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RESUMO

Trabalho recente tem demonstrado que a lacrimejagao provocada pela cebola nao € um
subproduto da acdo da enzima aliinase e sim de uma enzima especifica denominada
“lachrymatory factor synthase” (“sintase do fator de lacrimejagado”). O presente trabalho
teve como objetivo analisar via PCR a presenca de alelos do gene codificador da “sintase
do fator de lacrimejagdo” em bulbos da cultivar de cebola BRS Alfa Sao Francisco. O DNA
gendmico total foi isolado de plantas de cebola, sem selegdo prévia para baixo teor de
acido piravico, segundo protocolo CTAB 2X. As reagdes de PCR foram realizadas em um
volume final de 25 uL (0,25 uM de cada primer, 150 uM de cada dNTP, 1,5 mM de MgCly,
0,2 unidades da enzima DNA polimerase na solu¢cdo tampdo recomendada pelo
fornecedor e 1,4 uL do DNA total). Os seguintes primers foram sintetizados a partir da
informagcdo de sequéncia do cDNA da “sintase do fator de lacrimejagdo” (GenBank
AB089203): primer 1 (5-GCTAACGGAGCTCGAAAATG-3') e primer 2 (5'-
ACCCTCCACTATTTGCATGG-3"). A reacao de PCR produziu amplicons monomoérficos
de aproximadamente 350 pares de bases (pb) para todos os individuos analisados. Este
resultado indica que potenciais mutagdes do gene que produz a “sintase do fator de
lacrimejagdo” nao estejam situadas entre ou na regido para onde os primers foram
desenhados. Outra possibilidade é que todas as plantas avaliadas apresentem o mesmo
alelo da “sintase do fator de lacrimejagdo”. Trabalhos adicionais de sintese de novos
primers e de andlise de sequéncia dos amplicons produzidos de materiais contrastantes
serao necessarios para o desenvolvimento de primers que possibilitem separar plantas
com diferentes alelos do gene codificador do fator de lacrimejagao. Esta nova geragéao de
primers seria extremamente utii em sistemas de selecdo assistida visando o
desenvolvimento de populagdes de cebola livre do “choro” combinada com teores
elevados de compostos organosulfurados.
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ABSTRACT- PCR amplification of alleles of the lachrymatory factor synthase gene
in the onion cultivar BRS Alfa Sao Francisco.
A recent report indicated that the irritating lachrymatory effect of onion is not a by-product
of the aliinase action, but a specific result of an enzyme named as lachrymatory factor
synthase. The goal of the present study was to screen via PCR for alleles of the
lachrymatory factor synthase in plants of the onion cultivar BRS Alfa Sdo Francisco. Total
genomic DNA was extracted (according to the CTAB 2x protocol) from plants without
previous selection to low pyruvic acid values. The PCR reaction was done to a final
volume of 25 uL (0,25 uM of each primer, 150 uM of each dNTP, 1,5 mM of MgCl,, 0,2
units of DNA polymerase in reaction buffer recommended by the supplier and 1,4 uL of
total DNA). The following primers sequences were obtained from the lachrymatory factor
synthase gene (GenBank AB089203): primer 1 (5'-GCTAACGGAGCTCGAAAATG-3")
and primer 2 (5-ACCCTCCACTATTTGCATGG-3"). The PCR reaction resulted in a
monomorphic amplicon of 325 bp present in all the screened plants. It is possible to
conclude that putative mutations in the lachrymatory factor synthase gene are not located
at/within the primers annealing regions or that all screened plants possess the same allele.
It will be necessary additional efforts in primer synthesis and/or sequence analysis of the
obtained PCR amplicons in order to design primers able to identify plants with distinct
lachrymatory factor synthase alleles. These primers would be useful tools in marker
assisted selection systems in order to develop non-lachrymatory onion populations without
decreasing the content of the organosulfur compounds.
Keywords: Allium cepa, PCR and pyruvic acid.
INTRODUGAO

A pungéncia em cebola € produzida pela hidrélise de compostos precursores
sulféxidos, S-alk(en)il-L-cisteina, quando as células sdo mecanicamente quebradas. A
reacao de hidrolise é catalisada pela enzima aliinase, em presenga de agua, produzindo
tiopropanal, acido piruvico, aménia e muitos compostos sulfurados volateis (Whitaker,
1976). Foi assumido, até recentemente, que a lacrimejagao da cebola era produzida
espontaneamente pela agao da aliinase. No entanto, Imai et al. (2002) demonstraram que
a lacrimejacdo ndo €& um subproduto da reacdo da aliinase e que uma enzima, a
“lachrymatory factor synthase” (“sintase fator de lacrimejagcéo”), é a responsavel por uma
das caracteristicas mais indesejaveis da cebola: a lacrimejagdo. Desta forma, de acordo
com Imai et al. (2002), torna-se possivel a produgdo de cultivares sem lacrimejagao,
porém mantendo a integridade dos teores dos compostos organosulfurados, um dos

metabdlicos responsaveis pelas propriedades medicinais da cebola.
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Até entdo, a selecdo de cebola sem lacrimejacdo tem sido conduzida pela
quantificagdo do acido piruvico, um subproduto da agao da aliinase (Yoo & Pike, 2001), o
que pode resultar na quase completa eliminacdo dos benéficos compostos
organosulfurados. A publicagdo da sequéncia do cDNA da “sintase fator de lacrimejagéao”
por Imai et al. (2002) permite o avango para uma nova etapa de estudos que envolve
trabalhos de avaliagcdo de populagcdes de cebola em busca de alelos mutantes (“néo-
funcionais”) do gene codificador da “sintase do fator de lacrimejacao”.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar via PCR a presenga de alelos do
gene codificador da “sintase do fator de lacrimejagdo” em bulbos da cultivar de cebola
BRS Alfa Sdo Francisco.

MATERIAL E METODOS

DNA gendémico total foi isolado de 19 plantas de cebola, sem selegao prévia para
baixo teor de acido piruvico, segundo protocolo CTAB 2X. Cerca de 0,2 g folhas, mantidas
a —80 °C, foram maceradas na presenga de nitrogénio liquido em almofariz de porcelana,
tratados previamente em acido cloridrico 3N. O pé foi transferido para uma solugao
extratora de 0,9 mL de CTAB 2% (500 mM Tris pH 8,0, 1,4 M NaCl, CTAB 2% (p/v), 0,2 %
beta-mercaptoethanol, 20 mM de EDTA) e incubado a 65°C por 50 minutos. Apds os
demais procedimentos, o “pellet” de DNA total foi colocado para secar a temperatura
ambiente e em seguida adicionou-se 120 mL de tampao. A integridade do DNA total foi
observada em gel de agarose 1,5 %. O DNA concentrado foi mantido estocado a -20 °C.

As reagdes de PCR foram realizadas para um volume final de 25 uL, contendo 0,25
uM de cada primer, 150 uM de cada dNTP, 1,5 mM de MgCl,, 0,2 unidades da enzima
DNA polimerase da Biomettrix na solugao tampao recomendada pelo fornecedor e 1,4 uL
do DNA total (ndo quantificado). As sequéncias dos primers foram obtidas a partir de
informagdes do cDNA (GenBank AB089203) publicadas por Imai et al. (2002). Os
seguintes primers foram sintetizados utilizando-se o software “Primer3”: primer 1 (5'-
GCTAACGGAGCTCGAAAATG-3") e primer 2 (5'-ACCCTCCACTATTTGCATGG-3"). As
reagdes com os primers desenhados para um segmento do gene codificador da “sintase
do fator de lacrimejagao” foram incubadas em termociclador segundo o protocolo: a) um
ciclo a 94°C por 2 min seguido por b) 40 ciclos de 94°C por 30 segundos, 56°C por 1 min
e 72°C por 2 min, seguidos por ¢) um ciclo de 72°C por 5 min. Os produtos das reagbes
foram submetidos a eletroforese de agarose 1,5 %, na presenga da solugéo tampao de
TAE 1x e observados em transiluminador na presenga de brometo de etidio. Os géis de
agarose foram fotografados e as bandas analisadas com apoio do software Adobe

Photoshop.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A reagdo de PCR com o primer de parte do cDNA produziu fragmentos
monomorficos de aproximadamente 350 pares de bases (pb) de um tamanho esperado de
327 pb do cDNA para todas as amostras das plantas de cebola analisadas (Fig. 1). Este
resultado indica que potenciais mutagbes do gene que produz a “sintase do fator de
lacrimejagdao” nao estejam situadas entre ou na regido para onde os primers foram
desenhados. Outra possibilidade é que todas plantas avaliadas (sem prévia selegao para
baixo teor de acido piruvico) apresentem o mesmo alelo da “sintase do fator de
lacrimejagao”.

Trabalhos adicionais de analise de sequéncia do cDNA publicado por Imai et al.
(2002) bem como de analise de sequéncia dos amplicons produzidos de materiais
contrastantes (baixo e alto teor de 4&cido pirdvico) serdo necessarios para o
desenvolvimento de primers que possibilitem identificar regides do DNA que contenham
mutacdes no gene da “sintase do fator de lacrimejacao”. Estes primers poderiam permitir
uma genotipagem eficiente de plantas com diferentes alelos do gene codificador da
“sintase do fator de lacrimejacdo” e identificar aquelas plantas de cebolas livres da
irritante lacrimejagéo. Os ajustes e o desenvolvimento destes primers especificos para os
alelos da “sintase do fator de lacrimejagdo” podera facilitar tremendamente o
desenvolvimento de populagbes de cebola livre da lacrimejagdo, ao tempo em que
mantém os teores dos compostos organosulfurados, talvez de forma inédita no mercado
mundial de cebola.
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Figura 1. Gel de aarose com fragmentos do fator de Iacriejag:éo presente em plantas
da cultivar de cebola BRS Alfa Sao Francisco. A primeira coluna do lado esquerdo é o
padrao de 50 pb da Amresco DNA MicroMarker. Petrolina, PE, 2005.
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