de fritura, mas, para atender a demanda, séo necessarias
cultivares que satisfacam alguns padrdes de qualidade, como altos teores de matéria
seca e baixas concentracbes de acuUcares redutores, além de apresentar
componentes de qualidade externa, como “olhos” pouco profundos, tamanho e
formato adequados para cada finalidade (LOPES, 1997). Visando atender esta
demanda, a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — Embrapa langou em
2000 a cultivar de batata inglesa BRS Pérola, adaptada as condi¢des de cultivo e a
tecnologia usada pelos pequenos produtores do sul do Brasil, sendo que a mesma
foi testada em diversas industrias, apresentando bom rendimento e qualidade
industrial, em especial quando frita (PEREIRA et al., 2000).

Além do mercado promissor, o processamento de batata no Brasil ainda
conta com outra vantagem, que € a producao de batata durante todo o ano. Porém,
h& que se adequar o fornecimento de matéria-prima a industria, sem a necessidade
de formacdo de grandes estoques armazenados em camaras frias, 0 que onera 0s
custos e deprecia o produto final. Apesar dessas vantagens, alguns problemas
necessitam ser superados, tais como adaptar a producdo de batata a necessidade
da industria de processamento, que exige matéria-prima de alto padrdo de
gualidade, conforme o tipo de utilizagdo (POPP, 1994; NORIO; FUKUA, 2001).

Para regular o fornecimento de tubérculos de batata para a industria, os
mesmos sdo armazenados a 4-8°C (PATHIRANA; HARRIS; MCKENZIE, 2008). O
armazenamento sob baixas temperaturas reduz o brotamento, reduzindo a
dependéncia de produtos quimicos que a inibam, e diminui o desenvolvimento de
doengas de pos-colheita. No entanto, o armazenamento em baixas temperaturas
aumenta o risco de adogamento induzido pelo frio (Cold-Induced Sweetening - CIS),
0 qual resulta da elevagdo da concentracdo de acucares redutores, fato que torna
improprio os tubérculos para a produgdo de “chips” e batatas fritas (CHEN et al.,

2008). Tubérculos com alto teor de agucares redutores sofrem, durante o
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processamento sob altas temperaturas, escurecimento devido a reacdo de Maillard,
resultando em “chips” ou fritas “a francesa”, de sabor amargo e de coloracdo néo
aceitavel pelo mercado consumidor. Por conseguinte, o acumulo de agucares
redutores € um problema na pés-colheita tanto aos produtores quanto a industria de
processamento (PATHIRANA; HARRIS; MCKENZIE, 2008). Para diminuir ou sanar
este problema, nos ultimos anos varios programas de melhoramento de batata em
todo o mundo objetivam o estudo e o controle do adogamento induzido pelo frio,
(cold induced sweetening - CIS), selecionando cultivares aptas a industria de
processamento de batata (BROWN et al., 1990).

2 Metabolismo de carboidratos e adogcamento de tubérculos de batata

Uma grande quantidade de CO, fixado pelas plantas verdes é armazenada
como reserva nos tecidos vegetais, tais como sementes, tubérculos e raizes. Nos
tubérculos maduros de batata, o armazenamento de amido se da devido a fixacdo
do carbono pela fotossintese, a sintese de amido e sua conversdo em sacarose nas
folhas verdes ativas, ao transporte vascular da sacarose das folhas até o tubérculo e
a sintese e degradacdo do amido no tubérculo durante o crescimento (CHEN et al.,
2008).

Quando os tubérculos de batata sdo expostos a baixas temperaturas,
verifica-se aumentos na atividade de algumas enzimas envolvidas na degradac¢éo do
amido, bem como aumentos na atividade de enzimas envolvidas na sintese da
sacarose. Chen et al. (2008) citam que tubérculos de batata constituem um 6timo
sistema para estudar a regulagdo do metabolismo de carboidratos pela temperatura,
pois fatores como as adaptacdes do metabolismo fotossintético a temperatura estao
ausentes e porque as mudancgas sao induzidas rapidamente.

Em termos de qualidade para processamento, as altas concentracdes de
acucares, principalmente das hexoses, glicose e frutose, sdo criticas, pois estes
acucares redutores influenciam diretamente na coloracéo dos produtos processados
e, portanto, condicionam a sua aceitacdo pelos consumidores (YADA; MARANGONI;
STANLEY, 1990; PEREIRA; COSTA, 1992; DALE; MACKAY, 1994, BRADSHAW,
DALE; MACKAY, 2003). Os agucares, quando submetidos a altas temperaturas,
reagem inicialmente com compostos nitrogenados dos grupos a-aminoacidos.

Seguem-se reagdes consecutivas e paralelas que formam uma grande faixa de
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compostos de alto e baixo peso molecular, através das chamadas reacdes de
Maillard (LEONG; WEDZICHA, 2000). Este escurecimento, durante o
processamento, ndo altera apenas a coloracdo do alimento, tornando-o inaceitavel
comercialmente, mas também causa perda de aminoacidos e a geracdo de
componentes cancerigenos e mutagénicos (GLOMB; PFAHLER, 2000).

Nos ultimos anos, este processo tem atraido muita atencdo devido a
descoberta de que a acrilamida, uma potente neurotoxina altamente cancerigena, é
formada a partir de asparagina e acucares redutores através de um N-glicosideo
intermediario em uma reacdo paralela a reacdo de Maillard (MOTTRAM,;
WEDZICHA; DODSON, 2002; STADLER et al.,, 2002). Na batata frita a quantidade
dos produtos com acrilamida é diretamente influenciada pelo teor de agucares
redutores dos tubérculos que € aumentada durante o armazenamento a baixas
temperaturas (OLSSON; SVENSSON; ROSLUND, 2004; DE WILDE et al., 2005;
WILLIAMS, 2005).

Segundo Melo (1999) e Pereira (2000), os teores de acucares redutores nos
tubérculos de batata indicados para o processamento na forma de fritura devem ser
abaixo de 0,2%, sendo que valores acima deste geram produtos inadequados para o
consumo.

A tendéncia em acumular maiores ou menores concentracdes de agUcares
redutores nos tubérculos é uma caracteristica sujeita a uma influéncia do ambiente
(STEVENSON et al.,, 1954; MELO, 1999). O tempo e as condicbes em que 0s
tubérculos ficam armazenados em camara fria influenciam diretamente na coloragéo
da batata ap0s a fritura, j& que estas condi¢cdes promovem a conversao de amido em
glicose e frutose (DAVIES; VIOLA, 1992; SOWOKINOS; THOMAS; BURREL, 1997;
COPP et al., 2000).

Em tubérculos armazenados a temperaturas abaixo de 6°C, verifica-se a
transformacdo do amido em agUcares menores (sacarose, frutose e glicose)
(DAVIES; VIOLA, 1992; ABREU et al., 2001; CHAPPER et al., 2002; CHAPPER et
al., 2004). Em algumas cultivares de batata, o acondicionamento por um periodo de
duas a quatro semanas a 20-24°C, ap0s armazenamento em baixas temperaturas,
resulta numa rapida diminuigdo dos agucares redutores, melhorando a sua condi¢ao
para a fritura (COELHO et al., 1999; CHAPPER et al., 2002). Contudo, o efeito do
recondicionamento ndo reduz os teores de acuUcares redutores em todos o0s
gendtipos (STEVENSON; CUNNINGHAM, 1961; AP REES; MORRELL, 1990).
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O armazenamento a baixas temperaturas altera a composicao lipidica das
membranas plasméticas celulares, o que produz um rapido aumento na atividade de
diferentes enzimas envolvidas em etapas de varias vias bioguimicas relacionadas ao
metabolismo de aminoacidos e de carboidratos (GUY, 1990; TOMASHOW, 1990).
Este fato indica que tanto as baixas como as altas temperaturas poderiam induzir a
expressdo diferencial de genes, sendo que as mudancas metabdlicas produzidas
pelo frio induzem a conversdo da sacarose nos agucares redutores glicose e frutose
(ISHERWOOD, 1976; COPP et al., 2000).

Em teoria, estresse como o frio afeta a 6tima funcionalidade de algumas
enzimas glicoliticas, incrementando a concentracdo de hexoses fosfatos, resultando
no estimulo da sintese de sacarose (DIXON; AP REES, 1980; AP REES et al., 1981;
HAMMOND; BURRELL; KRUGER, 1990; VIOLA; DAVIES, 1994). Entre estas
enzimas que sao alteradas pela baixa temperatura, pode-se citar: a sacarose sintase
(SuSy), a sacarose fosfato sintase (SPS), a uridina difosfato glicose pirofosforilase
(UDP-GlcPPase), a adenosina difosfato glicose pirofosforilase (ADP-GIcPPase) e a
invertase acida soluvel (ABREU et al., 2001; CHAPPER et al., 2002; MENDES et al.,
2005; BACARIN et al., 2005; CHAPPER et al., 2005).

Na Figura 1 esté representada a rota metabdlica dos principais agucares e
do amido em tubérculos de batata, onde podem ser visualizadas a sintese e a
degradagdo do amido e suas interrelacbes com a glicolise, com a respiracao
mitocondrial e com a sintese e a degradacéo da sacarose.

A reacdo catalisada pela SuSy (EC 2.4.1.13) é reversivel e, apesar do seu
nome, pensava-se que ela atuava apenas na direcdo da sintese de sacarose (Figura
1). No entanto, as reagdes catalisadas pela SuSy dependem das concentragdes de
seus substrados, de forma que, sob certas condicdes a SuSy poderia atuar na
degradacéo de sacarose (LUNN, 2002).

Diversos passos bioquimicos estdo envolvidos na producdo de amido
(SOWOKINOS, 2001). A sintese de amido ocorre nos amiloplastos das células dos
tubérculos de batata envolvendo ADP-GlcPPase (EC 2.7.7.27). A ADP-GIcPPase é a
enzima chave na biossintese de amido nas plantas, sendo central no controle da
capacidade de dreno nas plantas armazenadoras de amido (PREISS, 1988).
Pesquisas realizadas em plantas desprovidas de ADP-GIcPPse permitiram
demonstrar que o conteldo de amido diminui (MULLER-ROBER; SONNEWALD;
WILLMITZER, 1992).
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Figura 1- Metabolismo de carboidratos em tubérculos de batata. A- Sintese de
amido, B- Degradacdo de amido, C- Glicolise D- Hexogénese e E-
Respiragdo mitocondrial. As enzimas representadas séo (1) UDP-
GIcPPase, (2) SPS, (3) SuSy, (4) invertase acida, (5) fosfoglucomutase,
(6) fosfohexoseisomerase, (7) frutose-6-fosfato 2-quinase, (8) frutose-2,6-
bisfosfatase, (9) ATP-fosfofrutoquinase, (10) frutose 1,6 difosfatase, (11)
PPi-fosfofrutoquinase, (12) aldolase, (13) glicose-6-fosfato (translocadora
de fosfatos), (14) ADP-GIcPPase, (15) amido sintase, (16) amido
fosforilase, (17) piruvato quinase. Sowokinos (2001).

A ADP-GIcPPase em plantas superiores é uma enzima heterotetramérica,
composta por duas subunidades distintas (OKITA et al., 1990), uma grande (51kDa)
e outra menor (50kDa) (PREISS, 1997; BALLICORA, IGLESIAS; PREISS, 2004). A
principal funcdo da subunidade maior consiste em modular as propriedades
regulatérias da subunidade menor, que € a principal enzima envolvida na catalise
(BALLICORA; IGLESIAS; PREISS, 2004). Tendo como principal ativador a molécula
3-fosfoglicerato (3-PGA) e principal inibidor fésforo inorgéanico (Pi), em organismos
fotossintéticos, a razdo [3-PGA]/[Pi] regula alostericamente a reagéo catalisada pela
ADP-GIcPPase e, dessa forma, a sintese de amido (PREISS, 1982; PRESS, 1988;
FERNIE; WILLMITZER; TRETHEWEY, 2002). Evidéncias mostram que oS genes
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que codificam para a ADP-GIcPPase continuam a funcionar desde que se
expressem sequencialmente genes de outras enzimas responsaveis pela iniciacao
da sintese de amido: amido sintetase (EC 2.4.1.21) e a enzima de ramificacéo (EC
2.4.1.18), as quais permitem a sintese da amilose e da amilopectina
(GEIGENBERGER et al., 1994).

A sacarose é o principal produto exportado da fotossintese para abastecer a
planta com carbono necessario a sintese de compostos e armazenamento de
reservas, como o amido (CHEN et al., 2008). Quando as duas hexoses
componentes da sacarose sdo dirigidas para formar amido, elas devem entrar
inicialmente no pool das hexoses fosfatos (GOULD, 1988; SOWOKINOS, 1994;
NAKATA; OKITA, 1994; HAJIRAZAEI et al., 2000). Esta conversdo de sacarose a
amido estd associada, sequencialmente, a duas enzimas: a primeira é a SPS (EC
2.4.1.14) e a segunda é a UDP-GIcPPase (EC 2.7.7.9).

A SPS é a enzima que se acredita ser a principal responséavel pela
biossintese da sacarose (STITT; HUBER; KERR, 1987; HUBER, S.; HUBER, J;
McMICHAEL, 1992; HUBER, S.; HUBER, J., 1992), tanto em tecidos fotossintéticos
como ndo fotossintéticos (HUBER, S.; HUBER, J., 1996). Em plantas, identificam-se
vérias isoformas que parecem ser, pelo menos em parte, funcionalmente distintas
(LANGENKAMPER et al. 2002; CHEN; HAJIREZAEI; BORNKE, 2005). A SPS
catalisa a sintese de sacarose-6-fosfato (Sac-6-P), que € posteriormente hidrolisada
pela sacarose-6-fosfato fosfatase (SPP) (EC 3.1.3.24) para a producao de sacarose
e Pi (Figura 1) (LUNN; MACRAE, 2006; HOFIUS; BORNKE, 2007). Enquanto a
reacdo € catalisada reversivelmente pela SPS, a reacdo catalisada pela SPP é
essencialmente irreversivel e a rapida hidrélise da Sac-6-P por parte da SPS desloca
0 equilibrio da reagdo em dire¢do a sintese de sacarose (STITT; HUBER; KERR,
1987).

A SPS apresenta como substrato a uridina difosfato glicose (UDP-GIc), a
qual é formada pela agdo da UGP-GIcPPase. Esta enzima € encontrada nas plantas
na forma de monémeros de aproximadamente 50kDa (NAKANO et al., 1989) e
apresenta-se predominantemente como proteina citosélica soluvel embora haja
registros de atividade de UDP-GIcPPase ligada & membrana tanto em tecidos
animais como vegetais (KLECZKOWSKI, 1994). A UDP-GIcPPase atua nas vias
metabdlicas de interconverséo de pentose e glucoronato, metabolismo de galactose,

metabolismo de nucleotideos de agUcares e metabolismo do amido e sacarose
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envolvidos na biogénese da parede celular. A atividade da UDP-GIcPPase em
tubérculos de batata desperta interesse devido a habilidade desta enzima em
promover o acumulo de agucares reduzidos durante o armazenamento a baixas
temperaturas (SPYCHALLA et al., 1994; CIERESZKO et al., 2001).

A UDP-Glc é um metabdlito chave devido & sua acéo reversivel, ja que,
quando a tendéncia na célula é a formacao de sacarose, contribui com um residuo
de glicose para a frutose-6-fosfato (Fru-6-P) para formar Sac-6-P, a qual é
imediatamente desfosforilada a sacarose (BURRELL, 1994). Quando a sacarose
entra no tonoplasto, pode alternativamente ser clivada pela enzima invertase acida
(EC 3.2.1.26), em glicose e frutose. Os acuUcares livres produzidos nesta reacao
poderiam posteriormente ser fosforilados por uma enzima quinase apropriada, para
tornar o processo reversivel. As invertases e hexoquinases estdo envolvidas na
degradacdo da sacarose. Isto € baseado em observacdo de que a atividade da
invertase Acida esta inversamente correlacionada com os conteldos de sacarose
(AP REES, 1974; DAVIES; JEFFERIES; SCOBIE, 1989; HATZFELD; DANCER;
STITT, 1990).

O metabdlito UDP-Glc também pode entrar na rota de formacgéo de Glc-1-P,
a qual é, posteriormente, processada na forma de glicose-6-fosfato (Glc-6-P) pela
enzima fosfoglucomutase plastidial (PGM, EC 5.4.2.2) (SHOTT et al., 1995) durante
0 processo de acumulo de amido nas células.

A Glc-6-P é o unico metabdlito C6 ou C3 eficientemente transportado
através da membrana do amiloplasto, para levar a cabo a sintese de amido
(TAUBERGER et al., 2000). Para que UDP-GIc seja convertida a hexose fosfato,
uma das bases da ligacdo fosfodiéster deve ser clivada. Posteriormente, quando a
hexose fosfato é transportada para dentro dos amiloplastos, ocorre uma nova
interconvers@o de Glc-6-P para Glc-1-P, que é o metabdlito usado como substrato
pela AGPase (NAKATA; OBITA, 1994).

A enzima citosoélica frutose 1,6 difosfatase (FBPase, EC 3.1.3.11) catalisa a
interconversao de frutose 1,6 difosfato (Fru-1,6-P,) em Fru-6-P, para a sintese de
Sac-6-P a partir da UDP-Glc pela UDP-GIcPPase e Fru-6-P, para, posteriormente, a
Sac-6-P ser defosforilada produzindo o produto final, a sacarose (Figura 1). A
adenosina trifosfato fosfofrutoquinase (ATP-PFK, EC 2.7.1.11) catalisa a conversao
irreversivel da Fru-6-P em Fru-1,6-P, e é considerada como a enzima reguladora da
glicdlise (BRYCE; HILL, 1993). Segundo Kruger, Hammond e Burrell (1988), durante
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0 armazenamento no frio de tubérculos de batata, diminui a atividade desta enzima,
causando uma reduc@o na proporcdo de substratos que entram na glicélise e,
portanto, um aumento na quantidade de aglcares acumulados.

A pirofosfato fosfofrutoquinase (PPi-PFK, EC 2.7.1.90) é uma enzima capaz
de realizar a fosforilagéo reversivel de Fru-6-P usando pirofosfato (PPi) como doador
de fésforo (KRUGER; HAMMOND; BURRELL, 1988). A estimulacdo da PPi-PFK
para a formacédo de Fru-1,6-P, favorece a glicélise, enquanto que a reacéo reversa
(formacgéo de Fru-6-P) favorece a formagao de sacarose. Trevanion e Kruger (1991)
concluiram que qualquer restricdo (e.g. frio) na interconversdo de Fru-6-P e Fru-1,6-
P, poderia contribuir para a acumulagao de hexoses fosfatos e, subsequientemente,
levar a um incremento na sintese de sacarose. A conversdo da Fru-6-P
reversivelmente a Fru-1,6-P, tem sido proposta como um dos principais fatores que
contribuem para acumulagéo de agucar no frio em tubérculos de batata (MALONE et
al., 2006).

3 Analise da expressdo de mRNAs das enzimas

As técnicas hoje utilizadas na Biologia Molecular tém sido desenvolvidas a
partir da pesquisa basica em diferentes campos da atividade cientifica (ATKINS;
CLARK, 2004).

O trabalho de Watson e Crick, em 1953, onde foi proposta a estrutura de
dupla fita do DNA marcou a revolugdo molecular. Em 1975, Nathans e Smith
purificaram enzimas de restricdo, ferramentas essenciais para a manipulagéo in vitro
do DNA. Estas foram de fundamental importancia para o isolamento e amplificagéo
de fragmentos especificos de DNA para a clonagem in vivo, tecnologia desenvolvida
a partir das técnicas de DNA recombinante descritas por Berg em 1972. Também em
1975 uma nova metodologia, denominada Southern blotting, comegou a ser usada
para investigar a localizacdo de genes e marcou o inicio da aplicacdo destas
tecnologias no estudo das doengas genéticas. Em 1977, técnicas de
seqlienciamento permitiram a identificacdo de alteracfes especificas na sequéncia
de DNA e a associacdo destas com diferentes doengas genéticas. Depois disso, 0
principal marco no desenvolvimento das técnicas moleculares foi a técnica da reacao
em cadeia da polimerase (PCR- Polymerase Chain Reaction), um método de
clonagem in vitro proposto por Kary Mullis em 1984 (MULLIS; FALLOONA, 1987).
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A técnica PCR é uma metodologia poderosa para a amplificagéo, in vitro, de
sequéncias de DNA usando oligonucleotideos iniciadores ou primers de sequéncia
conhecida e complementares as extremidades do segmento a ser amplificado,
direcionando a sintese de DNA alvo, em ciclos repetidos (MULLIS, 1990). Com o uso
da tecnologia de PCR, moléculas simples de DNA podem ser seletivamente
amplificadas em alguns milh6es de vezes, em poucas horas (RASMUSSEN;
RASMUSSEN, 1995). Desde sua concepgdo, esta tecnologia causou uma
verdadeira revolugdo na Biologia, tanto na pesquisa visando o entendimento de
processos biolégicos fundamentais, como em a&reas aplicadas, envolvendo
diagnéstico e melhoramento genético de plantas (ANTONINI et al., 2004).

Dentre uma variedade de técnicas para analisar os acidos nucléicos (DNA e
RNA), destacam-se: técnica de hibridizacédo do tipo dot ou blot, Southern e Northern,
e hibridizac&o in situ; técnicas de amplificacdo de alvos-especificos como a PCR,
PCR competitiva, PCR-transcriptase reversa (RT-PCR) e a PCR em tempo-real;
métodos de amplificagdo de sinal, como por exemplo, branched DNA (bDNA);
tecnologia de arrays (MOLINA; TOBO, 2004).

A transcricdo reversa associada a reacdo de PCR, RT-PCR, literalmente
revolucionou o estudo da expressdo génica. Esta técnica se baseia na sintese de
cDNA sobre um molde de mRNA realizada pela enzima transcriptase reversa,
seguida de amplificagdo por meio de PCR. Através desta técnica é possivel detectar
os transcritos de qualquer gene, independente da quantidade de material inicial. Na
reacdo de RT-PCR, RNA molde é duplicado com a geracdo de uma fita de DNA
complementar (cDNA) através da enzima transcriptase reversa. A sequéncia de
cDNA de interesse é entdo amplificada exponencialmente usando PCR. A deteccéo
dos produtos de PCR é realizada através de gel de poliacrilamida (SHOHAM et al.,
1996).

No presente trabalho se teve por objetivo avaliar métodos de isolamento de
RNA, visando aperfeicoar a extracdo em tecido rico em polissacarideos e analisar a
expressédo dos genes que codificam as enzimas SPS, SuSy, ADP-GlcPPase e UDP-
GlcPPase, em tubérculos de dois genoétipos de batata, em nivel transcricional, em

resposta ao armazenamento sob baixas temperaturas por RT-PCR.



CAPITULO |

COMPARACAO ENTRE METODOS DE EXTRACAO DE RNAs
TOTAIS DE TUBERCULOS DE BATATA

1 INTRODUGCAO

Estudar expressdo génica em O6rgdos de reserva vegetal pode ser
tecnicamente complexo devido a grande quantidade de polissacarideos e compostos
polifendlicos que se acumulam durante o amadurecimento e/ou em resposta a
estimulos ambientais (MEISEL et al., 2005). Véarios métodos para isolamento de
RNAs vegetais sdo comumente desenvolvidos e usados (CHIRGWIN et al., 1979;
LOGEMANN; SCHELL; WILLMITZER, 1987), face a dificuldade de apenas um
método de isolamento de acidos nucléicos ser eficiente para todos os tecidos
vegetais.

Mesmo espécies vegetais pertencentes ao mesmo género ou de géneros
relacionados podem exibir enorme variagdo, pois as composicbes dos tecidos

vegetais de diferentes espécies variam consideravelmente. A heterogeneidade entre
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as espécies ndo permite um bom rendimento de RNA isolado por um mesmo método
e, talvez, até mesmo espécies estreitamente relacionadas podem exigir diferentes
protocolos (WEISHING et al., 1995). Além disto, tecidos vegetais de espécies de
relevante interesse econdmico, como 0S encontrados em muitas sementes, frutas,
tubérculos, acumulam grandes quantidades de polissacarideos, o que complica o
isolamento e a boa qualidade das moléculas de RNAs. Dal Cin et al. (2005)
relataram que os resultados da extragdo de RNAs em tecidos de maga e péssego
variam de acordo com o estadio de maturacao dos frutos.

O isolamento de RNAs de alta qualidade é essencial no processo de
descoberta de novos genes e no estudo da expressao temporal de genes durante o
desenvolvimento das plantas. A estabilidade das moléculas de RNAs e a presenca
de RNases tornam altamente suscetivel a degradacdo. Por exemplo, tecidos
provenientes de frutos maduros contém altos niveis de compostos fendlicos,
polissacarideos que contaminam RNAs purificados ou causam o baixo rendimento
na extracdo. A obtencdo de RNAs intactos de alta qualidade é um dos passos mais
importantes nos experimentos de Biologia Molecular, incluindo RT-PCR (CORRENT,
2007).

Segundo Meisel et al. (2005), compostos polifendlicos e polissacarideos,
muitas vezes, co-precipitam e contaminam os RNAs durante sua extragéo, afetando
assim a qualidade e a quantidade do RNA isolado. Polissacarideos tendem a
precipitar juntamente com os RNAs na presenca de alcodis, permanecendo como
contaminantes nos extratos finais e interferindo nos passos posteriores (CARRA;
GAMBINO; SCHUBERT, 2007). Quanto maior a quantidade de agUcares presentes
nos tecidos vegetais, maiores as dificuldades de extracdo de RNAs para utilizagcéo
nas técnicas de Northern blot, transcricdo reversa, eletroforese e purificagdo de
mMRNA (LOPEZ-GOMEZ; GOMEZ-LIM, 1992; MITRA; KOOTSTRA, 1993; WAN;
WITKINS, 1994).

Para resolver estes problemas, uma série de métodos que visam o estudo
comparativo das transcricbes de genes codificantes de proteinas, tém sido
desenvolvidos. Muitos destes métodos englobam etapas de precipitacdo com cloreto
de litio (LiCl;) (SALZMAN et al., 1999; VICIENT; DELSENY, 1999) ou etapas que
utilizem baixas concentra¢gfes de alcool na presenca de tampdes (SHARMA,; GILL;
SINGH, 2003; LI; TRICK, 2005) que, ao mesmo tempo em que isola com eficacia os

polissacarideos, resulta em boa recuperacdo de pequenas moléculas de RNA.
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Entretanto, a separagdo dos acUcares dos RNAs sendo realizada através da
precipitagdo com LiCl,, alcool, bem como com o uso de etileno glicol monobutil eter
(BE) ou cloreto de césio (CsCl) seguida de centrifugacdo (LOPEZ-GOMEZ; GOMEZ-
LIM, 1992; MITRA; KOOTSTRA, 1993), tornam a extracdo de RNA demorada, além
de incluirem perigosos reagentes quimicos que também podem aumentar as
degradagbes de RNAs. Em frutos de macd, um dos fatores limitantes em
experimentos de biologia molecular é a extracdo de RNAs de alta qualidade e em
quantidade suficiente, indispensaveis para rea¢bes de RT-PCR e construcdo de
bibliotecas de cDNAs (CORRENT, 2007).

Outros métodos baseados no uso de brometo de cetil-trimetilamdnio (CTAB)
tém sido desenvolvidos para a extracdo de RNAs de tecidos que contenham
elevados niveis de polissacarideos e fendis (CHANG et al., 1993; MALNOY et al.,
2001; JAAKOLA et al., 2001; ZENG; YANG, 2002; HU et al., 2002). O método CTAB,
originalmente desenvolvido para tecidos de Pinus, (CHANG et al., 1993), tem sido
utilizado para extrair, a partir de uma ampla gama de tecidos vegetais ricos em
polissacarideos e polifendis, RNAs de grande variedade de espécies, incluindo
Arabidopsis, batata doce, e, em uma versdo adaptada, e de uva (JANDOLINO,
2004).

Dentre alguns métodos indicados para a extracdo de RNAs de tecidos
vegetais ricos em polissacarideos encontram-se os métodos descritos por Bugos et
al. (1995), Chang et al. (1993) e Meisel et al. (2005) que se baseiam na precipitagao
diferencial com o wuso de LiCl,. Além disso, dois reagentes extratores
comercialmente disponiveis TRIzol® Reagent (Invitrogen™) e Concert™ Plant RNA
Reagent (Invitrogen™), podem ser usados para extrair RNAs totais de tecidos
vegetais.

Devido a grande quantidade de polissacarideos e compostos polifendlicos
que se acumulam em tubérculos de batata, o objetivo deste experimento foi testar

métodos de isolamento de RNAs totais de dois gendtipos de batata.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

Foram utilizados tubérculos de batata dos clones C-1786-6-84 e C-1881-16-
97 produzidos no campo experimental da Embrapa Clima Temperado, Pelotas - RS
(31° 52’ S e 51° 21’ W). Os tubérculos do clone C-1786-6-84 foram descascados,
triturados e divididos em subamostras de 10g, que foram imediatamente congeladas
e liofiizadas por aproximadamente 20h até obtencdo de massa constante,
constituindo as amostras liofilizadas.

Os tubérculos de batata do clone C-1881-16-97 foram transferidos ao
Laboratério de Biotecnologia de Alimentos do Departamento de Ciéncia e
Tecnologia Agroindustrial da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel da Universidade
Federal de Pelotas, onde foram descascados e dos quais, com auxilio de um
vazador de metal, foram retirados pedacos em formato cilindrico de 10mm de
didametro por 10mm de profundidade, constituindo, desta forma, as amostras in
natura. Depois de retiradas, as amostras foram imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido, acondicionadas em microtubos de 1,5mL e armazenadas a -87°C,
até o momento das extracoes.

As amostras liofilizadas e in natura, foram destinadas a comparagéo
qualitativa de isolamento de RNAs através de trés métodos de precipitacdo
diferencial com o uso de cloreto de litio (LiCl,), segundo metodologia descrita por
Bugos et al. (1995), Chang et al. (1993) e Meisel et al. (2005). Também se comparou
o isolamento de RNAs totais utilizando-se reagentes comercialmente disponiveis
TRIzol® Reagent (Invitrogen™) e Concert™ Plant RNA Reagent (Invitrogen™)

seguindo-se metodologia descrita pelo fabricante.
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2.2 Extragdo de RNAs totais

As extragOes de RNAs totais das amostras do clone C-1881-16-97 in natura
foram conduzidas macerando-se 100mg do tecido vegetal em almofariz com
nitrogénio liquido. Das amostras liofilizadas do clone C-1786-6-84, utilizou-se 3mg.
As amostras foram acondicionadas em microtubos de 2,0mL, seguindo-se

procedimentos especificos de cada protocolo.

2.2.1 Método Bugos

Aos microtubos com as amostras, sob capela de fluxo laminar, foram
adicionados 400pL de tampéo de extracao [Tris-HCI 100mM, pH 9,0; NaCl 200mM;
EDTA 15mM e SDS 0,5% (p/v), pré-aquecido a 65°C], 2,3uL de B-mercaptoetanol,
400pL de fenol e 80pL de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). Os microtubos foram
homogeneizados em vartex por 2min. Em seguida, acrescentou-se 28uL de acetato
de sodio 3M e homogeneizou-se novamente por um minuto. As amostras foram
incubadas em gelo por 15min e, em seguida, centrifugadas a 16.000 x g por 10min a
4°C. O sobrenadante foi transferido para novo microtubo, ao qual foi acrescentado
400pL de fenol e 800pL de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1, viv).

Apo6s homogeneizagdo em vortex por 2min e centrifugacéo a 16.000 x g por
5min a 4°C, o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo, ao qual foi
acrescentado 500pL de isopropanol. As amostras foram incubadas a -20°C por 1h, e
entdo, centrifugadas a 10.000 x g por 10min a 4°C, sendo o sobrenadante removido.
Adicionou-se ao precipitado 500uL de etanol 70% e centrifugou-se a 10.000 x g por
5min a 4°C. Novamente, o sobrenadante foi removido e o precipitado foi mantido a
temperatura ambiente. Foram acrescentados 82,5uL de &gua ultra pura ao
precipitado, sendo mantido por 10min em temperatura ambiente. Em seguida,
adicionou-se LiCl, 8M para uma concentragdo final de 2,5M. Os tubos foram
mantidos a 4°C por 12h. Apés a centrifugacdo a 14.000 x g por 10min a 4°C e
posterior descarte do sobrenadante, o precipitado foi lavado com 500uL de etanol
70% (v/v). A amostra foi centrifugada a 10.000 x g por 5min a 4°C e o sobrenadante
descartado. Esse ultimo procedimento foi repetido mais uma vez. O precipitado

permaneceu em temperatura ambiente até secar e foi ressuspendido em 30uL de
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UltraPure™ DEPC-treated Water (Invitrogen™). O RNA foi incubado por 10min a

temperatura ambiente antes de ser armazenado & -20°C.

2.2.2 Método Chang

Aos microtubos com as amostras, sob capela de fluxo laminar, foram
adicionados 800pl de tampé&o de extragdo [Tris-HCI 100mM, pH 8,0; NaCl 200mM,;
EDTA 25mM; PVP 2% (viv) e CTAB 2,0% (p/v), pré-aquecido a 65°C]. Os
microtubos foram homogeneizados em vértex por 2min e em seguida, mantidos a
65°C por 15min. Apds, adicionou-se 800uL fenol/cloroférmio/alcool isoamilico
(25:24:1, viv). Os microtubos foram mantidos & temperatura ambiente sob agitacdo
por 10-15min. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 12.000 x g por 10min
a 4°C. O sobrenadante foi transferido para novo microtubo, ao qual foi acrescentado
75pL (~ 1/4 do volume do sobrenadante) de LiCl, a partir de um estoque de 10M. As
amostras permaneceram a 4°C por 12h, para precipitagao.

No dia seguinte, os microtubos contendo as amostras foram centrifugados a
14.000 x g por 45min a 4°C. O sobrenadante foi removido e o precipitado foi lavado
duas vezes com 300pL de alcool 70% (v/v), centrifugando-se apds cada lavagem
(14.000 x g, 4°C, 10min). Em seguida, os microtubos foram mantidos abertos a
temperatura ambiente para que os precipitados secassem. Os precipitados foram
ressuspendidos em 30pL de &gua ultra pura, mantidos por 10min em temperatura
ambiente. Apés este periodo, adicionou-se LiCl, 8M para uma concentragdo final de
2,5M. Os microtubos foram mantidos por 12h a 4°C, com posterior centrifugagéo a
14.000 x g por 10min a 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado lavado com 500uL de etanol 70% (v/v). A amostra foi centrifugada a
10.000 x g por 5min a 4°C e o sobrenadante descartado. Esse ultimo procedimento
foi repetido mais uma vez. O precipitado permaneceu em temperatura ambiente até
secar e foi ressuspendido em 30puL de UltraPure™ DEPC-treated Water
(Invitrogen™). O RNA foi mantido por 10min & temperatura ambiente antes de ser

armazenado a -20 °C.

2.2.3 Método Meisel



30

Aos microtubos com as amostras, sob capela de fluxo laminar, foram
adicionados 700pL de tampéo de extracao [Tris-HCI 100mM, pH 8,0; NaCl 200mM;
EDTA 25mM; PVP 2% (viv); CTAB 2,0% (p/v); espermidina 0,05% (p/v) e B-
mercaptoetanol 2% (v/v), pré-aquecido a 65°C]. Os microtubos foram
homogeneizados em voértex por 2min e mantidos a 65°C por 15min. Em seguida,
adicionou-se 700uL de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1, v/iv) e as amostras foram
centrifugadas a 12.000 x g por 20min a 4°C. O sobrenadante foi recolhido (~ 400pL)
e transferidos para novo microtubo, ao qual foi acrescentado igual quantidade de
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1, v/v). Os microtubos foram centrifugados a 12.000
X g por 20min a 4°C. O sobrenadante foi recolhido (~ 300pL) e adicionado de LiCl,
10M para uma concentracdo final de 2,5M (~ 1/4 do volume do sobrenadante),
sendo em seguida homogeneizados em vortex.

As amostras foram mantidas a 4°C por 12h. Decorrido este periodo, 0s
microtubos foram centrifugado a 12.000 x g por 35min a 4°C e, em seguida, 0
sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 500uL de SSTE (NaCl
100mM; SDS 0,5%; Tris-HCI 100mM, pH 8,0; EDTA 100mM, pH 8,0). Em seguida,
foi adicionado 500pL de cloroférmio. Os microtubos foram homogeneizados e
centrifugados a 14.000 x g por 10min a 4°C, sendo recolhido o sobrenadante e a
este acrescentados 1000pL de etanol 100%. Precipitou-se o RNA a -80°C por 30min.
Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 14.000 x g por 20min a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com etanol a 75% (v/v). Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 14.000 x g por 10min a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado mantido a temperatura ambiente até
secar e ser ressuspendido em 30puL de UltraPure™ DEPC-treated Water

(Invitrogen™) e armazenado a -20 °C.

2.2.4 TRIzol® Reagent (Invitrogen™)

Aos microtubos com as amostras, sob capela de fluxo laminar, foram
adicionados 700uL de TRIzol resfriado a 4°C. Os microtubos foram mantidos em
temperatura ambiente por 5min. Em seguida, foram acrescentados 140uL de
cloroférmio gelado as amostras que foram homogeneizadas em vértex e mantidas a
temperatura ambiente por 3min. Apos foram centrifugadas por 15min a 12.000 x g a

4°C. Recuperou-se o0 sobrenadante (~ 300pL) em outros microtubos e foram



31

adicionados 350pL de isopropanol gelado, sendo o0os mesmos mantidos em
temperatura ambiente por 10min. Concluido este periodo, as amostras foram
centrifugadas a 12000 x g por 10min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado adicionado de 700uL de etanol 75% (v/v) gelado. Em seguida, 0s
microtubos foram centrifugados em 9.800 x g por 5min a 4°C. O sobrenadante foi
eliminado, deixando-se o precipitado secar em temperatura ambiente em estufa de
circulacdo forcada de ar por 15min e posteriormente adicionado de 30uL de
UltraPure™ DEPC-treated Water (Invitrogen™).

2.2.5 Concert™ Plant RNA Reagent (Invitrogen™)

Aos microtubos com as amostras foram adicionados 500uL de Concert
resfriado a 4°C. Em seguida as amostras foram incubadas em temperatura ambiente
por 5min. Decorridos estes minutos, as amostras foram centrifugadas por 2min a
12.000 x g, em temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para novo
microtubo ao qual foi adicionado 100uL de NaCl 5M para clarificar o extrato e 300uL
de cloroférmio. Os tubos foram homogeneizados manualmente e centrifugados por
10min a 12.000 x g a 4°C, para separar as fases. A fase superior aquosa foi coletada
e depositada em um novo microtubo, descartando-se o restante. Apés, adicionou-se
igual volume de isopropanol e as amostras foram mantidas a temperatura ambiente
por 10min. Concluido este periodo foram centrifugadas por 10min a 12.000 x g a
4°C. O sobrenadante foi desprezado e adicionado ao microtubo, 1mL de etanol a
75% (v/v), tomando o cuidado para ndo perder o pellet. Novamente os tubos foram
centrifugados por 1min a 12.000 x g a 4°C e apés foi desprezado o liquido tomando-
se 0 cuidado para nao perder o pellet. O RNA isolado foi mantido por 10min em
temperatura ambiente em estufa de circulagdo forgada de ar por 15min,
ressuspendido em 30uL de UltraPure™ DEPC-treated Water (Invitrogen™) e, em

seguida, armazenado a -20°C.
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2.3 Estimativas da quantidade e qualidade dos RNAs totais

A quantidade das amostras de RNA total foi realizada por espectrofotometria
(Ultrospect® 2000 Pharmacia), sendo a concentragéo calculada para uma cubeta de

10mm, através da férmula:

Fc x Fd x Aoso

RNA=
1000

Onde: Az € a absorbéancia da amostra sob o comprimento de onda 260nm; Fc € o
fator de conversédo no qual uma unidade (1U) de absorbancia a 260nm corresponde
a 40ug mL™* de RNA (SAMBROOK; RUSSELL, 2001); Fd corresponde ao fator de
diluicdo da amostra de leitura no espectrofotdmetro, no caso 100 [10uL de amostra
em 990uL de agua ultra pura tratada com DEPC 0,01% (v/v)] (BRASILEIRO;
CARNEIRO, 1998); o resultado da multiplicagéo foi dividido por mil para obter-se a
concentracdo em g uL™.

A comparacdo da eficiéncia dos cinco métodos de extracdo de RNAs totais
de tubérculos de batata foi feita individualmente pela avaliagdo dos produtos de RT-
PCR em gel de agarose. A quantidade e a qualidade dos RNAs isolados foram
estimadas procedendo-se a leitura espectrofométrica. Mediu-se a absorbancia em
dois comprimentos de onda 260nm (Azsonm) € 280nm (Azsonm). A quantidade de RNA
total presente nas solugbes foi estimada em Azsonm. NO comprimento de onda de
280nm mediu-se a quantidade de polifendis das amostras. A pureza das amostras
foi medida pela razéo entre as leituras Azsonm € Azsonm-

A qualidade do RNA extraido foi observada através de eletroforese em gel
de agarose (Gibco®/BRL) a 0,7%, em tampdo TAE 0,5 x (24,29 de Tris base;
5,71mL de acido acético glacial; 10mL de EDTA 0,5M, pH 8,0 e agua ultra pura
tratada com DEPC), segundo protocolo descrito por Sambrook e Russell (2001). O
gel foi submetido a corrente de 80V por 50min, tendo como marcador de peso
molecular DNA Ladder® 1kb (Invitrogen™), todos acrescidos de tampao de
carregamento [glicerol 50% (p/v) (H.,O DEPC); EDTA 10mM (pH 8,0); 25mg de azul
de bromofenol]. As moléculas de RNAs foram visualizadas por meio de coloracdo
com brometo de etidio (10mg mL™) em transiluminador-UV e fotografado e analisado
através do sistema de fotodocumentagdo computadorizado para analise de gel
(Kodak Digital Science 1D-EDAS 120).
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2.4 Anédlise estatistica

Foram comparados neste experimento cinco métodos de extragdo de RNA
total, em dois tipos de preparo das amostras (liofilizadas e in natura) sendo utilizadas
trés repeticbes por método, cada uma constituida por um microtubo de reacgéo.
Analisaram-se os efeitos da aplicagdo dos cinco métodos sob a razdo espectral e
rendimento de RNA. Estas variaveis foram avaliadas quatro a sua significancia
segundo o teste de F e suas médias analisadas através do teste de Tukey, ao nivel

de 5% de probabilidade de erro.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A estimativa da pureza dos RNAs totais obtidos através dos cinco métodos
aplicados apresentaram valores que variaram, em média, de 1,76 a 2,26 (Tabela 1).
Brasileiro e Carneiro (1998) consideram moléculas de RNA livre de impurezas
guando, em solucao, apresentarem razao Azeonm/A2sonm €ntre o intervalo de 1,8 a 2,0.
De acordo com os autores, razao menor a este intervalo significa contaminagéo com
proteinas, razdo maior indica contaminagdo com fenol. As razbes espectrais de
RNAs totais oriundas do clone C1786-6-84 apresentaram diferenga significativa
entre os métodos de extracdo de RNA, sendo os métodos Meisel, Concert e TRIzol,
0s mais indicados para isolamento de RNA em material liofilizado. J4 os métodos
TRIzol, Bugos e Chang, ndo diferiram estatisticamente, entretanto apresentaram
médias da razdo espectral ndo indicadas para a sintese de cDNA e posterior
amplificagdo por RT-PCR, visto que tal razdo deve apresentar valores
compreendidos entre o intervalo jA& mencionado. Kim e Hamada (2005), também
utiizando o método Chang, com tampao de extracdo CTAB 2% (p/v), porém
adaptado, obtiveram em todas as amostras de tubérculos de batata-doce, razéo
Azsonm/A2s0nm SUperior a 2,0, indicando possiveis contaminac¢des por polifendis que
interferem no processo de extragéo de RNA.

Para as extragdes de RNAs totais provenientes do clone C-1881-16-97
(material in natura), os valores das razdes Azsonm/Azsonm Na0 diferiram estatistica
para os métodos testados. O valor da média das razdes espectrais obtidas deste
clone foi de 2,0, indicando que os métodos poderiam extrair e purificar RNAs totais
para estudo da expressdo de genes durante o armazenamento de frutos in natura

(Tabela 1). A razdo Azeonm/A2sonm Obtida testando-se o método Bugos em tecido in
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natura deste clone, apresentou valor semelhante ao obtido, aplicando-se este
mesmo método, no isolamento de RNAs totais de polpa de macd cv. Fuji
(CORRENT, 2007).

Tabela 1- Raz&o espectral do RNA total de tubérculos de batata isolados através de
diferentes métodos

Raz&0o Azeonm/Azgonm

Métodos
C-1786-6-84 (liofilizado)* C-1881-16-97 (in natura)

Meisel et al., (2005) 1,867 a 1,767 ns
Concert™ Plant RNA 1,900 ab 2,033

TRIzol® 2,067 abc 1,967

Bugos et al. (1995) 2,167 bc 2,100

Chang et al. (1993) 2,267 ¢ 2,167

Média 2,053 2,007

cv 5,03 8,14

* Médias seguidas de letras distintas, na coluna, diferem pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%
de probabilidade de erro.
ns- ndo significativo pelo teste F.

O rendimento de RNAs totais obtidos de tubérculos de batata variou em
média, apresentando diferencas estatisticas significativas devido aos métodos
testados em ambos os clones (Tabela 2). Segundo Kim e Hamada (2005), um
método eficiente de extracdo de RNA € julgado pela qualidade, rendimento e
integridade do RNA isolado. Desta forma, os métodos Concert e TRIzol que, em
média, ndo diferiram estatisticamente entre si no clone C-1786-6-84, apesar de
purificar baixa quantidade de RNA, ainda seriam os mais indicados para isolar RNAs
destinados a reagdo de amplificacdo por RT-PCR por apresentarem, em média,
valores recomendaveis da razdo Azsonm/Azsonm (1,8 < valores < 2,0) (Tabela 1). O
material proveniente do clone C-1786-6-84 (material liofilizado) apresentou elevada
variacdo da quantidade de RNAs obtidas nos cinco métodos (Tabela 2). Tal fato
pode ter ocorrido devido, possivelmente, a desidratacdo do tecido, pela liofilizacao,
favorecer a concentracdo de polissacarideos e polifendis que, dificultam o
isolamento das moléculas de RNA, reduzindo, consequientemente, o rendimento em
ug uL™* de RNAs, tornando necesséria a aplicacdo de métodos altamente eficientes

no que se refere ao isolamento e purificagdo desta molécula.
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As concentracdes em pg pL™* de RNAs totais provenientes do clone C-1881-
16-97 (in natura) obtidas aplicando-se os métodos Concert e TRIzol, ndo diferiram
estatisticamente entre si (Tabela 2). A aplicagdo dos cinco métodos permitiu
observar diferentes respostas quanto a eficiéncia de cada método no isolamento de
RNA em tubérculos de batata. No entanto, o material liofilizado foi o que apresentou
menor razao Azeonm/Azsonm, garantindo assim, possivelmente, menor quantidade de
compostos contaminantes (Tabela 1). Aygan (2006) salienta que, para isolar &cidos
nucléicos, RNA ou DNA, essas moléculas devem ser extraidas e purificadas dos

demais componentes celulares que possam interferir nas reagdes de amplificagéo.

Tabela 2- Rendimento de RNA total em pg pL™ de tubérculos de batata isolados
através de diferentes métodos

ug pL* @

Métodos C-1786-6-84 (liofilizado)* C-1881-16-97 (in natura)
Concert™ Plant RNA 1,533 a 1,862 a
TRIzoI® 2,000 ab 2,567 a
Meisel et al. (2005) 4,500 bc 7,300 b
Bugos et al. (1995) 6,433 ¢ 7,467 b
Chang et al. (1993) 6,567 ¢ 7,500
Média 4,207 6,405
cVv 24,66 19,74

3[RNA]= Fc x Fd x 40 ug mL™ x 1000
* Médias seguidas de letras distintas, na coluna, diferem pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%
de probabilidade de erro.

A integridade do RNA foi visualizada em gel de agarose que mostrou,
qualitativamente, o isolamento destas moléculas provenientes de ambos os clones,
através da RT-PCR. Sendo a transcri¢cdo reversa altamente sensivel as impurezas,
os diferentes métodos utilizados para extracdo de RNA total em tubérculos de batata
liofilizados e in natura apresentaram diferentes perfis eletroforéticos. Através dos
perfis eletroforéticos obtidos, observou-se que o alto rendimento em pg pL™* de RNA
resultaram em perfis com alta concentragdo desta molécula, no entanto, observa-se
também que apesar desta molécula ter sido isolada, a integridade das mesmas néo
foi obtida em todos os métodos aplicados (Figuras 2 a 6).

O método de precipitagdo diferencial de RNA com LiCl, conforme descrito

por Bugos et al. (1995), apresentou perfil eletroforético mostrado na Figura 2. Na
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visualizacao deste perfil observa-se que a integridade das moléculas de RNA néo foi
mantida pelo método Bugos devido a formacéo de “arrastes” que indicam que houve
degradacdo do RNA. Resultados semelhantes foram obtidos por Oster (2004)
utilizando o método Bugos para a extracdo de RNA de magdas. Observou-se ainda a
presenca de bandas de alto peso molecular (Figura 2), provavelmente sendo
moléculas de DNA. A baixissima intensidade das bandas visualizadas sugere que
este método de precipitacdo diferencial por LiCl, ndo se aplica a tubérculos de
batata in natura, tecido rico em polissacarideos, bem como a tecidos liofilizados
(Figura 3).

Figura 2- Perfil eletroforético em gel de agarose do RNA total de tubérculos de batata dos
clones C-1786-6-84 e C-1881-16-97 extraidos pelo método de precipitacao
diferencial com LiCl, conforme descrito por Bugos et al. (1995). M- Marcador de
peso molecular DNA Ladder® 1kb (Invitrogen™); 1 a 3- repeticbes de RNAs totais
de tubérculos de batata liofilizados do clone C-1786-6-84; 4 a 6- repetic6es de
RNAs totais de tubérculos de batata in natura do clone C-1881-16-97.

A extracdo de RNA total pelo método de precipitacao diferencial com LiCly,
segundo descrito por Chang et al. (1993), ndo isolou RNA total de tubérculos de
batata do clone C-1786-6-84. A razdo espectral Azsonm/Azsonm d0 RNA total destes
tubérculos liofilizados apresentaram, em média, os valores mais elevados, indicando
alta presenca de compostos interferentes que, possivelmente, degradaram as
moléculas de RNA durante a extracdo. Segundo Sharma, Gill e Singh (2003),
degradagbes do RNA por ribonucleases (RNases), reduzem significativamente a

quantidade de moléculas de RNA intactas (Figura 3).
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Entretanto, este método pode ser indicado a tecido in natura de tubérculos
de batata. As solu¢cdes de RNA total do clone C-1881-16-97 apresentaram no perfil
eletroforético bandas de alto peso molecular, possivelmente moléculas de DNA.
Porém, a integridade das moléculas de RNA ndo foi mantida. A presenca de
“arrastes” neste perfil eletroforético confirma tal fato. As moléculas foram isoladas
pelo método Chang, no entanto, durante a extracdo, as mesmas foram degradadas
por compostos como polissacarideos que ndo foram eliminados e interferiram no

isolamento do RNA (Figura 3).

M 1 2 34 567

2,0 kb

1,0 kb

0,5 kb

Figura 3- Perfil eletroforético em gel de agarose do RNA total de tubérculos de batata dos
clones C-1786-6-84 e C-1881-16-97 extraidos pelo método de precipitacao
diferencial com LiCl, conforme descrito por Chang et al. (1993). M- Marcador de
peso molecular DNA Ladder® 1kb (Invitrogen™); 1 a 4- repeticbes de RNAs totais
de tubérculos de batata liofilizados do clone C-1786-6-84; 5 a 7- repetic6es de
RNAs totais de tubérculos de batata in natura do clone C-1881-16-97.

Aplicando-se o0 método de Meisel et al. (2005), detectou-se fragmentos de
0,25kb, aproximadamente, indicando a presenca de RNAs neste perfil eletroforético
(Figura 4). E quantitativamente, a razdo espectral Azsonm/A2sonm d0 RNA total deste
clone aplicando-se tal método, foi, em média, a recomendada para constru¢cdo de
cDNAs por meio de RT-PCR (Tabela 1).

Observa-se também, em baixa intensidade, entretanto, fragmentos de

semelhante tamanho nas colunas 2 e 3, mostrando uma homogeneidade nos
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padrdes de bandas formadas. Uma banda de alto peso molecular foi visualizada na

coluna 1, ndo havendo, entretanto deteccdo de RNA.

M 1 2 3 4 5 6

2,0 kb

1.0 kb
0,5 kb

Figura 4- Perfil eletroforético em gel de agarose do RNA total de tubérculos de batata dos
clones C-1786-6-84 e C-1881-16-97 extraidos pelo método de precipitacao
diferencial com LiCl, conforme descrito por Meisel et al. (2005). M- Marcador de
peso molecular DNA Ladder® 1kb; 1 a 3- repeticdes de RNAs totais de tubérculos
de batata liofilizados do clone C-1786-6-84; 4 a 6- repeticbes de RNAs totais de
tubérculos de batata in natura do clone C-1881-16-97.

As moléculas de RNA total, extraidas aplicando-se o reagente Concert™
Plant RNA Reagent (Invitrogen™), segundo instru¢des do fabricante, apresentaram
no perfil eletroforético, fragmentos de 1,0kb, 0,8kb e 0,25kb, aproximadamente, com
alta purificacdo do RNA total em ambos os materiais. A detec¢éo destes fragmentos
de RNA foi uniforme para ambos os clones, indiferentemente do material utilizado
(liofilizados ou in natura) (Figura 5). Este fato também foi verificado pelo alto
rendimento em pg YL de RNA total obtido por este método para ambos os clones.
Tanto a concentracdo de RNA do clone C-1786-6-84 quanto a concentracdo do
clone C-1881-16-97, ambas foram, em média, semelhantes e diferiram
significativamente dos demais métodos, apesar de ndo apresentarem diferenca
estatistica da concentragéo obtida pelo método TRIzol (Tabela 2).
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Figura 5- Perfil eletroforético em gel de agarose do RNA total de tubérculos de batata dos
clones C-1786-6-84 e C-1881-16-97 extraidos utilizando-se Concert™ Plant RNA
Reagent . M- Marcador de peso molecular DNA Ladder® 1kb (Invitrogen™); 1 a 3-
repeticdes de RNAs totais de tubérculos de batata liofilizados do clone C-1786-6-
84; 4 a 6- repeticdes de RNAs totais de tubérculos de batata in natura do clone C-
1881-16-97.

Em trabalhos com polpa de macéa, cv. Fuji, em estadio avancado de
maturacdo, utilizando-se os métodos Bugos e Concert para extracdo de RNA total,
permitiu-se demonstrar que, para ambos os métodos empregados, a quantidade de
RNA foi baixa, sendo a quantidade de RNA obtida através do método Concert
superior a obtida através do método Bugos (CORRENT, 2007).

O Concert™ Plant RNA da Invitrogen™ é um extrator que possui como
propriedade o isolamento de RNA total de alta qualidade a partir de tecidos vegetais,
especialmente aqueles ricos em amido e polifendis. O uso do Concert resulta em
alto rendimento e qualidade elevada de RNA total dos tecidos vegetais, tais como
tubérculos de batata, pinus e folhas de tomate (CONNOLLY et al., 2006).

O perfil eletroforético obtido pela extracdo dos RNAs com o TRIzol®
Reagent (Invitrogen™) sofreu interferéncia de compostos que ndo foram eliminados
durante a extracdo, ocorrendo um “arraste” no perfil eletroforético em ambos os
materiais . Entre as amostras liofilizadas do clone C-1786-6-84, pode-se observar a
formacédo de fragmentos de aproximadamente 1,0kb e 0,8kb. Para as amostras de
RNA in natura do clone C-1881-16-97 verifica-se que o “arraste” foi mais intenso e
gue em apenas uma das amostras houve formagcdo de fragmentos de 0,8kb,
aproximadamente. Segundo Logemann, Schell e Willmitzer (1987) e Asif, Dhawan e
Nath (2000), compostos como polissacarideos, polifendis e outros metabdlitos

secundarios possuem a tendéncia de co-precipitarem com o RNA devido as suas
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propriedades fisico-quimicas similares, afetando a quantidade das amostras obtidas
e a qualidade (Figura 6).

M 12 34 5 6 7

Figura 6- Perfil eletroforético em gel de agarose do RNA total de tubérculos de batata dos
clones C-1786-6-84 e C-1881-16-97 extraidos utilizando-se TRIzol® Reagent. M-
Marcador de peso molecular DNA Ladder® 1kb (Invitrogen™); 2 a 4- repeticbes
de RNAs totais de tubérculos de batata liofilizados do clone C-1786-6-84; 5 a 7-
repeticdes de RNAs totais de tubérculos de batata in natura do clone C-1881-16-
97.
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4 CONCLUSOES

Os perfis eletroforéticos obtidos através dos cinco métodos utilizados
confrmam que a integridade e a pureza das moléculas de RNA séo
predominantemente mantidas nas extragdes que utilizam o reagente Concert™ Plant
RNA, tanto em material liofilizado de tubérculos de batata do clone C-1786-6-84
quanto em tecidos in natura do clone C-1881-16-97. O extrator comercial Concert™
Plant RNA (Invitrogen™) é considerado o mais indicado para isolamento de RNA de
tubérculos de batata.

Os perfis eletroforéticos demonstram que h& maior conservacdo do RNA
total de tubérculos de batata do clone C-1881-16-97 (in natura) em relagdo as
moléculas de RNA total extraidas do clone C-1786-6-84 (tubérculos liofilizados). No
entanto, sendo a influéncia de metabdlitos secundarios (razdo espectral
Azsonm/Azsonm) UM efeito ndo detectado pelos cinco métodos aplicados, a

comparacgao entre os métodos para o clone C-1881-16-97 n&o é precisa.



CAPITULO II

EXPRESSAO DE GENES DE ENZIMAS ENVOLVIDAS NO
ADOCAMENTO DE TUBERCULOS DE BATATA ARMAZENADOS
SOB REFRIGERACAO

1 Introducgéo

Desde a sua descoberta, a mais de 100 anos atras, o adogamento induzido
pelo frio em tubérculo batata passou a ser amplamente investigado (BAGNARESI et
al., 2008), por ser um problema significativo de pos-colheita que afeta o
processamento industrial (PATHIRANA; HARRIS; MCKENZIE, 2008). O
armazenamento refrigerado induz a degradagéo do amido em sacarose que, por sua
vez, é hidrolisada em acucares redutores (glicose e frutose). Durante a alta
temperatura de fritura, acUcares redutores reagem com aminoacidos presentes no
tubérculo (reacdo de Maillard), resultando num produto inegociavel, de degustagéo
amarga (DAVIES; MACKAY, 1994; TIESSEN et al., 2002; FERNIE; WILLMITZER;
TRETHEWEY, 2002; GEIGENBERGER, 2003; BAGNARESI et al., 2008).

Nos ultimos anos, este problema tem sido abordado no ambito fisiologico e
molecular, proporcionando significativos avancos a compreensao dos processos que
regulam a interconversdo da sacarose a amido nos tubérculos (DAVIES, 1998;
FERNIE; WILLMITZER; TRETHEWEY, 2002). Entretanto, a resolugcdo deste
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problema tem-se revelado particularmente dificil porque os teores de aguUcar sdo
afetados pela sintese e reparticdo de amido, pela glicélise e respiragcdo mitocondrial,
bem como hexogénese (i.e. a formagéao de glicose e frutose) (SOWOKINOS, 2001).

O controle metabdlico e a regulacdo da conversdo de sacarose a amido tém
como sistema modelo tubérculos de batata porque € um tecido relativamente
homogéneo no qual a conversdo de sacarose para amido representa o fluxo
metabdlico dominante (GEIGENBERGER; STITT; FENIE, 2004). Além disso,
tubérculos de batata tém sido utilizados como sistema modelo devido as seguintes
razdes (i) o metabolismo da sacarose em tubérculos, ao contrario de muitos outros
tecidos, é relativamente simples, sendo a sacarose descarregada a partir do floema
simplasticamente (VIOLA et al.,, 2001) e ser degradada pela SuSy no citosol
(FERNIE; WILLMITZER; TRETHEWEY, 2002); (ii) a rota de conversao da sacarose
a amido ser conhecida, mediada por enzimas que estdo bem caracterizadas e tendo
grande parte dos genes que os codificam clonados (KRUGER, 1997) e; (iii) plantas
transgénicas poderem ser facilmente produzidas (FERNIE;, WILLMITZER,;
TRETHEWEY, 2002).

Em uma complexa rede metabdlica, como é a conversdo de sacarose a
amido, o controle metabdlico é normalmente compartilhado por varias enzimas, e
muitas delas estdo sujeitas a diversos mecanismos regulatorios (GEIGENBERGER,;
STITT; FENIE, 2004). O controle do acumulo de aglUcares em batatas € um processo
metabdlico complexo, afetado pelos varios niveis de controle celular. O adogamento
pode resultar da expresséo alterada de genes e/ou da modulacéo na atividade poés-
transcricional de enzimas-chave, influenciando o fluxo de carbono em direcéo a
formacédo de aglucar (SOWOKINOS, 1990). Além disso, a regulagdo deste processo
metabdlico pode variar, dependendo da perturbacdo e da situagdo do tecido em
estudo (GEIGENBERGER; STITT; FENIE, 2004), como também a quantidade de
acucar livre acumulada no tecido, que pode depender da cultivar em estudo
(ZRENNER et al., 1996; CHAPPER et al., 2002; DEUNER et al., 2005).

Nos tubérculos de batata, a sacarose, a partir de elementos do floema,
penetra nas células parenquiméticas simplasticamente e é convertida a UDP-Glc e
frutose pela SuSy (TAUBERGER et al., 2000). A UDP-GIc é convertida a Glc-1-P
pela UDP-GIcPPase e a frutose é convertida & Fru-6-P através da frutokinase. A Fru-
6-P, Glc-6-P e Glc-1-P sdo convertidas reversivelmente no citosol pela acdo da

fosfohexose isomerase e fosfoglucomutase, respectivamente. Glc-6-P entra no
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plastideo (amiloplasto) via fosfato translocator e é convertida de volta a Glc-1-P pela
Fosfoglucomutase plastidial (VIOLA et al., 2001). O primeiro passo da sintese de
amido parte da conversdo da Glc-1-P & ADP-GIc pela ADP-GIcPPase, que
desempenha um papel importante na regulacdo da sintese de amido (TIESSEN et
al., 2002) (Figura 7). Esta reacdo requer ATP, a qual é importada do citosol via
ATP/ADP translocador (VIOLA et al., 2001). Embora este percurso ja esteja bem
estabelecido e os genes que codificam estas enzimas terem sido quase todos
identificados e clonados, ha ainda muitas duvidas com respeito a regulagdo da
conversdo de sacarose a amido (GEIGENBERGER, 2003). Quando o estoque de
sacarose aumenta no citoplasma, ocorre a ativacao pos-traducional do poder redox
de ADP-GIcPPase estabelecendo assim um poderoso mecanismo para transportar
carbono para sintese de amido (GEIGENBERGER; STITT; FENIE, 2004).

Durante o armazenamento refrigerado dos tubérculos de batata, por sua vez,
a quebra do amido nos amiloplastos € desencadeada através da inducdo de
enzimas amiloliticas, e os produtos s@o exportados do amiloplasto quer como
hexose-fosfatos (hexose-P), por intermédio da glicose fosfato-fosfato translocator
quer como acuUcares livres como glicose e/ou maltose transportadores (NIELSEN;
DEITING; STITT, 1997; WEBER, 2004; SMITH, A.; ZEEMAN; SMITH, S., 2005). No
citosol, esses metabolitos séo convertidos a sacarose via SPS e SPP. A sacarose é
hidrolisada, em seguida, em hexoses pela invertase acida (SOWOKINOS, 2001).

Desde o final da década de 70, experimentos com tubérculos de batata
sugeriam que, o adogamento induzido pelo frio exige um longo periodo de exposicéo
dos mesmos, pois se verifica, freqiientemente, uma demora do acumulo de agucares
apds a transferéncia para baixa temperatura (ISHERWOOD, 1976). Segundo Van
Buskirk e Thomashow (2006); Yamaguchi-Shinozaki e Shinozaki (2006), este atraso
pode estd associado com mudangas na expressao génica de certas enzimas que

fazem parte do processo de aclimatacéo ao frio.
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Figura 1- Principal rota do metabolismo de carboidratos (a) no desenvolvimento e (b) em
tubérculos de batata armazenados. Enzimas: (1) SuSy, (2) frutokinase, (3) UDP-
GlcPPase, (4) fosforohexose isomerase (5) fosfoglucomutase, (6) ADP-
GlcPPase, (7) amido sintase, (8) invertase neutra, (9) hexokinase, (10) invertase
acida, (11) SPS, (12) amido fosforilase, (13) amilases (FINLAY; DALE;
BRADSHAW, 2003).
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Véarios genes parecem estar envolvidos no processo do adogcamento
induzido pelo frio, no entanto, muitas incertezas ainda existem como a contribuigao
relativa de cada gene para o processo, devido a heterogeneidade dos sistemas
experimentais. Além disso, pouco se sabe sobre o inicio dos eventos que
desencadeiam o adogamento induzido pelo frio e sobre o envolvimento e a
associagéo de diferentes genes ao metabolismo de carboidrato (BAGNARESI et al.,
2008). De acordo com Geigenberger, Stitt e Fenie (2004), enzimas envolvidas na
conversdo de sacarose em amido estdo sujeitas a regulacdo transcricional, no
entanto, os mecanismos de detecgéo e sinalizagdo que mediam as expressdes sao
em grande parte desconhecido, sendo importante utilizar a expressao transcricional
para analisar o percurso da regulacdo de genes envolvidos na conversdo da
sacarose a amido. Zrenner, Willmitzer e Sonnewald (1993) verificaram um aumento
na expressdo de mRNA de UDP-GIcPPase em tubérculos de batata armazenados
em baixa temperatura, o que os fizeram sugerir que esta enzima tinha um importante
papel no processo do adogamento induzido pelo frio.

O objetivo da realizagcdo deste trabalho foi o de verificar a expressao de
genes das enzimas: sacarose fosfato sintase (SPS), sacarose sintase (SuSy), a
ADP-Glc pirofosforilase (ADP-GIcPPase) e UDP-Glc pirofosforilase (UDP-GIcPPase)

em tubérculos de batata armazenados por 60 dias a 4 e 20°C.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

Foram utilizados tubérculos de batata da cultivar BRS Pérola e do clone C-
1786-6-84 produzidos no campo experimental da Embrapa Clima Temperado,
Pelotas - RS (31°52’ S e 51° 21’ W).

Apos a colheita, os tubérculos de ambos os gendtipos foram imediatamente
transferidos ao Laboratério de Metabolismo Vegetal do Departamento de Boténica
do Instituto de Biologia da Universidade Federal de Pelotas, onde foram lavados,
secados e divididos em trés lotes: um armazenado em céamara refrigerada com
temperatura de 4°C, umidade relativa de aproximadamente 85%, em auséncia de
luz, permanecendo por 60 dias em tais condi¢des; outro lote mantido em camara de
ventilagdo forgada com temperatura de 20°C, em auséncia da luz, permanecendo
por 60 dias em tais condi¢cdes; e terceiro lote, submetido ao processamento
imediato, o qual consistiu em descascar, triturar e dividir em subamostras de
aproximadamente 10g, sendo as mesmas imediatamente congeladas e liofilizadas
por, aproximadamente, 20h até obtencdo de massa constante.

Decorrido o periodo de 60 dias de armazenamento a 4°C e a 20°C, os
tubérculos, de ambos os gendtipos, foram submetidos ao mesmo processamento de

liofilizagdo, como anteriormente descrito.

2.2 Ajuste de PCR com primers especificos para os genes da SPS, SuSy, ADP-
GlcPPase, UDP-GIcPPase

Com a finalidade de verificar-se a adequagdo dos oligonucleotideos

especificos (primers) sintetizados, foi realizada a reacdo de PCR utilizando-se DNA
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gendmico total de folhas jovens de batata e pares de primers especificos para os
genes da SPS, SuSy, ADP-GIcPPase e UDP-GIcPPase definidos a partir de
sequéncias do gene de tubérculos de batata obtidos no NCBI.

Para a calibracdo dos primers especificos foi necesséaria a obtengcédo de
amostras puras de DNA de batata. Utilizaram-se folhas jovens de batata proveniente
de cultivo in vitro do Laboratério de Cultura de Células e Tecidos de Plantas do
Departamento de Botanica do Instituto de Biologia da Universidade Federal de
Pelotas.

A extracdo de DNA foi realizada através do protocolo CTAB, utilizando-se
10mg de folhas jovens de batata, que foram, em seguida, acondicionadas em
microtubos de 2,0mL seguindo-se a maceragdo em capela de fluxo laminar
adicionando 700uL de tampéo CTAB [CTAB 2% (p/v); NaCl 1,4M; Tris-HCI 100mM,
pH 8,0; EDTA 20Mm; 3-mercaptoetanol 0,2% (v/v), pré-aquecido a 65°C] com auxilio
de bastdo de vidro. Ap6s a homogeneizagcdo, as amostras foram aquecidas em
banho-maria por 30min a 65°C, homogeneizando-se a solu¢éo a cada 10min.

Em seguida, os microtubos contendo as amostras foram mantidos a
temperatura ambiente por 5min. Apo6s, foram adicionados 300uL de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1 v/v) aos microtubos que foram agitados
manualmente as amostras. Os microtubos foram incubados em centrifuga por 20min
a 5.000 x g a temperatura ambiente. A fase superior (transparente) foi recuperada
(em torno de 400pL), sendo transferidas a novo microtubo onde se adicionou 400pL
de isopropanol gelado. Os microtubos foram vertidos suavemente e foram
acondicionados e mantidos a 4°C por 10min. Os microtubos foram centrifugados por
5min a 10.000 x g a 4°C. A fase superior foi descartada e recuperou-se o precipitado
em 300pL de solugéo de lavagem [acetato de amonio a 7,5M]. Os microtubos foram
mantidos abertos em capela de fluxo laminar, por 20min. Apds centrifugou-se por
5min a 10.000 x g a 4°C. O sobrenadante foi eliminado e o precipitado recuperado
em 300puL de etanol 75% (v/v) gelado. As amostras foram centrifugadas por 5min a
10.000 x g a 4°C. O sobrenadante foi eliminado, sendo os microtubos mantidos
abertos em temperatura ambiente até a eliminagdo completa do &lcool. Em seguida,
os precipitados foram recuperados com &gua ultra pura estéril tratada com DEPC a
0,01% (v/v), seguindo-se leitura em espectofotdmetro Ultrospect® 2000 Pharmacia,
medindo-se a absorbancia da solugdo no comprimento de onda de 260nm e 280nm

para definicdo da concentracdo e pureza das moléculas de DNA extraidas.
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As amostras foram submetidas a eletroforese em gel a 1,0% de agarose
(Gibco®/BRL) em tampdo TAE 0,5 x, a corrente de 80V por 40min, tendo como
marcador de peso molecular DNA Ladder® 1kb (Invitrogen™), todas acrescidas de
tamp&o de carregamento. O gel foi corado com brometo de etidio (10mg mL™) e as
bandas foram visualizadas em transiluminador-UV e fotografado e analisado através
do sistema de fotodocumentacdo computadorizado pela analise de gel (Kodak
Digital Science 1D-EDAS 120).

A reacdo de PCR foi realizada utilizando-se as amostras de DNA e
oligonucleotideos especificos para a SPS, SuSy, ADP-GIcPPase e UDP-GIcPPase
que foram definidos com auxilio do programa Clustal w2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/), através do alinhamento de sequéncias de 20-
22 nucleotideos das extremidades 5’ e 3’ de genes ort6logos, encontrados no banco
de dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information)

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/). A viabilidade desses oligonucleotideos foi verificada

pela porcentagem de C/G, temperatura de anelamento (Tm) e auséncia de auto-
complementariedade. Estes oligonucleotideos foram submetidos a confirmacéo de
identidade com auxilio do programa BlastN (Basic Local Alignment Search Tool-

Nucleotide), no banco de dados do NCBI e sintetizados pela Invitrogen™ (Tabela 1).
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Tabela 1- Sequéncias dos oligonucleotideos sintetizados especificamente para
amplificar os genes das enzimas de tubérculos de batata ADP-
GlcPPase, SPS, SuSy e UDP-GIcPPase compreendidas entre os sitios
de anelamento dos respectivos primers forward e reverse e condigdes
da PCR

Primers Sequéncias Tm (°C)*

5" CCTATATCGTCCTTACGTTCCC 3’ (22 bases) 50-56°C
5 CTGTTTCTCTGTGGGCTTGA 3’ (20 bases) 50-56°C

ADP-GIcPPase

5 TTGTGATGCTAGCTCAGGACTC 3’ (22 bases) 50-56°C

SPS
5" GCTCAGAATGGAAGGAGGAA 3’ (20 bases) 50-56°C
sus 5" CTGCTGGCTGAGTTTGAATC 3’ (20 bases) 50-56°C

u
y 5" GGCAGAAGCCGAGTAACAAT 3’ (20 bases) 50-56°C
5" TAACCTTGTCGGTCGCTATC 3' (20 bases) 50-56°C
UDP-GIcPPase

5" GCCACCTTTGACATCAGCTA 3' (20 bases) 50-56°C

*Tm- temperatura de anelamento.

A reacdo de amplificagcdo foi composta de 3uL do cDNA (300 a 600ng de
cDNA); 20mM de Tampéo 10 x RT; 50mM de MgCl,; 10mM de dNTP Mix, 6,25uM de
cada um dos oligonucleotideos (18S forward- 5"GAGCTAATACGTGCAACAAACCY3’
e 18S reverse- 3’ AATGGATCCTCGTTAAGGGAS5'); 5U uL™ da enzima Taq DNA
polimerase e UltraPure™ DEPC-treated Water até completar o volume de 25pL.

A amplificagédo do DNA de batata foi realizada em termociclador PTC-100™
(MJ Research) programado para uma reacdo de amplificacdo com desnaturagéo
inicial a 95°C por 3 minutos. Em seguida, 35 ciclos de 95°C por 1min30s, 56°C por
1min30s e 72°C por 2min30s, seguidos de uma extenséo final por 10min a 72°C.

Os produtos de amplificacdo obtidos foram identificados por meio de
eletroforese em gel de agarose (Gibco®/BRL) a 1,0 % contendo tampéo TAE 0,5 x,
submetidos a corrente de 80V por 40min, utilizando como marcador de peso
molecular DNA Ladder® 1kb (Invitrogen™), segundo protocolo descrito por
Sambrook e Russell (2001). Os géis foram corados com brometo de etidio
(10mg mL™) visualizados em transiluminador-UV, fotografado e analisado através do
sistema de fotodocumentacdo computadorizado para andlise de gel (Kodak Digital
Science 1D-EDAS 120).
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2.3 Extracéo de RNA

As amostras liofilizadas foram conduzidas ao Laboratério de Biotecnologia
de Alimentos do Departamento de Ciéncias e Tecnologia Agroindustrial da
Faculdade de Agronomia da Universidade Federal de Pelotas para a verificagdo da
expressao transcricional da ADP-GIlcPPase, UDP-GIcPPase, SPS e SuSy.

O RNAs totais utilizados para a sintese de cDNA foram extraidos utilizando-
se o Kit Concert™ Plant RNA Reagent (Invitrogen™), conforme recomendagdes do
fabricante. Aproximadamente 3mg de amostras liofilizadas foram adicionados em
microtubos de 1,5mL, aos quais foram adicionados, em capela de fluxo laminar,
500pL de tampéo de extracdo resfriado a 4°C. Os microtubos foram mantidos em
temperatura ambiente durante 5min. Apos foram centrifugados por 2min a 12.000 x
g, em temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para novo microtubo ao
qual foi adicionado 100uL de NaCl 5M para clarificar o extrato e 300uL de
cloroférmio. Os tubos foram homogeneizados manualmente e centrifugados por
10min a 12.000 x g a 4°C, para separar as fases. A fase superior aquosa foi coletada
e depositada em um novo microtubo, descartando-se o0 restante. Em seguida,
adicionou-se igual volume de isopropanol e as amostras foram incubadas a
temperatura ambiente por 10min. Apds este periodo foram centrifugadas por 10min
a 12.000 x g a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e adicionado ao microtubo 1mL
de etanol a 75% (v/v). Novamente os tubos foram centrifugados por 1min a 12.000 x
g a 4°C, e apos foi desprezado o liquido tomando-se o cuidado para ndo perder o
precipitado. O RNA foi ressuspendido em 30uL de DEPC-treated Water
(Invitrogen™), e incubando por 10min em temperatura ambiente e, em seguida,

procedeu-se a leitura em espectrofotdmetro a 260nm e 280nm.

2.4 Estimativas da quantidade e da qualidade dos RNAs totais

A concentragdo de RNAs totais foi calculada através da leitura em
espectrofotometro segundo metodologia descrita por Brasileiro e Carneiro (1998).
Feita a relagdo Azsonm/A2sonm, 8 amostras que apresentaram valores no intervalo 1,8
a 2,2 foram submetidas a eletroforese em gel a 1,0% de agarose em tampdo TAE
0,5 x a corrente de 80V por 40min, tendo como marcador de peso molecular DNA

Ladder® 1kb (Invitrogen™), todos acrescidos de tamp&o de carregamento.
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O gel foi corado com brometo de etidio (10mg mL™") e as bandas foram
visualizadas em transiluminador-UV e o gel foi fotografado e analisado através do
sistema de fotodocumentacdo computadorizado para andlise de gel (Kodak Digital
Science 1D-EDAS 120).

2.5 Digestdo com DNase |

Para a solugéo de digestao utilizou-se 1ug de RNA de cada amostra; 1uL de
tamp&o 10 x DNase |; 1uL de DNase | Amp Grade, completando com UltraPure™
DEPC-treated Water (Invitrogen™), seguindo-se protocolo descrito pelo fabricante.
Em microtubos de 0,5mL as amostras foram incubadas em termociclador Techne
Progene® por 15min a 25°C. A DNase | Amp Grade foi inativada com 1uL de EDTA

25mM, sendo os microtubos incubados por 10min a 65°C.

2.6 RT-PCR

Com o auxilio do Kit comercial SuperScript™ Il RT (Invitrogen™), segundo
protocolo do fabricante, em microtubos de 0,5mL, adicionou-se 8uL da solugéo
resultante da digestéo, 1uL de 10mM de dNTP Mix (10mM de cada [dATP, dTTP,
dCTP e dGTP]) e 1uL de oligo (dt) 0,5ug pL™*. As amostras foram incubadas a 65°C
por 5min em termociclador Techne Progene®. Apds esta etapa, adicionou-se 9L da
solugéo constituida de 2uL de tampéo 5 x First-Strand; 4pL de MgCl, 25uM; 2pL de
0,1M de DTT (ditiotreitol) e 1uL de RNaseOut™ (Recombinant RNase Inhibitor)
(Invitrogen™). Incubou-se a 42°C por 2min. Decorrido este periodo, adicionou-se
1uL da SuperScript™ Il RT, 200U pL™. A reacdo foi incubada por 50min a
temperatura de 42°C. Em seguida, incubou-se por 15min a 70°C, colocaram-se as
amostras foram colocadas em banho de gelo e adicionadas de 1pL de RNase H
(2U), incubando-se por 20min a 37°C.

2.7 Amplificagcdo do cDNA com oligonucleotideos para o gene ribossomal 18S

A reacao de amplificacdo foi realizada utilizando-se as amostras de cDNA e
oligonucleotideos do gene ribossomal 18S que, por ser constitutivo, pode ser

utilizado na comparagéo da amplificagcédo de outros genes.
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A reacéo foi composta de 3uL do cDNA (300 a 600ng de cDNA); 20mM de
Tampéo 10 x RT; 50mM de MgClz; 10mM de dNTP Mix, 6,25uM de cada um dos
oligonucleotideos (18S forward- 5 GAGCTAATACGTGCAACAAACC3 e 18S
reverse- 3 AATGGATCCTCGTTAAGGGA5); 5U uL* da enzima Taq DNA
polimerase e UltraPure™ DEPC-treated Water (Invitrogen™) até completar o volume
de 25pL.

A PCR foi realizada em termociclador PTC-100™ (MJ Research)
programado para uma reagdo de amplificagdo com desnaturacgéo inicial a 95°C por
1min50s. Em seguida, 35 ciclos de 95°C por 1min, 56°C por 1min e 72°C por 1min,
seguidos de uma extensdo final por 10min a 72°C.

Os produtos de amplificacdo obtidos foram identificados por meio de
eletroforese em gel de agarose (Gibco®/BRL) a 0,7% contendo tampé&o TAE 0,5 x,
submetidos a corrente de 80V por 40min, utilizando como marcador de peso
molecular DNA Ladder® 1kb (Invitrogen™), segundo protocolo descrito por
Sambrook e Russell (2001). Os géis foram corados com brometo de etidio (10mg
mL™) e em transiluminador-UV foram fotografados e analisados através do sistema
de fotodocumentagcdo computadorizado pela andlise de gel (Kodak Digital Science
1D-EDAS 120).

2.8 Amplificagcdo com oligonucleotideos especificos

A reacdo foi realizada utilizando-se amostras de cDNA e oligonucleotideos
especificos para a SPS, SuSy, ADP-GIcPPase e UDP-GIcPPase.

A PCR foi composta de 3uL do cDNA (300 a 600ng de cDNA); 20mM de
Tampéo 10 x RT; 50mM de MgCl,; 10mM de dNTP Mix, 6,25uM de cada um dos
oligonucleotideos especificos de cada enzima (Tabela 1); 0,5U uL™ da enzima Taq
DNA polimerase e UltraPure™ DEPC-treated Water até completar o volume de
25uL.

A reacdo foi realizada em termociclador PTC-100™ (MJ Research)
programado para uma reagdo de amplificagdo com desnaturacgéo inicial a 95°C por
1min50s. Em seguida, 35 ciclos de 95°C por 1min, 56°C por 1min e 72°C por 1min,
seguidos de uma extensao final por 10min a 72°C.

Os produtos de amplificagéo obtidos da PCR foram identificados por meio de

eletroforese em gel de 0,7% agarose em tampao TAE 0,5 x, submetidos a corrente
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de 100V por 30min, tendo como marcador de peso molecular DNA Ladder® 1,0kb
(Invitrogen™), todos acrescidos de tamp&o de carregamento. O gel foi corado com
brometo de etidio (10mg mL™) e as bandas foram visualizadas com luz UV em um

transiluminador.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Ajuste de PCR com oligonucleotideos especificos para os genes da SPS,
SuSy, ADP-GIcPPase, UDP-GlcPPase

O perfil eletroforético do ajuste da PCR com primers especificos esta
representado na Figura 2, obtido utilizando-se como marcador de peso molecular
DNA Ladder® 1,0kb (Invitrogen™). A amplificag&o resultou em quatro fragmentos de
tamanhos distintos. Os oligonucleotideos especificos utilizados para amplificar o
gene que codifica a ADP-GlcPPase em tubérculos de batata resultaram em
fragmento de 0,5kb, aproximadamente. O fragmento de 0,25kb, aproximadamente,
observado na coluna 2 da Figura 2, foi amplificado com oligonucleotideos
especificos sintetizados para SPS de tubérculos de batata.

Os fragmentos de 1,0kb e 0,8kb, aproximadamente, corresponderam a
amplificagBes com oligonucleotideos especificos para o gene da SuSy e da UDP-

GlcPPase, respectivamente (Figura 2, colunas 3 e 4).
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Figura 2- Perfil eletroforético em gel de agarose de produtos de amplificacdo por
PCR obtidos com oligonucleotideos especificos para amplificar genes em
DNA de folhas jovens de batata (Solanum tuberosum L.). M- marcador de
peso molecular DNA Ladder® 1kb; 1- ADP-GIcPPase; 2- SPS; 3- SuSy; 4-
UDP-GlcPPase.

3.2 Expresséo do gene da SPS

A transcricdo do gene da SPS foi observada em tubérculos de batata do
clone C-1786-6-94, obtidos utilizando como marcador de peso molecular DNA
Ladder® 100bp (Invitrogen™) segundo o perfil eletroforético (Figura 3). Os produtos
desta amplificagéo permitiram verificar que, por ocasido do armazenamento por 60
dias a 4°C houve expressdo em mRNAs do gene da SPS. Os fragmentos de 0,25kb
eram esperados em fun¢ao dos oligonucleotideos especificos selecionados.

O perfil eletroforético obtido ainda revelou que houve depésito de moléculas
de baixo peso molecular, possivelmente os primers utilizados na PCR, evidenciando
gue no armazenamento por 60 dias a 20°C a expressao do gene da SPS no clone
C1786-6-94 nédo ocorreu.

Estes resultados indicaram que o gene que codifica esta enzima é expresso
nos tubérculos de batata submetidos ao armazenamento refrigerando (4°C) por 60
dias. Sendo a concentragcédo de SPS elevada em tecidos que sintetizam sacarose, a
expressdo de mRNAs desta enzima nos tubérculos do clone C1786-6-94 pode ter
sido estimulada pelo frio, uma vez que a expresséao transcricional da mesma nao foi
verificada nos tubérculos mantidos a 20°C por 60 dias e logo ap6s a colheita (tempo

zero). O fluxo de carbono controlado pela acdo da SPS é provavelmente regulado
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durante estresse (i.e. seca e pelo frio) através de alteracbes em suas propriedades
cinéticas (HILL et al., 1996; GEIGENBERGER et al., 2000).

1500 bp

600 bp

100 bp

Figura 3- Perfil eletroforético em gel de agarose dos produtos amplificados obtidos a
partir de olgonucleotideos especificos para amplificar o gene da SPS de
tubérculos de batata do clone C-1786-6-94 antes do armazenamento
(imediatamente apdés a colheita), armazenados a 4°C por 60 dias e
armazenados a 20°C por 60 dias. M- marcador de peso molecular DNA
Ladder® 100bp; colunas de 1 a 3- repeticdes obtidas imediatamente apds
a colheita; colunas de 4 a 6- repeticdes do armazenamento a 4°C por 60
dias; colunas de 7 a 9- repeticdes do armazenamento a 20°C por 60 dias.

O perfil eletroforético dos produtos de amplificacdo com primers especificos
para os genes que codificam a SPS em tubérculos de batata cultivar Pérola, obtidos
utilizando como marcador de peso molecular DNA Ladder® 1kb (Invitrogen™),
representado na Figura 4. Segundo este perfil, a expressdo transcricional em
MRNAs do gene desta proteina foi verificada logo apos a colheita, detectando-se
MRNAs, embora em baixissima intensidade antes do armazenamento. Com a
manutencao dos tubérculos sob baixas temperaturas (4°C) por 60 dias, a expressao
intensificou-se, observada pela presenca de fragmentos de 0,25kb,
aproximadamente. Observa-se ainda que houve expressdo de mRNAs da SPS
quando os tubérculos da cultivar Pérola foram mantidos a 20°C por 60 dias,
entretanto em apenas uma das repeticdes e em menor intensidade nas demais

repeticoes.
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Figura 4- Perfil eletroforético em gel de agarose dos produtos amplificados obtidos a
partir de olgonucleotideos especificos para amplificar o gene da SPS de
tubérculos de batata da cultivar Pérola antes do armazenamento
(imediatamente apdés a colheita), armazenados a 4°C por 60 dias e
armazenados a 20°C por 60 dias. M- marcador de peso molecular DNA
Ladder® 1kb; colunas de 1 a 3- repeticbes obtidas imediatamente apos a
colheita; colunas de 4 a 6- repeticdes do armazenamento a 4°C por 60
dias; colunas de 7 a 9- repeticdes do armazenamento a 20°C por 60 dias.

3.3 Expressédo do gene da SuSy

A expressdo do gene da SuSy foi observada em tubérculos de batata do
clone C-1786-6-94 apenas quando armazenados por 60 dias sob refrigeracéo,
confirmada pelo tamanho dos fragmentos observados (1,0kb). O perfil eletroforético
ainda revela fragmentos de alto peso molecular, possivelmente moléculas de DNA.

Contudo, para as amostras coletadas antes do armazenamento e nas
obtidas em armazenamento a 20°C néo se visualizou a expresséo transcricional do
gene que codifica para esta enzima (Figura 5). Vérios trabalhos tém demonstrado
gue a manifestacdo de genes de SuSy é aumentada quando as concentragdes de
sacarose citosolica aumenta, em plantas sob condi¢cdo de hipdxia e em tecidos que
sofrem algum dano mecéanico (SALANOUBAT; BELLIARD, 1989; ZENG et al., 1998;
BOLOGA et al., 2003).
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1,0 kb
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Figura 5- Perfil eletroforético em gel de agarose dos produtos amplificados obtidos a
partir de olgonucleotideos especificos para amplificar o gene da SuSy de
tubérculos de batata do clone C-1786-6-94 antes do armazenamento
(imediatamente apds a colheita), armazenados a 4°C por 60 dias e
armazenados a 20°C por 60 dias. M- marcador de peso molecular DNA
Ladder® 1kb; colunas de 1 a 3- repeticdes obtidas imediatamente apos a
colheita; colunas de 4 a 6- repeticdes do armazenamento a 4°C por 60
dias; colunas de 7 a 9- repeticdes do armazenamento a 20°C por 60 dias.

Da mesma forma que observado para os tubérculos do clone C-1786-6-94, a
expressao transcricional dos genes da SuSy foi observada em tubérculos de batata
da cultivar Pérola aos 60 dias armazenadas a 4°C, havendo fragmentos de 1,0kb,
corroborando com o peso molecular do oligonucleotideo especifico sintetizado que
corresponde a SuSy em tubérculos de batata. O perfil eletroforético ainda mostra
gue houve a deteccdo de mRNAs desta enzima aos 60 dias de armazenamento dos
tubérculos, mantidos a 20°C, podendo evidenciar uma diferenciacdo genética na
expressdo de mRNAs da SuSy quando armazenadas sob condi¢des de temperatura
ambiente (Figura 6).
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Figura 6- Perfil eletroforético em gel de agarose dos produtos amplificados obtidos a
partir de olgonucleotideos especificos para amplificar o gene da SuSy de
tubérculos de batata cultivar Pérola antes do armazenamento
(imediatamente ap6s a colheita), armazenados a 4°C por 60 dias e
armazenados a 20°C por 60 dias. M- marcador de peso molecular DNA
Ladder® 100bp; colunas de 1 a 3- repeticdes obtidas imediatamente apds
a colheita; colunas de 4 a 6- repeticdes do armazenamento a 4°C por 60
dias; colunas de 7 a 9- repeticdes do armazenamento a 20°C por 60 dias.

A SuSy é regulada pela atividade da SPS, sendo que modificacdes
covalentes e modulacdes alostéricas nesta Ultima enzima proporcionam um controle
muito sensivel da SuSy dependendo do “pool” de hexoses fosfato disponivel.
Quando este contetdo de hexoses é abundante, a SPS € ativada por Glc-6-P, que
pela catalise reversivel da fosfohexoseisomerase, gera o metabdlico Fru-6-P, que
pode tanto ir para a glicélise, como ser catalisada pela SPS, gerando mais sacarose
no citosol das células de tubérculos de batata. Embora o fluxo liquido de hexoses
seja no sentido da degradacéo de sacarose, a taxa de sacarose (e.g.) sintese dentro
desse tecido é consideravel (GEIGENBERGER et al., 1997; FERNIE et al., 2001).

3.4 Expresséo do gene da ADP-GIcPPase

O armazenamento durante 60 dias a 4°C, bem como, por 60 dias a 20°C,
proporcionaram a expressdo em mRNAs dos genes desta enzima em tubérculos de
batata do clone C-1786-6-94, contudo, imediatamente apds a colheita, a expressao
do gene da ADP-GIcPPase néao foi verificada (Figura 7). Em plantas superiores a

ADP-GIcPPase é uma proteina tetramérica composta por duas subunidades
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regulatérias (AGPS, 51kD) e duas outras subunidades cataliticas, ligeiramente
menores, (AGPB, 50kD) (OKITA et al., 1990). A expressao antisense da subunidade
AGPB, em tubérculos de batata transgénicos, comprovou que, quando a atividade
desta subunidade foi reduzida a taxas inferiores a 50% em comparacdo ao nivel do
tipo selvagem, a sintese de amido diminuiu (MULLER-ROBER; SONNEWALD;
WILLMITZER, 1992; GEIGENBERGER; MULLER-ROBER; STITT, 1999). Além
disso, mudancas na concentracdo de 3-PGA (controle alostérico, atuando com
ativador) correlacionam com mudangas na taxa de sintese de amido no ambito de
uma ampla gama de condi¢cbes (FERNIE; WILLMITZER; TRETHEWEY, 2002). A
expressdo da ADP-GIcPPase € aumentada por hexoses-fosfatos (SALANOUBAT,;
BELLIARD, 1989; MULLER-ROBER et al., 1990; SOKOLOV; DEJARDIN;
KLECZKOWSKI, 1998; TIESSEN et al., 2003) e diminuida por nitrato (SCHEIBLE et
al., 1997) e fosfato inorgéanico (Pi) (NIELSEN et al., 1998). Desta forma, o aumento
da atividade da ADP-GIcPPase pode estar mais relacionado a processos
respiratorios, que devem se intensificar com o armazenamento, independente da

condicao.

2,0kb —

10kb —
05kb —

Figura 7- Perfil eletroforético em gel de agarose dos produtos amplificados obtidos a
partir de olgonucleotideos especificos para amplificar o gene da ADP-
GlcPPase de tubérculos de batata do clone C-1786-6-94 antes do
armazenamento (imediatamente apés a colheita), armazenados a 4°C por
60 dias e armazenados a 20°C por 60 dias. M- marcador de peso
molecular DNA Ladder® 1kb; colunas de 1 a 3- repeticbes obtidas
imediatamente apds a colheita; colunas de 4 a 6- repeticbes do
armazenamento a 4°C por 60 dias; colunas de 7 a 9- repeticbes do
armazenamento a 20°C por 60 dias.
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A expressdo do gene da ADP-GlcPPase também foi observada em
tubérculos de batata cultivar Pérola segundo o perfil eletroforético (Figura 7). Os
produtos de amplificagdo obtidos com primers especificos para amplificar o gene da
ADP-GIcPPase geraram fragmento de 0,5kb aproximadamente, sendo tais tamanhos
0s esperados de acordo com o observado no ajuste dos primers sintetizados
especificamente para amplificar a ADP-GIcPPase. A expressdo referente a este
gene ocorreu aos 60 dias a 4°C e aos 60 dias a 20°C, ndo havendo a expresséo do
gene logo apods a colheita. Observou-se ainda que, neste gendtipo, os fragmentos
formados foram mais intensos aos 60 dias a 4°C, demonstrando que sob baixas
temperaturas a ADP-GlcPPase pode vir a se expressar, agindo regulando a sintese
de amido ou agindo reversivelmente na formagdo de hexoses fosfatos (Glc-6-P)
(Figura 8).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1500bp .

600bp — 4 “, t-l *# j -

100bp __|

Figura 8- Perfil eletroforético em gel de agarose dos produtos amplificados obtidos a
partir de olgonucleotideos especificos para amplificar o gene da ADP-
GlcPPase de tubérculos de batata cultivar Pérola antes do
armazenamento (imediatamente apds a colheita), armazenados a 4°C por
60 dias e armazenados a 20°C por 60 dias. M- marcador de peso
molecular DNA Ladder® 100bp; colunas de 1 a 4- repeticbes obtidas
imediatamente ap6s a colheita; colunas de 5 a 8- repeticbes do
armazenamento a 4°C por 60 dias; colunas de 9 a 12- repeticbes do
armazenamento a 20°C por 60 dias.

3.5 Expresséo do gene da UDP-GIcPPase

A expressdo do gene da UDP-GIcPPase foi verificada nos tubérculos de
batata do clone C-1786-6-94 (Figura 9). Segundo o perfil eletroforético obtido, houve
expressdo em mMRNAs dos genes que codificam esta enzima nos tubérculos

armazenados a 4°C por 60 dias, entretanto, & possivel observar que também houve
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a expressdo desse gene logo apdés a colheita (antes do armazenamento).
Fragmentos de 0,8kb, aproximadamente, foram observados, sendo esperados de
acordo com o PCR de ajuste da reagcdo com primers sintetizados especificamente
para amplificar o gene desta enzima em tubérculos de batata.

Estes resultados indicaram que a expressdo do gene da UDP-GlcPPase,
desde a colheita, intensificando-se em decorréncia ao armazenamento a 4°C, pode
favorecer o possivel acimulo de acUcares redutores ja que a expressao desta
enzima contribui na formacdo de Sac-6-P, que € desfosforilada a sacarose. N&o foi
detectada expressdo de mRNAs desta enzima quando os tubérculos foram expostos
a 20°C por 60 dias (Figura 9).

2,0kb

1,0 kb
0,5 kb

Figura 9- Perfil eletroforético em gel de agarose dos produtos amplificados obtidos a
partir de olgonucleotideos especificos para amplificar o gene da UDP-
GlcPPase de tubérculos de batata do clone C-1786-6-94 antes do
armazenamento (imediatamente apds a colheita), armazenados a 4°C por
60 dias e armazenados a 20°C por 60 dias. M- marcador de peso
molecular DNA Ladder® 1kb; colunas de 1 a 3- repeticbes obtidas
imediatamente ap6s a colheita; colunas de 4 a 6- repeticdes do
armazenamento a 4°C por 60 dias; colunas de 7 a 9- repeticbes do
armazenamento a 20°C por 60 dias.

A expressao transcricional da UDP-GIcPPase também foi verificada nos
tubérculos de batata da cultivar Pérola. Moléculas de mRNAs desta proteinas foram
detectadas tanto nos tubérculos armazenados por 60 dias a 4°C, como nos
tubérculos armazenados por 60 dias a 20°C, porém mais fracamente sob este ultimo
armazenamento. Esta baixa expressédo de mRNAs da UDP-GIcPPase nesta cultivar,

principalmente nos tubérculos armazenados a temperatura ambiente (20°C) condiz
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com a baixa expressao dos mRNAs da SuSy que, possivelmente, catalisou em baixa
intensidade, nao disponibilizando o metabdlito UDP-Glc, substrato da UDP-
GlcPPase.

A converséo da sacarose a UDP-GIlc e frutose, reversivelmente, é catalisada
pela SuSy. Esta enzima, assim como a UDP-GIcPPase, também foi expressa em
ambos genotipo de batata quando armazenados por 60 dias a 4°C. O substrato para
a UDP-GIcPPase (UDP-Glc), possivelmente em elevada concentragcdo nestes
genodtipos sob tal armazenamento, foi catalisada, reversivelmente, a Glc-1-P,
avolumando o “pool” de hexoses fosfatos no citosol que poderiam entrar na glicélise

ou fornecer Pi para a degradacéo e/ou sintese de amido nos amiloplastos (Figura 1).

1500bp

600bp

100bp

Figura 10- Perfil eletroforético em gel de agarose dos produtos amplificados obtidos a
partir de olgonucleotideos especificos para amplificar o gene da UDP-
GlcPPase de tubérculos de batata cultivar Pérola antes do armazenamento
(imediatamente apés a colheita), armazenados a 4°C por 60 dias e
armazenados a 20°C por 60 dias. M- marcador de peso molecular DNA
Ladder® 100bp; colunas de 1 a 4- repeticdes obtidas imediatamente apds
a colheita; colunas de 5 a 8- repeticdes do armazenamento a 4°C por 60
dias; colunas de 9 a 12- repeticbes do armazenamento a 20°C por 60
dias.
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4 CONCLUSOES

O armazenamento a baixas temperaturas induz a expressdo em mRNAs dos
genes das enzimas SPS, SuSy, UDP-GIcPPase e ADP-GIcPPase, indicando que o
armazenamento a 4°C controla a expresséo desses genes em ambos os gendtipos.

O armazenamento a temperatura ambiente (20°C) por 60 dias proporciona,
principalmente a cultivar Pérola, a expressdo dos genes das referidas enzimas,
porém em baixa intensidade. Estes resultados indicam que o controle da expressao
da SPS, SuSy, UDP-GIcPPase e ADP-GIcPPase néo ¢é afetado apenas pelas baixas
temperaturas, mas que outros fatores podem ter influenciado a expressado dos

mesmos nesta cultivar.
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CONSIDERACOES GERAIS

A mais direta aproximagdo para tentar compreender o adogamento em
batatas pode ser através do entendimento dos passos envolvidos no metabolismo
de carboidratos em tubérculos quando armazenados sob baixas temperaturas. No
entanto, verificar a expresséo dos genes das enzimas que contribuem nestes passos

comprova o efeito deste problema de pds-colheita.

A verificagdo da expressdo dos genes de enzimas-chave em tubérculos
armazenados sob baixas temperaturas sinaliza que a conversdo do amido a
sacarose potencialmente ocorre. Tendo este acumulo de agUcares sua origem na
mobilizacdo do amido, seguida por uma aumentada sintese de sacarose e, por
altimo, hidrolise da sacarose até glicose, todas estas etapas séo catalisadas por
transferases. A habilidade para a sintese e hidrélise da sacarose depende da agéo
de certas transferases em tubérculos armazenados sob baixas temperaturas. Para
investigar a transcricdo dos genes envolvidos, faz-se necessério o isolamento de
MRNAs para andlises moleculares através de RT-PCR.

A escolha do método de isolamento de moléculas de RNAs depende de
diversos fatores, como a quantidade de informacdes disponiveis sobre a espécie
estudada, a quantidade de sequéncias disponiveis, a abundancia de transcritos que
se procura, além do custo das anadlises e da estrutura do laboratério. Desta forma,
para tubérculos de batata liofilizados, o isolamento e purificacdo de RNA utilizando-
se o reagente Concert™ Plant RNA (Invitrogen™) foi o mais indicado. Através deste

método obtiveram-se mRNAs de tubérculos de batata de alta qualidade e
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quantidade de transcritos necesséria para posteriores analises da expressdo em
MRNAs de genes de transferases de interesse neste trabalho: sacarose fosfato
sintase (SPS), sacarose sintase (SuSy), ADP-GIc pirofosforilase (ADP-GIcPPase) e
UDP-Glc pirofosforilase (UDP-GlcPPase).

Definido o melhor método de isolamento de mRNAs em tubérculos de
batata, a verificacdo da transcricdo de enzimas envolvidas no adogcamento dos
mesmos logo apdés a colheita, armazenados a 4°C e a 20°C, por 60 dias, foi
analisada através de RT-PCR em dois gendtipos: o clone C-1786-6-94 e a cultivar
BRS Pérola. Estes gendtipos possuem caracteristicas distintas. Segundo a literatura,
a cultivar BRS Pérola é destinada ao processamento na forma de “batata palha”.
Segundo resultados obtidos por Bacarin et al., (2005) os teores de agucares
redutores (mg de glicose g* de massa liofilizada) em tubérculos desta cultivar e do
clone C-1786-6-94, mensurados aos 30 e aos 60 dias de armazenamento a 4°C,
apresentaram reducdo de aproximadamente 50% nos teores de carboidratos
sollveis totais na cultivar aos 60 dias de armazenamento. No entanto, nos
tubérculos do clone esta diminuigdo foi menor, permanecendo ao final dos 60 dias,
altos niveis de agucares redutores.

A expressdo dos mRNAs dos genes que codificam as enzimas responsaveis
pelo acumulo de carboidratos sollveis totais foi verificada na cultivar BRS Pérola
quando armazenada por 60 dias a 4°C. Além disto, a expressdo dos genes destas
enzimas quando os tubérculos da cultivar BRS Pérola foram armazenados por 60
dias a 20°C também foi verificada, indicando que, possivelmente, ndo apenas o frio
influencia na transcricio das enzimas em estudo. E sabido que o frio altera a
composicao lipidica das membranas plasmaticas celulares, favorecendo a um rapido
aumento na atividade de diferentes enzimas envolvidas no metabolismo de
aminoacidos e carboidratos. Este fato indica que tanto as baixas como as altas
temperaturas poderiam induzir a expressédo diferencial de genes, sendo que as
mudancas metabdlicas produzidas pelo frio induzem a continua conversdo da
sacarose em acuUcares redutores (glicose e frutose) mesmo aumentando-se a
temperatura de armazenamento.

Os resultados indicaram, que a conversdo de amido a sacarose pode ser
favorecida em ambos os gendtipos quando armazenados a 4°C por 60 dias. A
concentracdo de acUcares redutores no citosol destes tubérculos possivelmente

pode ter ocorrido. No processamento industrial sob altas temperaturas, batatas do
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clone C-1786-6-94 e da cultivar BRS Pérola, provavelmente, desenvolveriam

produtos escurecidos e de sabor amargo devido a reacao de Maillard.
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