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INTRODUCAO

Nos ultimos anos vem crescendo a preocupagdo da sociedade em relagdo a escassez dos
combustiveis fosseis, devido ao aumento desenfreado no consumo de energia. Sendo assim, a
sociedade atual tem privilegiado energia limpa buscando entdo tecnologias que apresentem um
menor impacto ao meio ambiente € que sejam sustentaveis, como o bioetanol e o biodiesel. Dentre
as culturas estudadas para esse fim de pesquisa, o tungue (Vernicia fordii), nativo das Regides
Central e Oeste da China, tem despertado a atengdo devido a algumas de suas caracteristicas, dentre
elas a adaptacdo a regido de clima temperado, o alto teor de 6leo na semente (entre 45-55% do peso
da améndoa) e o fato de ser uma cultura perene. O dleo de tungue apresenta alto teor de acidos
graxos conjugados, o que lhe confere capacidade secativa utilizada largamente na industria, porém
dificulta sua utilizagdio como biocombustiveis (SHOCKEY et al., 2006). Assim, estudos
relacionados a expressdo de genes do metabolismo lipidico apresentam papel importante para
compreensdo da sintese destes acidos graxos, visando sua redugao.

Em relacdo a producdo de 6leos de armazenamento da semente, existem trés eventos
biossintéticos principais envolvidos. O primeiro envolve a sintese de acidos graxos em plastidios, o
segundo envolve a modificacdo destes acidos graxos por enzimas localizados principalmente no
reticulo endoplasmatico (RE), e o terceiro envolve a jun¢do dos 4cidos graxos nascentes em
triacilglicerois (TAG), que posteriormente irdo acumular-se em vesiculas que brotam do RE
(CAGLIARI et al., 2010). Em diferentes espécies foi verificado que o gene que codifica para a
enzima acil-CoA diacilglicerol aciltransferase (DGAT) desempenha importante papel no terceiro

evento (TURCHETTO-ZOLET et al., 2011) e, portanto, o presente estudo objetivou analisar a
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expressdao da segunda copia deste gene (DGTA2) em diferentes estidgios de desenvolvimento da
semente de tungue, visando avaliar seu papel na sintese de lipideos.
MATERIAL E METODOS
2.1 Cultivo de tungue e coleta dos frutos

Arvores de tungue foram cultivadas na Sede da Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS,
tendo recebido igual tratamento durante seu desenvolvimento. Frutos de cinco estagios de
desenvolvimento foram coletados, correspondendo a 20 dias apds floracdo (DAF) (primeiro
estagio), 35 DAF (segundo estagio), 50 DAF (terceiro estagio), 80 DAF (quarto estdgio) e 100 DAF
(quinto estdgio). As sementes foram retiradas do fruto e imediatamente congeladas em nitrogénio
liquido, sendo mantidas a -80 °C até o momento das analises.
2.2 Avaliagdo da expressao do gene DGAT?2

As amostras congeladas foram maceradas com auxilio de nitrogénio liquido. O RNA total
foi extraido a partir de 0,1g destas amostras maceradas utilizando metodologia baseada em CTAB
com modificagdes (MESSIAS et al., 2010). A qualidade do RNA extraido foi avaliada através de
eletroforese utilizando gel desnaturante de agarose 0,5%, enquanto que a concentracao foi avaliada
utilizando a técnica de fluorometria (QuBit-RNA BR, Invitrogen™). A partir de 500ng de RNA
total, foi realizada a digestdo com 1U de DNAse e 1 x DNAse I Reaction Buffer, e posteriormente a
sintese de ¢cDNA com a enzima MMLYV, conforme indicagdes do fabricante (Invitrogen™). Os
cDNAs foram amplificados por PCR em tempo real utilizando primers especificos para os genes
DGAT2 e ACT (gene enddgeno), construidos com o auxilio do programa Vector NTI10
(Invitrogen™) a partir de sequéncias de Jatropha curcas e Ricinus communis (ambas da familia
Euphorbiaceae) obtidas no banco NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), visto a limitacdo de
sequéncias génicas disponiveis de tungue. A eficiéncia destes primers foi previamente avaliada
utilizando diluicdo seriada de cDNA (200ng a 5ng) e o amplicon gerado confirmado por
sequenciamento utilizando o kit Dye Terminator DY Enamic ET Cycle Sequencing e o seqiienciador
MegaBACE 1000 DNA (GE Healthcare). Para avaliagdo da expressdo gé€nica, as seguintes
condicdes da reacdo de PCR foram utilizadas: volume final de 20uL contendo 10ng cDNA, 10uL
de Platinum Sybr green UDG (Invitrogen™) e 10pmol de cada primer. A amplificagdo foi realizada
em um termociclador 7500 Fast (Applied Biosystems) utilizando as seguintes condi¢des: 50°C por
20s, 95°C por 10min, seguido por 45 ciclos de 15s a 95°C e 60s a 60°C. Condi¢des da curva de
dissociagdo: 15s a 95°C, 60s a 60°C, 30s a 95 °C e 15s a 60°C. O grafico de expressao relativa foi

gerado pelo método 244",

RESULTADOS E DISCUSSAO



Visando verificar a expressao de DGAT2 em sementes de tungue, primeiramente o RNA
total foi extraido de cinco estagios de desenvolvimento da semente. Através de eletroforese em gel
desnaturante de agarose foi possivel observar que o RNA extraido destas amostras apresentou
propor¢ao 28S:18S de aproximadamente 2:1, parametro este que indica que o RNA apresenta-se
integro (BUSTIN et al., 2009). Diante do RNA extraido, a eficiéncia dos primers DGAT2 (Figura
1A) e ACT (Figura 1B) foi verificada utilizando dilui¢cdes seriadas de cDNA, onde DGAT2

apresentou 101% e ACT apresentou 109% de eficiéncia, permitindo o uso em analises de expressao
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Figura 1. Eficiéncia dos primers correspondentes aos genes DGAT2 (A) e ACT (B) por PCR em

tempo real.

Os triacilglicerdis (TAGs) sdo formados primariamente a partir de reacdes da enzima acil-
CoA diacilglicerol aciltransferase (DGAT), considerada chave neste metabolismo por apresenta
papel essencial no controle do fluxo quantitativo e qualitativo de acidos graxos em TAGs de
estoque. Duas formas enzimaticas de DGAT (DGAT1 e DGAT2) foram identificadas em uma
grande variedade de eucariotos, fazendo parte de familias génicas distintas por se diferirem em
nivel de sequéncia protéica e de DNA, mas com redundancia funcional (TURCHETTO-ZOLET et
al., 2011). A andlise utilizando PCR em tempo real permite observar que o gene DGAT2 aumenta
sua expressao ao longo do desenvolvimento da semente em aproximadamente 95 vezes (Figura 2;

note que o grafico apresenta os dados em escala logaritmica de base 2).
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Figura 2. Expressdo do gene DGAT2 por PCR em Tempo Real durante cinco estigios de

desenvolvimento da semente de tungue.

Este resultado corrobora com resultados prévios encontrados na literatura que mostram que,
para o amadurecimento ideal do fruto, € necessario que a semente apresente uma reserva de lipidios,
visto que este acimulo de dleo é importante reserva energética no momento da germinagao
(CAGLIARI et al.,, 2010). Além disso, ¢ possivel constatar que DGAT2 apresente fungdo
preferencial para a sintese de TGAs em relagao ao gene DGTA1 que apresentou um aumento de 6,5

vezes nestas mesmas amostras (BUSS et al., 2012).

CONCLUSAO

Frente aos resultados obtidos em PCR em tempo real constatou-se que os niveis de
transcritos para o gene DGAT2 aumentam ao longo do desenvolvimento da semente, sugerindo que
contribua de forma efetiva nos processos de amadurecimento e acimulo de lipidios. Sugere-se
novos estudos com outros genes do metabolismo lipidico para melhor compreensao de como ocorre

a sintese nessa cultura tao pouco estudada.
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