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INTRODUGAO

A maca representa uma das mais importantes espécies de frutos de clima temperado comercializadas
no mundo. Por outro lado, Botryosphaeria dothidea é o agente causal da podriddo branca, uma das mais
importantes doencgas pos-colheita em magés. O estabelecimento da infeccdo € o resultado de uma
complexa interac@o entre o hospedeiro e o patdgeno, envolvendo processos desencadeados no fungo, tais
como, a ativagdo de mecanismos para penetracdo e colonizagdo do tecido hospedeiro, € na planta, tais
como, ativagdo das respostas de defesa da planta. Estas se constituem de uma ampla variedade de
barreiras e mecanismos de defesa ja existentes, ou ainda, mecanismos de defesa que, aparentemente,
permanecem inativos, expressando-se, apos as plantas serem expostas a agentes de inducdo (Benito et al.
1996; Lurie, 1998).

O possivel aparecimento de ragas resistentes, bem como, a maior preocupac@o do consumidor com a
presenca de residuos quimicos, pela utilizacdo de agrotdxicos, tem levado ao desenvolvimento de novas
técnicas para o controle desta doenca. No caso de B. dothidea, sdo escassos os estudos sobre técnicas
alternativas para o controle deste patégeno na pds-colheita de macas, bem como, s3o inexistentes as
informacgdes sobre as bases bioquimicas e moleculares desta interagdo.

As técnicas mais promissoras, utilizadas para o controle de Penicillium expansum e Botrytis cinerea
na pos-colheita sdo a termoterapia com calor, a utilizagcdo de cloreto de calcio e o controle bioldgico com
microorganismos antagonistas (Conway et al, 1999). Em adicdo ao possivel efeito letal do calor ao patégeno,
varios trabalhos tém demonstrado que a termoterapia com calor pode ser efetiva na redugdo da doenca
através da inducdo de mecanismos de defesa (Lurie, 1998). Segundo Pavoncello et al. (2001), dois grupos
de proteinas podem ser ativados pelo tratamento térmico com &gua, as quais induziriam a resisténcia no
fruto: proteinas de choque de calor (HSPs) e proteinas relacionadas com a patogénese (PRs).

Uma das técnicas utilizadas para a identificacdo de genes que s8o regulados durante as interacdes
planta-patégeno é o Differential Display (DD) RT-PCR. Para isto, ha necessidade do isolamento de RNA
purificado dos tecidos da planta e/ou patégeno. Diversos protocolos ja foram descritos para o isolamento de
RNA de tecidos vegetais (Thompson et al., 1983; Verwoerd et al., 1989), porém, sem sucesso na utilizacao
com tecidos que apresentam altas quantidades de polissacarideos e compostos fendlicos, tais como frutos
de maca. Lopez-Gémez & Gomez-Lim (1992) desenvolveram um método para extracdo de RNA de frutos
de manga baseado no uso de tris-acido bérico e precipitagdo com etanol 20%. Utilizando dois protocolos de
isolamento, este trabalho teve como objetivo isolar o RNA total de frutos de maca inoculadas ou nd&o com o
patégeno Botryosphaeria dothidea ap6s termoterapia com calor, além de verificar a expressao de genes que

sdo regulados durante a interagdo maca-B. dothidea através da utilizagcdo de DD/RT-PCR.

MATERIAL E METODOS

Para a produgéo de conidios, o isolado de B. dothidea, obtido a partir de macgas cv. Fuji, foi repicado

em discos de papel filtro que estavam sobre o meio de cultura BDA nas placas de Petri, permanecendo por



15 dias a 26°C sob luz fluorescente constante. Apods este periodo, os papéis filtro foram retirados das placas
e triturados, em almofariz, juntamente, com 20 mL de meio de cultura batata-dextrose (BD) estéril a 5%. A
concentragdo de conidios na suspensdo foi determinada com um hemacitdmetro e ajustada para 10°
conidios/ml. As magas 'Fuji' foram inoculadas com o patégeno através da aspersdo, durante 5 segundos, da
suspensdo de conidios, na regido equatorial do fruto. Imediatamente apds a inoculagido, tanto os frutos
inoculados quanto os n&o inoculados foram acondicionados em bandejas plasticas e incubados em camara
de crescimento BOD a 26°C por 48 horas. Apds este periodo, parte dos frutos recebeu a aplicagdo de calor,
através da aspersdo de agua quente a 58°C por 30 segundos. Apos 24 e 72 horas da aplicagdo dos
tratamentos, as amostras (discos de 1 cm de di@metro x 0,5 cm de profundidade) de tecidos foram retiradas
da regido equatorial das magas. Os discos foram colocados em tubos de microcentrifugas e imediatamente
armazenados em ultrafreezer a -80°C.

O isolamento de RNA total foi realizado através de dois protocolos. O protocolo de isolamento de RNA
de tecidos vegetais utilizados pelo LFM - UFRGS estd baseado nos procedimentos padrées recomendados
por Sambrook et al. (1989) com algumas modificacdes na tentativa de se obter uma quantidade adequada
de RNA: a) a quantidade de amostra utilizada foi maior (400 mg) com o volume dos reagentes duplicados; b)
para a ressuspensao do RNA foi utilizado 40 W de agua ultra pura. O outro protocolo de isolamento de RNA
utilizado foi segundo Lépez-Gomez e Gémez-Lim (1992).

A analise da expressao dos genes, realizada através de Differencial Display -RT-PCR, utilizou para a
sintese da primeira fita de cDNA: 2,3 pL contendo 5 pg de RNA; 1 uL de tampao (5X) (250mM Tris-HCI pH
8,3, 375 mM KCI, 15 mM MgCl,); 0,17 pL de mix deoxinucletideos (10mM cada); 0,33 pL de DTT (0,1M); 0,33

L de dTA  (B'AAGCTTTTTTTTTTTA3) ou dTC  (B'AAGCTTTTTTTTTTTC3) ou dTG
(5’AAGCTTTTTTTTTTTG3') (20 pM) (trés combinagbes de iniciadores); 0,17 uyL da enzima MMLV
transcriptase reversa (Amersham Life Science); 0,7 uL de &gua ultra pura para completar o volume de 5 L
de cada amostra. Em seguida, as amostras foram incubadas por uma hora a 37°C. Para a amplificacao
foram adicionados os seguintes componentes: 5 yL de tamp&o (10X) para PCR (200mM de Tris-HCI pH 8,4,
500mM KCI); 2 pyL de MgCl, (50mM); 1 pL de mix deoxinucletideos (10mM cada); 2 yL de dTA
(5'AAGCTTTTTTTTTTTAS’) ou dTC (5'AAGCTTTTTTTTTTTC3") ou dTG (5’AAGCTTTTTTTTTTTGS') (20
MM); 2 uL de oligo 3 (5’ AAGCTTCGGCATAZ"); 0,3 uL de Tag DNA polimerase (5 unidades/uL); 5 yL de cDNA
da reacio anterior; 32,7 pL de agua ultra pura. As condicdes da reagdo de PCR foram: 95°C por 2 minutos,
94°C por 30 segundos, 40°C por 2 minutos, 72°C por 90 segundos e 72°C por 5 minutos, num total de 39
ciclos.

A concentracdo de RNA total foi estimada por espectrofotometria a 260nm e a qualidade do RNA
através das razbes A260 / A280. A integridade do RNA e os produtos das reagdes de PCR foram verificados
através de eletroforese em gel de agarose 1,5% - TBE 1,0X (Tris 400mM pH , &cido bdérico 400mM, EDTA

10mM), utilizando-se brometo de etidio (0,5 ugmL™) para visualizagdo do mesmo.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A quantidade de RNA total por grama de tecido de macéd variou de 20-30ug/g de tecido fresco. O
método de isolamento utilizando o protocolo do LFM - UFRGS produziu maior quantidade de RNA total (301

g/g tecido fresco), porém, ainda assim, valor considerado baixo. A razdo de absorbancia A260 / A280 foi

igual a 1,8. Quando utilizado o protocolo segundo Lépez-Gomez e Gémez-Lim (1992), recomendado para a



extracdo de RNA de frutos, tanto a produgdo de RNA total (20ug/g de tecido fresco) como a razdo A260 /
A280 foi baixa (1,6), mesmo com duas precipitacdes adicionais com LiCl. Estes resultados diferem dos
obtidos por aqueles autores quando da extracdo de RNA total de mesocarpo de manga, onde obtiveram
60-701g RNA/g de tecido fresco.

Por outro lado, Valderrama-Chairez et al. (2002) trabalhando com extracdo de RNA em cactus,
utilizando este mesmo protocolo, obtiveram uma baixa producéo (30ug RNA/g tecido fresco). Além da baixa
producdo de RNA verificada nos dois protocolos, as razdes de absorbancia A260 / A280 apresentaram
valores que indicam contaminacdo das amostras com proteinas ou ainda, polissacarideos e compostos
fendlicos (Asif et al. 2000). O isolamento de RNA de boa qualidade parece ser dificli em tecidos que
apresentam altas quantidades de polissacarideos e compostos fendlicos, tais como frutos de maca, péra e
banana (Hu et al., 2002). A presenca destas substéncias poderia afetar a qualidade e quantidade do RNA
isolado.

Durante a fase de amadurecimento de frutos, o amido insoluvel é transformado em polissacarideos
soluveis, os quais, apresentam propriedades fisico-quimicas semelhantes aquelas do RNA e poderiam
co-precipitar e contaminar o RNA durante a extracdo e, consequentemente, afetar a produc&o e a qualidade
do mesmo (Asif et al.,, 2000). Estas caracteristicas poderiam explicar a baixa producdo do RNA observada
nos dois protocolos testados.

O isolamento do RNA utilizando o protocolo segundo Lépez-Gomez e Gomez-Lim (1992) nao
apresentou bandas de RNA ribossomal, quando analisado em gel de agarose, sugerindo que o RNA foi
degradado durante as extracdes (Figura 1B). No caso do isolamento de RNA pelo método do LFM - Ufrgs
(Figura 1A), a analise por eletroforese com gel de agarose mostrou, em todas as linhas, duas bandas
distintas correspondendo a 28S e 15S do RNA ribossomal.

Para qualquer método de isolamento de RNA adotado neste trabalho nao foi possivel a visualizagéo de
bandas nos géis de agarose. Os resultados obtidos no RT-PCR evidenciam que os protocolos utilizados ndo
produziram RNA de alta qualidade e desta forma inviabilizam a transcricdo reversa e, consequentemente, a

analise da expressao diferencial dos genes em frutos de maca.

FIGURA 1. Eletroforese em gel de agarose do RNA total de epiderme + polpa de maga 'Fuji'. O RNA total foi separado em
gel de agarose (1,5%) ndo desnaturante contendo brometo de etidio e fotografado sob luz ultravioleta. (A)
Amostras de RNA extraidas segundo o protocolo LFM-UFRGS (B) Amostras de RNA extraidas segundo
Lopez-Gémez & Gémez-Lim (1992). Linha 1. marcador 1Kb (Gibco BRL)
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