- am

wenfo sen nteiras

r XV!I Congresso de [maaz;ao Cientifica

) X Encontro de Pos-Graduagao -
11,12, 13 e 14 de novembro de 2008

EXPRESSAO DO GENE DA AAT (alcool acetil transferase ) EM MORANGOS CV.
CAMAROSA DURANTE O ARMAZENAMENTO

MONTE, Fernanda Garcial ; SEVERO, Joseana?, DOS SANTOS, Railson
Schreinert®; CASARIL, Jardel * SILVA, Jeorge Adolfo % ROMBALDI, César
Valmor ™

1 - Académica do curso de Agronomia - UFPel, bolsista IC/CNPq, e-mail: fe_monte2@hotmail.com
2 - Mestranda em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, bolsista CAPES e-mail:
josi_severo@yahoo.com.br
3 — Académico do curso de Agronomia - UFPel, bolsista IC/CNPq e-mail: rschsan@hotmail.com,
4 — Académico do curso de Agronomia, Bolsista de iniciacdo cientifica jardelcasaril@hotmail.com;
5- Prof. Adjunto no DCTA/FAEM/UFPel, e-mail: ctajorge@ufpel.edu.br;

6 - Prof. Titular no DCTA/FAEM/UFPel, e-mail: cesarvrf@ufpel.edu.br.

1. INTRODUCAO

Sabor e aroma séo dois dos principais aspectos determinantes na qualidade e
aceitacao de frutas frente aos consumidores (Shalit et al, 2001). O gene da AAT
(alcool acetil transferase) esta envolvido na rota metabdlica da producdo de aromas,
através da sua capacidade de catalisar a transferéncia de um acetil do acetil-CoA e
um acil do acil-CoA, para o correspondente alcool, formando um éster e CoA livre (El
Sharkawy et al, 2005).

A AAT (alcool acetil transferase) ja foi identificada em varios frutos como
mel&o, morango, banana e macga, segundo Luccheta et al (2007), Ueda et al (1992),
Olias et al (1995), Fellmann and Mattheis (1995), respectivamente.

Perez et al (1996), observaram incremento da atividade da AAT em morangos
ao longo da maturacdo, sendo o maximo de sua atividade observada quando os
frutos alcangcavam a coloracéo vermelho escuro.

No presente trabalho se visa estudar a expressdo do gene da AAT em
morangos cv Camarosa submetidos a diferentes tempos de armazenamento.

2. MATERIAL E METODOS

Morangos cv. Camarosa, foram colhidos no ponto de maturacdo comercial
(mais de 75% da epiderme vermellha), em outubro de 2007, no interior do municipio
de Pelotas — RS. Os frutos foram armazenados durante 6 dias em temperatura
ambiente (aproximadamente 23T). Amostras foram coletadas no momento da
colheita, no 3°e 6°dia de armazenamento e armazen adas em ultrafreezer, a -80°C,
até o momento das andlises.

A extracdo dos RNAs totais foi realizada utlllzando 0 protocolo do reagente
comercial Concert™ Plant RNA Reagent (Inwtrogen ). Realizou-se a quantificagao
de RNAs totais em espectrofotdmetro (Ultrospect® 2000 Pharmacia), com leituras a
Azsonm € Azsonm € de sua razdo (indicativo de qualidade dos extratos). Também foi



realizada eletroforese dos RNAs em gel de agarose a 1,0% para verificar a
integridade das moléculas.

ApoOs avaliada a pureza dos extratos de RNAs foi realizada a digestdo com
DNAse e a sintese de cDNA, utilizando o kit comercial First-Strand cDNA Synthesis
Kit® (Invitrogen), para a posterior realizacdo da PCR com os primers de interesse.
No termociclador foram testados diferentes temperaturas de anelamento e ciclos de
reacao para o gene AAT, obtendo-se o melhor resultado nas seguintes condicdes:
desnaturacao 95C/1:50min.; 28 ciclos [95T/1:30 mi n.; 53CT/1 min.; 727T/1:45 min.]
e extensdo final 72€C/10 min. Para a realizacdo da PCR foram utilizados os
seguintes reagentes: 2,5 yL Tampao 10x; 1,5uL MgCl; 1,0uL dNTPs; 1,0uL primer
Reverse; 1,0uL primer Forward; 2,0uL cDNA e 15,7uL de agua ultra pura tratada ao
DEPC. Como controle positivo de reacao foram realizadas amplificagbes com
primers para o gene 18S (gene constitutivo).

O produto da PCR foi analisado por meio de gel de agarose 1,5%, corado ao
brometo de etidio e visualizado em transiluminador UV. A eletroforese foi conduzida
a 80V, por 120 minutos.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

As amostras analisadas em espectrofotdbmetro apresentaram valores de ratio
(Azsonm/A2sonm) entre 1,8 e 2,1, demonstrando que o0s extratos de RNAs
apresentavam boa qualidade.

Os extratos que mostraram melhor qualidade foram utilizados nos ensaios
para reacdes de RT-PCR.

A expressdo da AAT em nivel de mRNA mostrou-se diferente durante o
periodo pés-colheita. No momento da colheita os frutos demonstraram grande
intensidade da expressao da AAT e quando mantidos por 3 e 6 dias a temperatura
ambiente, tiveram significativa reducéo na expressao, conforme pode ser visto por
meio da intensidade das bandas na figura 1B. Ayala-Zavala et al (2004) estudando a
expressdo dessa enzima em morangos armazenados a 0°C, observaram a
manutencdo da qualidade em niveis aceitaveis durante longos periodos de
armazenamento. Entretanto, verificaram nos frutos armazenados em temperaturas
superiores a 0°C, incremento nos compostos aromaticos e maior expressao desta
enzima.

Os produtos das reacbes de RT-PCR demonstraram amplificacdo do cDNA
com os primers dos genes 18S e AAT, com tamanho de aproximadamente 400pb a
604pb, respectivamente, conforme a boa integridade de bandas na Figura 1. (A), (B).
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Figura 1: Eletroforese em gel de agarose 1,5%. (A) M: Marcador 100 Kb; a: Amplificagcdo Genel8S
colheita; b: Amplificacdo Genel8S 3 dias de armazenamento; c: Amplificagdo Genel8S 6



dias de armazenamento. (B) M: Marcador 100 Kb; a: Amplificacdo GeneAAT colheita; b:
Amplificacdo GeneAAT 3 dias de armazenamento; c: Amplificacdo GeneAAT 6 dias de
armazenamento.

4. CONCLUSAO

Os morangos cv. camarosa apresentaram reducao de expressao do gene da
alcool acetil transferase (AAT) durante o periodo mantido a temperatura ambiente
(armazenamento), o que provavelmente significa reducdo na producdo de ésteres,
embora ndo tenha-se quantificado os compostos aromaticos neste trabalho.
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