UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE CIENCIAS AGRARIAS
CURSO DE AGRONOMIA

JESSICA VERONICA NASILOWSKI

TEMPO MEDIO DE BROTAGAO E COMPARAGCAO ENTRE PROTOCOLOS PARA
EXTRACAO DE RNA EM LENHO DE MACIEIRA

TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

PATO BRANCO
2021



UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE CIENCIAS AGRARIAS
CURSO DE AGRONOMIA

JESSICA VERONICA NASILOWSKI

TEMPO MEDIO DE BROTACAO E COMPARACAO ENTRE
PROTOCOLOS PARA EXTRACAO DE RNA EM LENHO DE
MACIEIRA

TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

PATO BRANCO
2021



JESSICA VERONICA NASILOWSKI

TEMPO MEDIO DE BROTACAO E COMPARACAO ENTRE
PROTOCOLOS PARA EXTRACAO DE RNA EM LENHO DE
MACIEIRA

Trabalho de Concluséao de Curso apresentado
ao Curso de Agronomia da Universidade
Tecnolégica Federal do Parana, Campus
Pato Branco, como requisito parcial a
obtencéo do titulo de Engenheiro Agrénomo.

Orientador: Prof. Dr. Idemir Citadin

Coorientadora: Prof2. Dr2. Taciane Finatto

PATO BRANCO
2021



Nasilowski, Jéssica Veronica

Tempo médio de brotacdo e comparacdo entre protocolos para
extracdo de RNA em lenho de macieira /| Jéssica Veronica Nasilowski.
Pato Branco. UTFPR, 2021

40f.:il.; 30 cm

Orientador: Prof. Dr. Idemir Citadin

Coorientador: Prof. Dr. Taciane Finatto

Monografia (Trabalho de Conclusdo de Curso) - Universidade
Tecnolégica Federal do Parana. Curso de Agronomia. Pato Branco,
2018.

Bibliografia: f. 31 — 34

1. Dorméncia. 2. Macieira. 3. Brotacdo. I. Citadin, Idemir,ll. Finatto,

Taciane, coorient. lll. Universidade Tecnoldgica Federal do Parana.
Curso de Agronomia. IV. Titulo.

CDD: 630




Ministério da Educacéo
UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE CIENCIAS AGRARIAS

UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA

TERMO DE APROVACAO

TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO - TCC
Tempo médio de brotacdo e comparacao entre protocolos para
extracao de RNA em lenho de macieira
Por
Jéssica Veronica Nasilowski

Monografia defendida em sesséo publica as 15 horas do dia 04 de maio de 2021
como requisito parcial, para conclusdo do Curso de Agronomia da Universidade
Tecnolégica Federal do Parana, Campus Pato Branco. A candidata foi arguida pela
Banca Examinadora composta pelos Membros abaixo assinados. Apés deliberacdo
e conferidas, bem como achadas conforme, as alteragdes indicadas pela Banca
Examinadora, o Trabalho de Conclusdo de Curso, em sua forma final, pela
Coordenacéo do Curso de Agronomia foi considerado APROVADO.

Banca examinadora:
M.Sc. Rafael Henrigue Pertille - PPGAG-PB UTFPR - Doutorando

Prof. Dr. Idemir Citadin - UTFPR Campus Pato Branco- Orientador
Profa. Dr2. Taciane Finatto - UTFPR Campus Pato Branco - Coorientadora

Prof. Dr. Jorge Jamhour - Professor responsavel TCC 2

A “Ata de Defesa” e o decorrente “Termo de Aprovacao” encontram-se assinados e devidamente
depositados no SEI-UTFPR da Coordenacdo do Curso de Agronomia da UTFPR Campus Pato
Branco, ap0ds a entrega da verséo corrigida do trabalho, conforme Norma aprovada pelo Colegiado de
Curso.



Dedico este trabalho aos meus pais, Jorge Nasilowski e Rozeli
Teresinha Nasilowski, meus maiores incentivadores e exemplos de

vida.



AGRADECIMENTOS

Agradeco aos meus pais, pelo apoio, amor e incentivo.

Aos meus orientadores, Prof. Dr. Idemir Citadin e Prof. Dr. Taciane
Finatto pelos ensinamentos repassados a mim.

Ao senhor Geraldo Lovo por permitir a execucao desse trabalho em
sua propriedade.

Aos colegas Debora Gobatto, Alana Madureira e Rafael Pertille que
auxiliaram nas atividades.

Ao CNPq pela bolsa de iniciacdo cientifica (PIBIC/CNPq — 08/2015 a
07/2016) e a UTFPR Campus Pato Branco pela oportunidade de formacao.



Lembre-se, desistir ndo é uma opcéo.



RESUMO

NASILOWSKI, Jéssica Veronica. Tempo médio de brotacdo e comparacdo entre
protocolos para extragdo de RNA em lenho de macieira. 40 f. TCC (Curso de
Agronomia), Universidade Tecnoldgica Federal do Parand (UTFPR). Pato Branco,
2021.

A cultura da macieira € de grande importancia no cenario mundial de producéo de
frutiferas de clima temperado e sua produtividade estd4 diretamente ligada ao
processo de dorméncia. Objetiva-se no presente trabalho avaliar a tempo médio de
brotacdo em trés cultivares de macieira de baixa e média necessidade de frio. Além
de testar a eficiéncia de diferentes protocolos de extracdo de RNA em lenho. O
material vegetal utilizado foi coletado em um pomar comercial situado no municipio
de Palmas-PR. Foram estudadas as cultivares 'Eva’, 'Fuji Suprema’ e 'Galaxy'. A
avaliacdo da dindmica da dorméncia foi feita a partir do teste de uma s6 gema,
guantificando o tempo médio de brotacdo (TMB). A extracdo de RNA se deu pelos
métodos descritos por Salzman (1999), Zeng e Yang (2002), Quick Zol® e
PureLink™ Plant RNA Reagent. Conclui-se que plantas submetidas a invernos
amenos ndo apresentam um pico de TMB bem definido, ndo entrando em um estado
de endodorménica profunda, e que diante dos inUmeros protocolos de extracdo de
acidos nucleicos, deve-se testar eficiéncia, tempo, custo e residuo.

Palavras-chave: Dorméncia. Macieira. Brotacao.



ABSTRACT

NASILOWSKI, Jéssica Veronica. Average time of budburst of three apple trees
cultivars and comparison between protocols for RNA extraction in wood. 40 f. TCC
(Course of Agronomy) - Federal University of Technology — Parana (UTFPR). Pato
Branco, 2021.

Apple culture is of great importance in the world scenario of temperate fruit
production and its productivity is directly linked to the dormancy process. The present
study aims to evaluate the mean time of budburst of three apple trees cultivars of low
and medium chilling requirements and to test the efficiency of different protocols for
RNA extraction in wood. Plant material were collected in a commercial orchard in
Palmas, Southwest of Parana. Cultivars used were “Eva”, “Fuji Suprema” and
“Galaxy”. The evaluation of dormancy dynamics was done bysingle-node cutting
methodology through the quantification of Mean Time of Budburst (MTB). The RNA
extraction was done by the methods described by Salzman (1999), Zeng and Yang
(2002), Quick Zol® and PureLink™ Plant RNA Reagent. The plants exposed to mild
winters did not have a well-defined peak of MTB, and in face of the numerous
protocols for nucleic acid extraction, efficiency, time, cost and residue should be
tested.

Keywords: Dormancy. Apple tree. Leafing
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1 INTRODUGAO

A producdo mundial de frutas se caracteriza pela grande diversidade
de espécies cultivadas, e constitui-se em grande parte por frutas de clima
temperado. A cultura da macieira (Malus domestica Bork.) é de grande importancia
no cenario mundial de producdo de frutiferas de clima temperado. Segundo a
(FAOSTAT, [s.d.]) no ano de 2018 a producdo mundial de maca foi de cerca de 86
milhdes de toneladas, sendo a producgéo brasileira de cerca 1,1 milh&o de toneladas.
No Brasil, a principal area produtora se localiza na regido sul, com cerca de 99% da
producdo nacional (IBGE, 2016). Nos trés estados produtores da regido Sul, busca-
se a eficiéncia da producdo de maca, contribuindo para o aumento da quantidade
produzida, o que permitiu ao pais passar de importador de macas para potencial
exportador da fruta (RECH; CARIO; AUGUSTO, 2014). Estes avancos se devem a
importantes tecnologias que foram introduzidas ao longo dos anos, 0 que permitiu
um aumento de qualidade e produtividade da cultura (PETRI et al., 2011).

A produtividade da macieira esta diretamente ligada ao processo de
dorméncia, dado que um ciclo de dorméncia bem ajustado é fundamental para o
alcance integral do seu potencial genético (FALAVIGNA et al., 2015). O estudo da
fisiologia da dorméncia de gemas é fundamental para o sucesso do manejo da
superacao da dorméncia, técnica necesséria para a exploracdo racional de espécies
de clima temperado no Brasil (CARVALHO; ZANETTE, 2004). A metodologia de
estacas de uma sO0 gema (RAGEAU, 1978) permite estudar a dinamica da
dorméncia desde a entrada até a retomada do crescimento ativo e separar 0s
componentes de para, endo e ecodorméncia (LANG et al., 1985), expressando 0s
resultados em tempo médio de brotacdo das gemas estudadas.

Para os programas de melhoramento de frutiferas, os marcadores
moleculares representam uma ferramenta adicional, pois além de permitir a
conservacdo do germoplasma possibilita a identificacdo de materiais genéticos com
caracteristicas desejaveis em plantas cultivadas (FERRAO et al., 2016). Para a
realizacdo da maioria das metodologias de biologia molecular, o primeiro passo € a

extracdo dos acidos nucleicos (DNA e RNA). Para tal, é imprescindivel a obtencéo
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de um material com qualidade e em quantidades necessarias para o estudo da

expressao génica em plantas cultivadas.

Apesar dos avancos significativos, 0os mecanismos genéticos de
inducéo e liberacdo de dorméncia em macieiras nao sao totalmente compreendidos,
logo o estudo genético da dorméncia macieira € um processo complexo e a

identificag&o dos genes controladores € um grande desafio.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar a tempo médio de brotacdo em trés cultivares de macieira de
baixa e média necessidade de frio e testar a eficiéncia de diferentes protocolos de

extracdo de RNA em lenho.

2.2 ESPECIFICOS

Avaliar a dinamica da dorméncia pelo teste de uma sO gema e
guantificar o Tempo Médio de Brotacéo (TMB);

Comparar a eficiéncia de quatro diferentes protocolos de extracdo de
RNA de lenho;
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 CLASSIFICAQAO BOTANICA, ORIGEM, HISTORIA E IMPORTANCIA
ECONOMICA

Originaria da Asia, a macieira cultivada comercialmente (Malus
domestica Borkh.) pertencente a familia Rosaceae e subfamilia Pomoideae. A
espécie Malus domestica € a frutifera de clima temperado que mais tem sido
cultivada na Europa e na Asia desde a antiguidade (SRIVASTAVA et al., 2013).

A cultura da macieira no Brasil iniciou seu desenvolvimento comercial
na década de 70, sendo que, até esta data, foram poucos os plantios comerciais
(PETRI et al., 2011). O aumento das areas plantadas ocorreu devido a iniciativa de
produtores pioneiros, amparados por incentivos fiscais que permitiam aplicar parte
do imposto de renda na implantacdo de pomares. Paralelamente, o governo passou
a estimular projetos para o desenvolvimento da cultura (GOMES; NETO, 2015).
Segundo (PETRI et al., 2011), ap0s a visita de um dos maiores viveiristas da Europa
Sr. George Delbard, houve a importacado de cerca de 100 mil mudas de diferentes
fruteiras de clima temperado, sendo a macieira a de maior destaque.

Segundo a FAO, no ano de 2018 foram 33.029 hectares colhidos da
cultura, totalizando 1.195.007 toneladas de frutos colhidos, com a criacdo de cerca
de 195 mil empregos diretos e indiretos (KIRST, 2016).

3.2 CONDICC)ES CLIMATICAS PARA A MACIEIRA E FISIOLOGIA DA
DORMENCIA

A macieira, frutifera de clima temperado caracteriza-se pela queda das
folhas no final do ciclo (outono) e, consequente, entrada em dorméncia no inverno,
com reducdo de suas atividades metabdlicas (FRANCESCATTO, 2014).
Temperaturas baixas e continuas no inverno séo indispensaveis para que as plantas
iniciem um novo ciclo vegetativo, com brotacéo e floracdo normais (CARDOSO et

al., 2012). Para a fase vegetativa, as condigbes térmicas de primavera e verao
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também influenciam no desenvolvimento da macieira. Para se iniciar um novo ciclo

vegetativo, em condi¢cfes naturais, € necessario que esta seja exposta a um periodo
de baixas temperaturas durante o inverno, sendo que este periodo é variavel em
funcdo da cultivar (PETRI et al., 1996). Esta exigéncia de horas de frio (HF)
acumuladas pode variar de 200 a 1.400 horas dependendo da cultivar.

A nado ocorréncia de frio em qualidade e quantidade suficientes e,
consequentemente, a nao eliminagdo da dorméncia, altera totalmente o
comportamento de uma espécie, ocasionando um desenvolvimento irregular da
cultura (SCARIOTTO, 2011). Embora seja possivel efetuar a superacdo da
dorméncia com substancias quimicas, os resultados finais de crescimento, producao
e qualidade sé&o, geralmente, inferiores aos obtidos com cultivares adaptadas
(WAGNER JUNIOR et al., 2010).

Dorméncia é uma fase de desenvolvimento de ocorréncia anual,
resultante da adaptacéo das plantas as condi¢cdes ambientais (HAWERROTH et al.,
2010). Esse fendmeno pode ocorrer basicamente em todos os 6rgdos que possuem
meristemas (EREZ, 2000). Segundo (PETRI et al., 1996), esse periodo compreende
desde a paralisacdo do crescimento, no outono, até o inicio da brotacdo na
primavera seguinte. A entrada e saida da dorméncia séo influenciadas por fatores
genéticos e ambientais, como cultivar, porta-enxerto, temperatura, luz, época de
ocorréncia de frio e precipitacéo pluvial, além dos reguladores de crescimento (acido
abscisico, auxinas e citocininas) (CARDOSO, 2011).

A dorméncia pode ser dividida em trés estadios fisiologicos:
paradorméncia, endodorméncia e ecodorméncia (LANG et al., 1985).

Na paradorméncia, o crescimento de gemas axilares ndo pode ser
visivel, pois a inibicdo da gema é regulada por fatores fisioldgicos e externos a
estrutura afetada, causando a inativacdo do meristema floral ou vegetativo (LANG et
al., 1985). A paradorméncia ocorre quando as plantas estdo metabolicamente mais
ativas, ou seja, nas fases de crescimento e producdo (ANZANELLO, 2012)

A endodorméncia ocorre durante a estacdo do inverno, quando ha a
paralisacdo no desenvolvimento da gema como forma de sobrevivéncia, mas
internamente ocorrem processos fisioldgicos e bioquimicos (LEITE, 2010). Para

Faust et al., (1997) a endodorméncia pode ser dividida em d-endodorméncia
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(dorméncia profunda) e a s-endodorméncia (dorméncia superficial). A d-

endodorméncia ocorre a partir da paradorméncia, com possivel sobreposi¢do, até o
pico de dorméncia. Nesse periodo o0s agentes quimicos de inducdo de
brotacao/floracio ndo possuim efeito de complementacdo ao frio. A s-
endodorméncia é o periodo apds o pico de dorméncia, em que 0 uso de agentes
guimicos pode compensar o0 restante da necessidade de frio, antecipando e
homogeneizando a retomada de crescimento (SACHET, 2018)

A superacdo da endodorméncia acontece somente apls as
necessidades de frio ser superada. A ecodorméncia é regulada por fatores
ambientais, apesar das gemas possuirem completa capacidade de brotacao,
permanecem em repouso até que a temperatura se torne mais elevada, permitindo

gue estabeleca a fase vegetativa da planta (LANG et al., 1987)

3.3 TEMPO MEDIO DE BROTACAO

Dentre os métodos mais utilizados para a avaliacdo de dorméncia
destacam-se o teste de estacas de uma s6 gema (RAGEAU, 1978), que consiste na
avaliacdo de brotacdo de gemas isoladas em fragmentos de ramo, que sao
submetidos a condi¢des de temperatura e fotoperiodo favoraveis ao crescimento. Os
dados de TMB sao associados a endodorméncia pois remove-se a paradorméncia
de longa distancia (n6/gema isolada) e é suprimida a ecodorméncia na camara de
crescimento (PERTILLE, 2021). Observa-se no estudo realizados por Sachet (2014),
gue o TMB a partir de 12 dias ndo ha mais endodorméncia, apenas necessidade de

calor, o que caracteriza ecodorméncia.

3.4 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA NA AGRICULTURA

A biotecnologia pode fornecer meios para aumentar a producéo
agricola pela aplicacdo do conhecimento molecular em funcdo dos genes envolvidos

na tolerancia a estresses, desenvolvimento e crescimento em espécies vegetais



19
((TAKEDA; MATSUOKA, 2008). Entre os métodos usados para avaliar a diversidade

genética, destacam-se os marcadores bioquimicos e moleculares. Dessa forma,
entender a influéncia do ambiente na regulacdo da brotacdo da macieira, permite
gue pesquisadores atuem em novas metodologias da biotecnologia contribuindo
para apontar novas estratégias e reduzir os efeitos do clima na produtividade de
frutiferas como a macieira.

Existem muitos tipos de protocolos e muitos kits comerciais para a
extracdo que se adaptam a diversos tipos de amostras. Para cada tipo de tecido
podem ser testadas adaptacdes, de acordo com as caracteristicas de cada
espécime a ser analisado (OLIVEIRA et al., 2007). E preciso levar em consideracéo
a otimizacdo do rendimento e a degradacdo dos acidos nucleicos durante a
extracao, custo, tempo, simplicidade da metodologia e o tipo de residuos gerados.

O protocolo mais utilizado para isolar RNA é baseado no método
fenoltiocianato de guanidina, ou comercialmente disponivel como o reagente Trizol®,
mas que se mostra inadequado para alguns tecidos e espécies vegetais (OLIVEIRA,
2018). A obtencdo de RNA de boa qualidade é o ponto de partida para diversos
processos que visam avaliar e quantificar a expressédo de genes. Diversos estudos
descrevem protocolos de extracdo diferentes para tecidos vegetais ricos em
polifendis ou polissacarideos, que sdo os tecidos que impde uma maior dificuldade
para isolamento de boa quantidade de RNA e de alta qualidade (OLIVEIRA, 2018).

3.4 CULTIVARES ESTUDADAS

As principais cultivares produzidas no Brasil sdo Gala, Fuji e Eva
(MARIANO, 2015). No ano de 1979, o Instituto Agronébmico do Parana realizou o
cruzamento entre as cultivares Anna e Gala, resultando na cultivar Eva, denominada
inicialmente de Selecdo IAPAR 75. Eva, € cultivar que apresenta baixa exigéncia em
frio, entre 330-350 unidades de frio, alta produtividade e frutos de excelente
qualidade. E uma cultivar recomendada para regides onde ocorre entre 100 e 350
HF abaixo de 7 °C (HAUAGGE; TSUNETA, 1999). Em regibes onde ha ocorréncia

de geadas, o cultivo deve ser evitado, pois € uma -cultivar suscetivel ao

congelamento.



20
Resultante do cruzamento ‘Ralls Janet’ x ‘Delicious’, realizado em 1939

em Fujisaki no Japéao, a cultivar Fuji foi introduzida no Brasil em 1967 (Patto, 2017).
A cultivar Fuji, requer acumulo de frio entre 700 a 800 HF abaixo de 7,2 °C (Petri,
Palladini, Pola, e EPAGRI, 2006).

Procedentedo cruzamento entre 'Kidd's Orange Red' e 'Golden
Delicious', realizado em 1934 por J.H. Kidd, na Nova Zelandia (CAMILO; DENARDI;
EPAGRI, 2006), as cultivares do grupo ‘Gala’ apresentam média necessidade de
frio, de 600 HF (horas de frio) abaixo de 7,2 °C (PETRI; PALLADINI; POLA, 2006).
Essa cultivar apresenta dezenas de clones com caracteristicas variaveis quanto a

intensidade e distribuicéo de cor na epiderme.
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4 MATERIAL E METODOS

O material vegetal utilizado nesse trabalho foi coletado em pomar
comercial situado no municipio de Palmas, Sudoeste do Parand, na propriedade do
senhor Geraldo Lovo. As cultivares avaliadas foram 'Eva’, 'Fuji Suprema’ e 'Galaxy'.
O clima de Palmas, segundo a classificacdo de Képpen, € o Cfb, Temperado, com
temperaturas médias, no més mais quente inferior a 22 °C e no més mais frio inferior
a 18 °C, super-umido, com precipitagdo pluviométrica em torno de 2250 mm
(ALVARES et al., 2013). A implantagédo do pomar foi no ano de 1999 em sistema
adensado com 2.857 plantas ha*, com tutoramento para 'Fuji Suprema' e 'Galaxy"'
sobre porta-enxerto ‘M.9’ e 'Eva’ no sistema adensado com 2.631 plantas ha*, sem
tutoramento, com porta-enxerto ‘Marubakaido’ e inter-enxerto de 15 cm de ‘M.9'. A
disposicéo das cultivares no pomar é de duas filas de ‘Gala’ intercaladas com uma
fila de ‘Fuji’, e a cultivar Eva apresenta como polinizadora a cultivar Princesa

intercalada a cada 10 plantas de ‘Eva’.

4.1 DADOS CLIMATICOS

Os dados de temperatura diaria, em Palmas-PR, foram registrados pela
estacdo automatica localizada no |Instituto Agrondmico do Parana (IAPAR).

Calculou-se o numero de horas com temperatura < 7,2 °C a partir de 1 de abril.

4.2 TESTE DE UMA SO GEMA (RAGEAU, 1978).

Para a realizacdo do teste de nos isolados, 20 ramos foram coletados
em campo e seccionados em por¢des de 7 cm de comprimento, mantendo apenas a
gema superior de cada segmento, as demais gemas foram removidas e 0s
ferimentos isolados com fita parafinada. As estacas foram colocadas em espuma
fendlica umedecida e mantidas a 25 °C (x1 °C) em camara de crescimento com
fotoperiodo de 16 horas. Foram registrados os tempos individuais das estacas,

decorridos desde a colocacdo na camara de crescimento até a brotacdo, de acordo
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com os parametros de crescimento “Ponta Verde” (PV), o tempo decorrido entre a

coleta até o estagio PV serad computado como TMB.

4.3 EXTRACAO DE RNA

Foram utilizadas trés amostras de lenho da cultivar Eva, cortadas em
porcBes de aproximadamente 5 mm e armazenadas em tubos de centrifuga com
capacidade de 2 ml em ultra freezer — 45 °C até o momento das extracdes de RNA.

Foram testados quatro protocolos para a extracdo de RNA em lenho de
macieira para estabelecer um método eficiente de extracdo. O valor estimado para a
extragdo de RNA, em cada protocolo, considerou os custos dos reagentes. No
entanto, o custo da mao-de-obra e o desgaste dos equipamentos ndo foram
incluidos. O tempo de execucdo de cada método foi determinado considerando o

tempo para execucao das principais etapas para cada método.

4.3.1 EXTRACAO DE RNA TOTAL PELO METODOS DE (SALZMAN ET AL., 1999)

Foram macerados 200 mg de lenho de macieira, em nitrogénio liquido
com auxilio de almofariz e pistilo. O material macerado foi transferido para um tubo
de centrifuga com capacidade de 2 mL. Em seguida, adicionou-se 1 pL de solugéo
tampao (anexo A), seguido de agitacdo em vOrtex por 1 minuto. Adicionou-se um
volume de CIA (cloroférmio: alcool isoamilico (24:1)), agitando por 20 minutos. Em
seguida, centrifugou-se a 16.000 x g por 10 minutos a 4 °C. A fase superior foi
transferida para um novo tubo, adicionando 2 volumes de etanol 100% e 0,1 volume
de NaCl 5M, seguida de precipitacdo overnight a -2 °C. Apés, nova centrifugacdo a
16.000 x g, por 10 minutos a 4 °C, o pellet foi ressuspendido em 1 uL de agua DEPC
0,1%, 1 volume de fenol saturado em TE (pH 8,0): cloroférmio: alcool isoamilico na
proporcao 25:24:1. Apos agitacdo por 10 minutos, a temperatura ambiente, seguida
de centrifugacdo a 13.000 x g por 10 minutos a temperatura ambiente, transferindo a
fase superior para um novo tubo e adicionou-se 2 volumes de etanol 100% e 0,1

volume de NaCl 5M, seguida de precipitagdo overnight a -2 °C. Centrifugou-se a
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16.000 x g, por 15 minutos a 4 °C, ressuspendo o pellet formado em 500 pyL agua

DEPC 0,1%. Completou-se a amostra para 1 mL com agua DEPC e adicionou-se
333 L de LIiCl 8M. A precipitacado foi feita a 4 °C, por 3 horas em ambiente
refrigerado, antes da centrifugacdo a 12.000 x g, por 20 minutos a 4 °C. O
precipitado foi lavado com etanol 80% e ressuspendido em 50 uL de agua DEPC

0,1% e armazenado a temperatura de -10 °C.

4.3.2 EXTRACAO DE RNA PELO METODO (ZENG; YANG, 2002)

Foram aquecidos 15 mL de tamp&o de extracdo as 65 °C em banho
maria, por 60 minutos. Macerou-se o tecido vegetal 200 mg de lenho de macieira,
em nitrogénio liquido com auxilio de almofariz e pistilo. O material macerado foi
transferido para um tubo de centrifuga, onde continha 750 pL de tampédo de
extracdo, seguindo por agitacdo (vortex). Incubou-se o material a 65 °C, por 10 X
minutos, adicionando igual volume de CIA e misturou-se. Centrifugou-se a 10.000 x
g por 15 minutos, a 4 °C. Transferindo o sobrenadando a um novo tubo, reextraindo
com igual volume de CIA. Seguida de uma nova centrifugacdo a 10.000 x g por 15
minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e adicionou-se
0,6 volumes de isopropanol e 0,1 volume de 3M, seguida de agitacdo em vortex. As
amostras foram armazenadas em -45 °C, por 25 minutos. Seguindo por agitacéo a
29.000 x g, por 20 minutos a 4 °C. Todo o liquido foi removido com o auxilio de uma
pipeta, seguindo por ressuspender o pellet em 20 yL de TE. Adicionou-se 0,25
volumes da solucao de precipitacdo de LiCl 7,5M, a amostra foi agitada em vortex e
precipitadas em ovemight a -4 °C. Centrifugou-se a 29.000 g, por 45 minutos a 4 °C.
Todo o sobrenadante foi removido com auxilio de uma pipeta, deixando o pellet
formado, este foi lavador por 3 vezes com etanol 75%. Todo o liquido foi novamente
removido, e o pellet seco em estufa a 37 °C. O pellet foi ressuspendido em 20 uL de
TE e armazenado a temperatura de -10 °C.

4.3.3 EXTRACAO DE RNA PELO METODO COM QUICK — ZOL®
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Em um tubo de centrifuga com 200 mg de tecido vegetal, acrescentou-

se 500 pyL de Triazol, e agitou-se em vortex. Seguido de um banho maria por 5
minutos a temperatura de 25 °C. Em seguida, adicionou-se 100 pyL de cloroférmio,
seguido de vortex e banho maria por 15 minutos a 25 °C. Centrifugou-se a 12.000 x
g, por 15 minutos a 4 °C, transferindo o sobrenadante para um novo tubo, onde foi
adicionado 250 pL de isopropanol, misturando por imersdo. Em seguida, deixou-se
em banho maria por 10 minutos a 25 °C. Uma nova centrifugagdo a 12.000 x g, por
10 minutos a 4 °C, o sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com 0,5 yL de
etanol 75%. Seguiu por uma nova centrifugacdo a 7.500 x g, por 5 minutos a 4 °C, o
sobrenadante foi descartado e o pellet dissolvido em 15 pyL de agua DEPC e
armazenado a -10 °C.

4.3.4 EXTRACAO DE RNA TOTAL COM PURE LINK PLANT RNA REAGENT
(INVITROGEN®)

Adicionou-se 500 pL do reagente gelado em um tubo de centrifuga com
200 mg de tecido vegetal. A amostra foi agitada em vortex, incubando-se por cinco
minutos a temperatura ambiente. Centrifugou-se a amostra por 15 minutos a 12000
X g em temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para novo microtubo,
adicionando-se 100 pL de NaCl (5 M). Em seguida, acrescentou-se 300 pL de
cloroférmio, centrifugando as amostras a 12.000 x g, por dez minutos a 4 °C. A parte
superior foi transferida para outro microtubo e adicionou-se igual volume de alcool
isopropanol. Manteve-se a mistura em repouso por 10 minutos a temperatura
ambiente. Procedeu-se a uma nova centrifugacdo nas condicbes anteriormente
descritas. Removeu-se 0 sobrenadante, e ao pellet adicionou-se 1,0 mL de etanol
75%. Centrifugou-se a temperatura ambiente a 12.000 g por 1 minuto e retirou-se o
liguido. O RNA extraido foi ressuspendido em 20 yL de 4gua DEPC e armazenado a
-10 °C.

4.3.5 ELETROFORESE DO RNA
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Para verificar a integridade do RNA extraido, as amostras foram

analisadas em gel de agarose (agarose e TBE). O tampéo de carregamento foi o
azul de bromofenol e glicerol e corado com fluorescente gelRed. A eletroforese
procedeu a 80 V por uma hora. O gel foi visualizado em transiluminador e as

imagens documentadas em fotodumentador modelo L — Pix Chemi (Loccus).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os dados climaticos apresentados na Figura 1A mostram que de
maneira geral 2017 foi o ano no qual o frio ocorreu na época esperada (de maio a
agosto). O acumulo total de horas frio abaixo de 7,2 °C, foi de 286 horas (Figura 1B).
Dessa forma, o acumulo de frio ocorrido durante o ano atendeu a necessidade de
frio somente da cultivar Eva, que necessita de 100 a 350 HF (HAUAGGE;
TSUNETA, 1999). Consideradas cultivares de alta exigéncia de frio, acima de 700
HF (PETRI; PALLADINI; POLA, 2006), as cultivares Gala e Fuji ndo tiveram o

acumulo de frio necessario.

Figura 1--Temperaturas diarias em °C (A) e nimero de horas abaixo de 7,2 °C (B), registrados pela
estacdo meteorologica do IAPAR, em Palmas-PR, no ano de 2017. UTFPR, Campus
Pato Branco, 2020.
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Para a cultivar Fuji, o TMB comportou-se de maneira semelhante para
ambas as por¢cbes do ramo, com reducédo inicial seguido de aumento até ponto
maximo seguida de um decréscimo. O maior TMB foi observado na coleta do inicio
de julho, com 22,5 dias para a porgao distal e 31,8 para a porcado proximal e
brotacdo de 35% (Figura 2A), indicando endodorméncia superficial. Ja em estudos
realizados por Malagi (2014) em regido clima frio (Marsillargues — Franca), plantas
de macieira apresetaram um elevado TMB uma taxa de brotacdo quase a zero,
podendo distinguir as trés fases da dorméncia. Algumas coletas se destacam pela

combinagao de alto TMB acompanhado pela redugéo de brotagdo (Figura 2B). A
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partir de agosto, o TMB reduziu e o percentual de brotacdo aumentou, saindo da

endodorméncia.

Figura 2--Tempo médio de brotacdo (A) e percentagem de brotacédo (B) em ramos de macieira da
cultivar Fuji, coletados em um pomar comercial na cidade de Palmas, PR. UTFPR,

Campus Pato Branco, 2020.
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Apesar de ndo apresentar um pico bem defino de TMB para a cultivar
Gala, a planta apresentou valores maiores ou iguais a porcao distal em todas as
coletas. Com TMB maximo de 27,9 dias na segunda semana de junho para a porcao
proximal e 22,5 dias para a porcéo distal no inicio de julho (Figura 3A), coincidindo

com a menor percentagem de brotacao (Figura 3B).

Figura 3--Tempo médio de brotacdo (A) e percentagem de brotacdo (B) em ramos de macieira da
cultivar Gala, coletados em um pomar comercial na cidade de Palmas, PR.

UTFPR,Campus Pato Branco, 2020.
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De maneira geral a cultivar Eva teve comportamento semelhante entre
as duas porgdes do ramo. A porgcao proximal apresentou maior TMB em quase todas

as coletas, exceto na coleta de final de maio, onde a porcao distal apresentou valor
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superior, mostrando a ndo ocorréncia de acrotonia, ou seja, ndo houve dominancia

apical, o que comprometeria a adequada floracdo e brotagcdo das plantas,
especiealmente em regides de inverno ameno (PATTO, 2017). Os valores maximos
de TMB ocorreram em meados de junho, com TMB maximos de 23,2 e 19,7 dias,
nas porcdes proximal e distal, respectivamente (Figura 4A).

Figura 4--Tempo médio de brotacdo (A) e percentagem de brotacdo (B) em ramos de macieira da

cultivar Eva, coletados em um pomar comercial na cidade de Palmas, PR. UTFPR,
Cémpus Pato Branco, 2020.
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5.2 EXTRACAO DE RNA

Os extratos provenientes das extracbes pelo método descrito por
Salzman et al. (1999), Zeng e Yang (2002) e Quick-Zol ndo apresentaram RNAs de
boa qualidade, ndo sendo possivel visualizar bandas no gel de agarose (Figura 5).

A ndo obtencdo de RNA pode ser explicado por esses protocolos
serem utilizados principalmente para extracoes de RNA em tecidos foliares.
No gel de agarose pode-se observar que somente o método de PureLink™ Plant
RNA Reagent apresentou duas bandas, caracterizando um isolamento de RNA puro.
Tal isolamento, baseia-se na desnaturacdo das células, liberando os &cidos
nucleicos e impedindo a agédo de ribonucleases. Uma analise mais detalhada a
respeito da integridade, quantidade (concentracdo) e pureza do RNA isolado poderia
ser obtida por meio de analise espectrofotométrica, analisando e absorbancia das

amostras nos comprimentos de onda de 230, 260 e 280 nm, analisando assim a
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relacdo 260/230 (cuja proporcao desejada para indicar pureza € de 1,8). Por motivos

de forca maior, esta analise ndo pode ser realizada no presente estudo.

Figura 5--Eletroforese em gel de agarose 1% do RNA extraido com diferentes protocolos. A -
Marcador de peso molecular. B — Quick-Zol®. C — Zeng e Yang (2002). D — PureLink™
Plant RNA Reagent®. E — Salzman et al (1999) adaptado. UTFPR, Campus Pato Branco,
2020.

5.3 ESTIMATIVA DE CUSTO E DE TEMPO

O tempo de extracdo de RNA dos protocolos testados variou de 51 a
670 minutos, sendo o protocolo PureLink™ Plant RNA Reagent® o mais rapido e o
descrito por Zeng e Yang (2002) o mais demorado (Tabela 1). O tempo total de
extracdo dos protocolos descritos por Salzman et al e o descrito por Zeng e Yang
mostram-se com tempo ‘superior dos demais por apresentarem uma etapa de
precipitacdo em overnight.

O tempo de extracdo de RNA dos protocolos testados variou de 51 a
670 minutos, sendo o protocolo PureLink™ Plant RNA Reagent® o mais rapido e o
descrito por Zeng e Yang (2002) o mais demorado (Tabela 1). O tempo total de
extracdo dos protocolos descritos por Salzman et al. e o descrito por Zeng e Yang
mostram-se com tempo superior dos demais por apresentarem etapas de

precipitagdo em overnight.



Tabela 1 — Tempo gasto, em minutos, e custo dos reagentes utilizados em cada amostra nas
principais etapas dos protocolos para extracdo de RNA em lenho de macieira

(R$)*.
Protocolo
Salzmanelal. Zenge Yang . PureLink™ Plant
(1999) 2002)  Quick-ZoF * oy A Reagent®
Tempo
(minutos) 555 670 60 al
Custo (R9) 14,16 0,07 3,93 6,81

*Valor de cada reagente por grama ou mililitros.
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Os custos dos reagentes variaram de R$ 0,07 a R$ 14,16 por amostra

(Tabela 1). Na maioria dos protocolos de extracdo de RNA de plantas, a eliminacao

de contaminantes se da pela utilizacdo de tampdes de extracdo que possuem [3-

mercaptoetanol e/ou PVP, sendo ainda necessaria uma ou mais etapas de

purificacdo (TAMARI et al., 2013), onerando o0 processo, aumentando o tempo e

reduzindo a seguranca dos processos de extracdo, pois sdo reagentes altamente

toxicos.
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6 CONCLUSOES

Plantas cultivadas em regides de clima de inverno ameno tendem a néo
apresentar endedorméncia profunda em funcéo das condig8es climéticas locais.

O reagente PureLink™ Plant RNA Reagent foi apresentou resultados mais
eficientes na extracdo de RNA a partir do lenho de macieira.

O processo de extracdo de acidos nucleicos pode ocorrer com diferentes
protocolos, porém, a escolha do melhor método podera levar em conta custo, tempo,

residuo, qualidade e quantidade que séo fatores essenciais na escolha do método.
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PROTOCOLO MODIFICADO DE EXTRAGAO DE RNA TOTAL (SALZMAN, 1999)

1. Macerar 2 g de tecido e adicionar 10 mL do tampao de extracao*;
2. Agitar vigorosamente por 1 minuto;

3. Adicionar 1 volume de cloroférmio: &lcool isoamilico (24:1) e agitar

por 20 minutos;

5M;

4. Centrifugar a 16.000 g por 10 minutos a 4 °C;

5. Transferir a fase superior para outro tubo;

6. Repetir os passos 3 e 4 até a interfase estar limpa;
7. Remover o sobrenadante para um novo tubo;

8. Adicionar 2x o volume de etanol 100% e 0,1 x do volume de Na CI

9. Precipitar overnight a -2 °C,;
10. Centrifugara 16.000 g por 10 minutos a 4 °C;
11. Ressuspender o pellet em 10 mL de agua DEPC 0,1%;

12. Adicionar 1x de fenol saturado em TE (pH 8,0): cloroférmio: alcool

isoamilico (25:24:1) e agitar por 10 minutos a temperatura ambiente;

13. Centrifugar a 13.000 g por 10 minutos a temperatura ambiente;
14. Transferir a fase superior para um novo tubo;
15. Repetir os passos 12 e 13 até a interfase estar limpa,

16. Adicionar a fase superiior 2 x do volume de etanol 100% e 0,1 x do

volume de NaCl 5M;

de LiCL 8M;

0,1%;

17. Precipitar overnight;

18.Centrifugara 16.000 g por 15 minutos a 4 °C;

19. Ressuspender o pellet em 500 uL de agua DEPC 0,1%;

20. Completar o volume para 1 mL com agua DEPC e adicionar 333 uL

21. Precipitar por 3 h em ambiente refrigerado;
22. Centrifugar a 12.000 g por 20 minutos a 4 °C;
23. Lavar o pellet com etanol 80%;

24. Remover o etano e ressuspeder o pellet em 50 uL de agua DEPC



*Tampao de extracdo (SALZMAN, 1999):
Tiocianato de guanidina 4 M

Tris — Hcl pH 8,0 100 mM
Citrato de sédio pH 8,0 25 mM
Sarcosina N-lauril 0,5%
PVP solavel 1%
Beta-mercaptoetanol 2%

Agua DEPC 0,1% completar o volume
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