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RESUMO

As betalainas sdo uma classe de compostos nitrogenados em plantas que apresentam
propriedades antioxidantes e de detoxificacdo e que podem funcionar como osmdlitos na
defesa de processos fisioldgicos, contra estresses abidticos. Esta classe de pigmentos &
restrita a 13 familias da ordem Caryophyllales, sendo a familia Amaranthaceae, através da
espécie Alternanthera philoxeroides, um excelente modelo biolégico para o uso de técnicas
que permitam a quantificacdo da expressdao dos genes, da rota de biossintese das
betalainas. Aliado a isso o0 uso de elicitores, quando adicionados ao meio de cultivo podem
promover alteragdes no metabolismo secundario, estimulando a expressédo de genes de
sintese das betacianinas. Dessa forma, o objetivo desse estudo foi avaliar o teor de
betacianina, bem como, o perfil de expressdo dos genes envolvidos na rota biossintética
deste composto, em plantas de A. philoxeroides, submetidas a elicitagcdo por NaCl e pelo
aminoacido tirosina. Para o experimento da salinidade, plantas de A. philoxeroides foram
cultivadas in vitro, em meio MS liquido, no substrato vermiculita, durante 35 dias. Apds esse
periodo, foi adicionado ao meio uma solugédo de NaCl (400 mM) e coletada a parte aérea
das plantas, apés 0, 12, 24, 36 e 48 horas de exposi¢cao. O delineamento experimental
adotado foi o inteiramente casualizado, onde para as analises dos teores de betacianinas
foram utilizadas trés repeti¢cdes biolégicas e para as de RT-qPCR, além de trés bioldgicas,
trés repeticdes técnicas. Os dados do teor de betacianina foram submetidos a analise de
variancia, e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, com o
auxilio do WinStat. Para o experimento da tirosina, segmentos nodais foram inoculados em
meio MS, na presencga e auséncia de tirosina (0 e 75 uyM) tendo sua parte aérea coletada,
apos 35 dias de cultivo. Foi realizada, além da extragao das betacianinas, a quantificacdo da
expressao diferencial através da reagcdo em cadeia de polimerase em tempo real (RT-
gPCR), utilizando como controle endégeno o gene de Actina. Em relagdo a concentragéo de
betacianinas, houve um aumento de 22,8% no teor até as 36 horas de exposi¢édo ao sal. Ja
nas plantas crescidas na presenca de tirosina esse aumento foi de 6%. Na analise de
expressao relativa foi possivel observar que a partir das 12h de estresse por sal, houve
aumento da expresséo do gene da 5GT até as 24h seguido por decréscimo e novo aumento
em 36 e 48 horas, respectivamente. O gene 5GT também aumentou sua expressao em
resposta a tirosina. Dessa forma, sugere-se que em plantas de A. philoxeroides, a enzima



Betanidina 5-O-glucosiltransferase, pertencente a rota de biossintese das betacianinas tem
sua maior expressao em 48 horas.

Palavras chaves: betalainas; elicitores; erva-de-jacaré; expressao diferencial.

ABSTRACT

The betalaines are a class of nitrogenous compounds in plants that have antioxidant and
detoxification properties that can function as osmolytes in protection of physiological
processes against abiotic stress. This class of pigments is restricted to 13 families of
Caryophyllales order, family Amaranthaceae being, across species Alternathera
philoxeroides, an excellent biological model for the use of techniques which allow
quantification of the expression of genes of the biosynthesis betalaines route. The use of
elicitors when added to the culture medium can cause alterations in secondary metabolism
by stimulating the expression of genes of betacyanin synthesis. The aim of this study was to
evaluate the betacyanin contente and the differential expression of genes involved in the
biosynthetic pathway of this compound in plants of A. philoxeroides, submitted to elicitation
by NaCl and tyrosine. For the experiment salinity, A. philoxeroides plants were grown in vitro
on MS liquid medium on vermiculite for 35 days. After this period, medium was added to a
NaCl solution (400 mM) and collected aerial parts of the plants, after 0, 12, 24 , 36 and 48
hours of exposure. The experimental design was completely randomized. Data from
betacyanin content were subjected to ANOVA, and the means were compared by a Tukey's
post-test with a 5% error probability using WinStat statistical software. For tyrosine
experiment, nodal segments were inoculated in MS medium in the presence and absence of
tyrosine (0 and 75 uM) with collected shoots, after 35 days of cultivation. As well, extraction
of betacyanins the quantification of differential expression by the polymerase chain reaction
in real time (RT- gPCR) using Actin as endogenous gene control. Regarding the
concentration of betacyanin, there was a 22.8% increase in content of up to 36 hours of
exposure to salt. Already in plants grown in the presence of tyrosine, the increase was 6%. In
the analysis of relative expression was observed that from the 12 hours of salt stress, an
increase in expression of 5GT gene to ace 24h followed by decrease and increase again at
36 and 48 hours, respectively. The 5GT gene also increased their expression in response to
tyrosine. These results suggested that in A. philoxeroides plants, bethanidine 5-O-
glucosyltransferase enzyme, belonging to the biosynthetic betacyanins route has higher
expression in 48 hours.

Key-words: betalains; elicitors, in vitro propagation, alligator weed; differential expression.

INTRODUGAO

Os pigmentos das plantas podem ser classificados em quatro grandes grupos:
antocianinas, betalainas, carotenoides e clorofilas, sendo as betalainas compostos
nitrogenados N-heterociclicos, soluveis em agua, localizados nos vacuolos das plantas
(KHAN; GIRIDHAR, 2015). Esses ainda podem ser divididos em dois grupos

cromo/estruturais: betaxantinas (amarelo) e betacianinas (vermelho-violeta) sendo que estas



ultimas ainda podem ser classificadas quimicamente em quatro tipos: betanina, amarantina,
gonferina e bougainvilina (GANDIA-HERRERO; ESCRIBANO; GARCIA-CARMONA, 2016).

Nos ultimos anos, a rota biossintética das betalainas vem sendo cada vez mais
estudada e algumas enzimas envolvidas nesta rota foram caracterizadas (MORENO et al.,
2008). As tirosinases sao uma classe de enzimas que apresentam cobre em sua estrutura e
pertencem ao grupo das polifenol oxidases (PPO). A presenca de transcritos de PPO
correlacionando com acumulo de betacianinas foi descrita pela primeira vez por Joy et al.
(1995) em frutos de Phytolaca americana, fornecendo assim, um dos primeiros indicios de
envolvimento da enzima tirosinase na biossintese das betalainas. J& Gandia-Herrero et al.
(2004) extrairam e purificaram a enzima tirosinase em beterraba (Beta vulgaris L),
comprovando sua atividade. Essa enzima é responsavel por catalisar a reagao da tirosina
para a formagcédo de um intermediario, a 4,5 dihidroxifenilalanina (DOPA) que por sua vez,
sofre oxidacdo transformando-se em ciclodihidroxifenilalanina (cDOPA)( KANNER; HAREL;
GRANIT, 2001)

As DOPA dioxigenases foram isoladas e identificadas do fungo Amanita muscaria e
posteriormente identificadas em plantas superiores, Portulaca grandiflora (CHRISTINET et
al., 2004). Esta enzima, 4,5-DOPA, catalisa a ruptura das ligacdes 4 e 5 do anel aromatico
da DOPA produzindo um composto instavel (4,5-seco-DOPA) que por reag¢des ainda nao
muito bem identificadas €& convertido a acido betalamico (TANAKA; SASAKI; OHMIYA,
2008). As glucosiltransferases envolvidas na biossintese das betalainas podem ser
classificadas em dois grupos de acordo com seu substrato. O primeiro grupo € composto
somente pela enzima cycloDOPA 5-glucosiltransferase que foi primeiramente identificada em
plantas de Mirabilis jalapa enquanto que o segundo grupo, das betanidinas
glucosiltransferases, purificadas e caracterizadas a partir de suspensao celular de culturas
de Dorotheanthus belliformes €& composto por duas enzimas: a betanidina 5-O-
glucosiltransferase (5GT-DBs) e a betanidina 6-O-glucosiltransferase (6GT-DBs),
responsaveis pela glicosilagdo da betanidina com glicose ou acido glicordnico, para que
possa ser transportado e armazenado nos vacuolos(XIAO-HONG; ZHAO-JIAN; XING-GUO,
2009).

Muitas técnicas tém sido desenvolvidas para aumentar a biossintese dos produtos
naturais oriundos do metabolismo secundario, sendo uma delas o uso de elicitores, que séo
compostos ou tratamentos que podem induzir, nas plantas, mudangas fisiolégicas, que
resultam em aumento significativo na producéo destes compostos, além disso, o uso de
precursores como aminoacidos, estimula a via biossintética de seu composto final
(GEORGIEV et al., 2008).



A quantificacdo da expressédo dos genes da rota de biossintese das betalainas podera
ser um indicativo do quanto a célula esta sinalizando para suas rotas bioquimicas produzir
esta enzima (XIAO-HONG; ZHAO-JIAN; XING-GUO, 2009). Diversas metodologias foram
desenvolvidas visando quantificar a concentragdo relativa dos transcritos dos genes em
células e tecidos (HAN et al., 2010).

No presente trabalho o modelo proposto para o estudo da rota de biossintese das
betalainas foi a espécie Alternanthera philoxeroides (Amaranthaceae), por ser uma planta
que apresenta alto conteudo de betacianinas. Esta espécie € uma planta medicinal,
originaria da América do Sul, conhecida como erva-de-jacaré, herbacea e perene
considerada em muitas regides do mundo como uma vigorosa invasora pela sua capacidade
de adaptacao a diferentes ecossistemas, tanto aquaticos, semiaquaticos, terrestres e até
mesmo extremamente secos, como dunas (GAO et al., 2008).

Dessa forma, o objetivo desse estudo foi avaliar o teor de betacianina, bem como, o
perfil de expressdo dos genes envolvidos na rota biossintética deste composto, em plantas

de A. philoxeroides, submetidas a elicitacdo por NaCl e pelo aminoacido tirosina.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e tratamento com sal

Plantas de A. philoxeroides foram cultivadas in vitro no substrato vermiculita, em meio
MS liquido (MURASHIGE; SKOOG, 1962), onde permaneceram em sala de crescimento sob
fotoperiodo de 16 horas e densidade de fluxo de fotons de 48 pmol m? s™, com temperatura
de 2512°C, por 35 dias. Decorrido este periodo, foram adicionados ao meio, 25 mL de uma
solugédo de NaCl (400mM). Para a extragdo de RNA total e sintese de cDNA foram coletados
tecidos da parte aérea (caule e folha) nos tempos de 0, 12, 24, 36 e 48 horas de exposig¢ao

ao sal.

Tratamento com tirosina

Os explantes foram submetidos a dois tratamentos 0 e 75 uM de tirosina, a qual foi
solubilizada em DMSO, filtrada e adicionada ao meio MS, apds autoclavagem. Apods
inoculagdo dos explantes nos meios de cultura, os frascos foram colocados em sala de
crescimento, sob fotoperiodo de 16 horas e densidade de fluxo de fétons de 48 umol m2 s™,
com temperatura de 25+2°C por 35 dias. Apds este periodo foi coletada a parte aérea das
plantas, nos dois tratamentos (presenga e auséncia de tirosina), para a extracao de RNA

total e sintese de cDNA.



Extracao e quantificagdao dos teores de betacianinas

A extragao das betacianinas foi realizada conforme metodologia descrita por Cai et al.
(1998), com algumas modificagdes. A parte aérea (folha e caule) das plantas elicitadas foi
macerada em 5 mL de agua destilada e apds, centrifugada a 15.790 rpm, a 4°C por 25
minutos. A quantificagdo de betacianinas foi realizada através da leitura da absorbancia, nos
comprimentos de onda de 536 e 650 nm, em espectrofotometro Ultrospec 2100 Pro da

Amersham Biosciences®, sendo os resultados expressos em mg amarantina 100g™ MF.

Construgao dos primers

Inicialmente foi identificada a rota metabdlica da producao de betalainas, com o auxilio
do banco de dados KEGG PATHWAY Database (http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?
map00965) (Figura 1) e a partir deste mapa metabdlico foram selecionadas cinco enzimas:
Betanidina 6-O-glucosiltransferase (6-GT), Tirosina descarboxilase (TYRDC), Betanidina 5-
O-glucosiltransferase (5-GT), cycloDOPA 5-O-glucosiltransferase (cDOPA5GT), Tirosina
descarboxilase (TYRDC).
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Figura 1. Rota de biossintese das betalainas. Caixas em verde indicam as enzimas
utilizadas na construcdo dos primersprimers para analise de expressao génica por RT-
gPCR, em plantas de Alternanthera philoxeroides submetidas a diferentes tempos de
exposicdo ao sal e a presenga de tirosina. Fonte: http://www.genome.jp/dbget-
bin/'www_bget?map00965.



Tabela 1. Sequéncia dos primers utilizados para analise de expressao génica por RT-qPCR,
em plantas de Alternanthera philoxeroides submetidas a diferentes tempos de exposigcdo ao
sal e a presenca de tirosina

Enzima E.C N° de Sequéncia dos primers 5°-3’ Espécie
acesso
(NCBI)
PF(1): TGGTCCCTACGTCGCCCAG
PR(1): CATCGCTTGGCATTCCGAA Phytolacca
Betanidina 6- 241 ol americana L.
Oglucosiltransfera 219566993  PF(11): GCCAACGGCCTAGATCGAGC
se PR(11): GCGACGTAGGGACCACAGGA

PF(2): CGCAATAGGAGCGCCATTG
PR(2): TTCCACGCCTCCTTAACGTG Arabidopsis
Tirosina 4.1.1.28 gi|18491208 thaliana (L.)
descarboxilase PF(22): TTGCGCAATAGGAGCGCC Heynh.
PR(22): CACGCCTCCTTAACGTGCTTC

PF(3): ACTGTGGGTGGAACTCGGC
PR(3): CCATTGGCACACCAGCAGAG Dorotheanthus
Betanidina 5-O 214 gi|5918022 bellidiformis
glucosiltransferase PF(33): CTCTGCTGGTGTGCCAATGG (Burm.f)
PR(33): GGAATTGCTCGGCAAAAGTAG N.E.Br.

PF(4): GCCGATCATAGGGTGGCCG

PR(4):
cycloDOPA 5-0O- 214 gi|62086402 ATCTTCGAATTATACGCTTGCTCCG Celosia
glucosiltransferase cristata L..
PF(44): GCGGTGGAGTTGACAAGGG
PR(44):
TCACCCCATCTTTCTTCACTTCTC
PF(5):
TGACGGCGATGAAGACCAATGTA Arabidopsis
Tirosina 1.14.18.1 gi| PR(5): GCCGCAAGCAGTTCACGG thaliana (L.)
descarboxilase 145334160 Heynh.
PF(55): AGCAGCGGTTGATCCTTTGG
PR(55):

CCATATTTCTTTGCGATGTTCCC

PF(1): CTGTTTTGCTGACTGAGGCCC

PR(1): TCTTCTCCCTGTTAGCCTTGGG Chenopodium
CrActina gi|1044865 rubrum L.

PF(2):

CAATGAACTTCGTGTTGCTCCAG

PF(2): GCCTCAGTCAGCAAAACAGGA

*E.C: Enzyme Commission Numbers



Sequéncias de nucleotideos dos genes 5-GT, 6-GT e cDOPASGT, para o desenho
dos primers, foram obtidas pelo alinhamento local (Tabela 2) e para os genes Actina (ACT1)

e Tirosina descarboxilase (TYRDC) foram buscadas pela descricdo no NCBI.

Tabela 2. Resultado do alinhamento local (tblastn) das sequéncias de aminoacidos das

proteinas obtidas nos mapas metabdlicos do KEGG e o banco de nucleotideos do NCBI

Proteina E-value Espécie Similaridade

Betanidina 6-O-glucosiltransferase 0.0 Phytolacca americana 396/487 (81%)
Betanidina 5-O-glucosiltransferase 0.0 Dorotheanthus 489/489
bellidiformis (100%)
cycloDOPA 5-O-glucosiltransferase 0.0 Celosia cristata 486/486
(100%)

Extracdo de RNA total

A extragao de acido ribonucleico (RNA) total foi feita através do uso de PureLinkTM
Plant RNA Reagent (Invitrogen®) seguida de tratamento com DNAsel™ (Invitrogen®) de
acordo com as instrugbes do fabricante. A quantidade e qualidade do RNA total foram
avaliadas por espectrofotometria (260/280nm) e, posteriormente testadas, também em gel
de agarose (2%p/v). O DNA complementar (cDNA) foi obtido a partir de 2 pg RNA total
através do uso do iniciador poly-T para ligar cauda poli-A, amplificando somente mMRNA,

conforme o protocolo do SuperScript First-Strand System for RT-PCR kit (Invitrogen®).

Validagcao dos primers

O procedimento de validacao dos primers foi realizado utilizando amostras de cDNA
em diluicdes seriadas de 1:1; 1:5, 1:25 e 1:125. As reacdes de RT-gPCR foram realizadas
em um equipamento modelo ABI RT-PCR 7500 Fast (Applied Biosystems®) utilizando o
sistema de deteccdo SYBR® Green (Applied Biosystems®, California, USA). Para estas
reagOes foram utilizados 12,5 uL de SYBR® Green, 3 uL de cada primer desenhado (Foward
e Reverse - 10mM), 1 pL da primeira fita de cDNA e agua para completar o volume final de
25 uL. As condicbes de ciclagem utilizadas para amplificagdo foram: 50°C por 2 minutos,
95°C por 10 minutos e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 62°C por 1 minuto e 72°C por 1
minuto, ocorrendo a leitura da fluorescéncia neste ultimo passo. Um ciclo de 72°C por 5
minutos precede o ciclo da curva de dissociagéo - 95°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto
e aumento de 0,06°C a cada ciclo até a temperatura de 95°C e 95°C por 30 segundos, 60°C
por 15 segundos. Esta amplificagdo gerou uma curva padrao representada através de um

grafico de regressao linear semi-log do valor Ct em comparacao ao log da quantidade inicial



de acido nucléico. O slope (inclinagdo) da curva padréo foi gerada pelos dados: log da
concentracado das amostras vs. Ct (Threshold Cycle). O desempenho da gRT-PCR em tempo
real foi determinado através do calculo da eficiéncia utilizando a férmula: E = (10¢"sop®)
descrita por Pfaffl (2001).

RT-gPCR em Tempo Real

Foi feita a quantificagao relativa somente do gene da enzima 5-GT. A expressao do
gene “alvo” foi normalizada em relacéo ao nivel de expressao do gene da Actina (GAO et al.,
2008). As reagdes foram realizadas no mesmo equipamento e sistema de fluorescéncia.
Para estas reagbes foram utilizados 12,5 yL de SYBR® Green, 3 L de primers (Foward e
Reverse), 1 L da primeira fita de cDNA (diluicdo 1:5) e agua para completar o volume final
de 25 pL. As condigdes da reacgao utilizadas para amplificagado foram: 50°C por 2 minutos,
95°C por 10 minutos e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 62°C por 1 minuto e 72°C por 1
minuto, ocorrendo a leitura da fluorescéncia neste ultimo passo. Os resultados foram
analisados através do método AACT e QR (quantificagao relativa), conforme descrita por
Pfaffl (2001).

Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, onde para as
analises dos teores de betacianinas foram utilizadas trés repeticdes bioldgicas e para as de
RT-gPCR, além de trés bioldgicas, trés repeticdes técnicas (triplicatas na placa). Os dados
do teor de betacianina foram submetidos a analise de variancia, e as médias comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, com o auxilio do programa WinStat (MACHADO;
CONCEICAO, 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Teor de betacianinas em plantas elicitadas com NaCl e tirosina

Em relacdo as betacianinas, houve um aumento de 22,8% no teor até 36 horas de
exposi¢ao ao sal, havendo um pequeno decréscimo de 7% nas 48 horas em comparacao
com as 36 horas, porém sem diferenca significativa (Figura 2A). Ja nas plantas crescidas na
presenca de tirosina esse aumento foi de 6% (Figura 2B). Resultado semelhante foi
encontrado por Kleinowski et al. (2014), que observaram um acréscimo na produc¢ao deste

pigmento na mesma concentragdo utilizada no presente trabalho.



Esses valores indicam que o tempo de exposi¢cdo ao sal, ndo foi suficiente para
aumentar os teores de betacianinas e que a utilizagdo de um aminoacido precursor da rota
de biossintese das betalainas em doses maiores podera ser um bom elicitor para as plantas
de A. philoxeroides.
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Figura 2. Teor de betacianina em plantas de Alternanthera philoxeroides. A) Plantas
submetidas a diferentes tempos de exposi¢do ao NaCl. B) Plantas cultivadas na presenca e
auséncia de tirosina por 35 dias. As barras representam o erro padrao da média de trés
repeticoes.

Validagao dos primers

O experimento de validagao, aferido a partir do slope da equagéao de regressao linear,
utilizado para o calculo da eficiéncia de amplificacdo, assim como do coeficiente de
regressao (R?) (DEPREZ, 2002), dosprimers, mostrou que das 10 sequéncias desenhadas,
apenas o primer 33 (5-GT) apresentou valores que permitiram sua validagao (Tabela 3). Os
demais apresentaram valores de Ct indeterminados, indicando n&o serem apropriados e

especificos neste estudo.

Tabela 3. Resultados da validagdo do conjunto de primers para o gene 5-GT e Actina,
realizada a partir de diluicdes seriadas de cDNA de plantas de Alternanthera philoxeroides

no tempo Oh de exposi¢cao ao sal

Gene Slope Eficiéncia R?
5-GT -1,586 4,27 0,98
Actina -3,771 1,84 0,96




Expressao génica

O gene 5-GT apresentou um aumento de expressao de 1,4 vezes na analise de 12h
sob estresse por sal, decaindo em torno de 1,4 vezes nas 24h, reduzindo a valores inferiores
ao controle nas 36 horas e aumentando para 2,6 vezes a expressdo em 48h. Esta espécie,
portanto, apresentou uma elevagdo no nivel de expressdo do gene da enzima 5-GT nas

primeiras 12h e pico de expressao as 48h com estresse por sal (Figura 3).

Quantificacao relativa (QR}
(4]

Oh 12h 24h 36h 48h
Tempo de exposigdo ao sal

Figura 3. Expressao diferencial relativa do gene 5-GT em A. philoxeroides em resposta ao
NaCl.

Esse aumento na expressado do gene pode ser uma tentativa desta espécie de ativar
genes que minimizem os efeitos danosos do sal, pois as betalainas sdo uma classe de
compostos que apresentam propriedades antioxidantes e de detoxificagdo das EROs
(GANDIA-HERRERO; ESCRIBANO; GARCIA-CARMONA, 2016) e que podem funcionar
como osmolitos na defesa de processos fisiologicos contra estresses abidticos através da
modulagdo do acumulo de aminoacidos (RIBEIRO et al., 2014).

O aumento da expressdao nas horas sob elicitagdo com sal, ndo esta diretamente
relacionado com o aumento do produto final, como pode ser observado na quantificacdo do
teor de betacianinas (FIGURA 2A). O efeito de um elicitor sobre as células ou tecidos
vegetais ndo é totalmente conhecido. A ligagdo destes com os receptores localizados na
membrana plasmatica sucede a ativacdo da proteina-G, que por sua vez, media a
estimulacao da Adenilil Ciclase e Fosfolipase-C. Ocorre o aumento do nivel de mensageiros
secundarios acoplados a ativacdo de suas quinases para o nucleo e finalmente, a ativacéo
da transcricdo de genes que codificam para as enzimas que participam das rotas de sintese
de metabdlitos secundarios (VASCONSUELO; BOLAND, 2007). Esta rota de transducgéao de



sinais, bem como, a complexidade tanto nos substratos das enzimas quanto nas préprias
enzimas que catalisam as reacbOes de biossintese das betalainas, pode explicar o nao
aumento deste pigmento durante os periodos de elicitacdo por sal. Na espécie Suaeda
salsa, pertencente a familia Chenopodiaceae, foi observado aumento no conteudo de
betacianina quando as plantas foram submetidas ao estresse salino em intervalos de tempos
de dois dias durante 15 dias (WANG et al., 2006), ou seja, muito superiores aos analisados
no presente trabalho.

Plantas que cresceram em meio MS com 75 uM de tirosina tiveram um aumento na
expressao da enzima 5-GT de cinco vezes, indicando um aumento da expressao deste gene

nas plantas elicitadas com tirosina (Figura 4).
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2,0
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0,0
0 Ms 73 uM TYR

Tipos de meio de cultura

Figura 4. Expresséao diferencial relativa do gene 5-GT em A. philoxeroides em resposta ao

tratamento com tirosina (75 pM) no meio MS.

A via biossintética das betalainas tem como precursor o aminoacido tirosina, utilizado
como elicitor neste trabalho. Houve um aumento na expressédo do gene 5GT nas plantas de
A. philoxeroides crescidas na presenca de tirosina, porém, na analise do teor de
betacianinas entre os tratamentos com presenca e auséncia deste aminoacido, ndo houve
diferenca significativa. Diante disso, deve ser levada em consideragcdo que capacidade
celular de acumulo do composto (MARASCHIN; VERPOORTE, 2001) n&o é bem conhecida,
até o presente momento, porém, é esperado haver um limite no acumulo de metabdlitos,

influenciando a produtividade e o aumento no teor de betacianinas.

CONCLUSOES



Os teores de betacianinas ndo sao influenciados pelas elicitagdes de sal e tirosina em
plantas de A. philoxeroides. A enzima Betanidina 5-O-glucosiltransferase, pertencente a rota
de biossintese das betacianinas tem sua maior expressdo nas 48 horas de exposicdo a
estresse salino, e quando crescidas in vitro no meio suplementado com tirosina. Estudos
mais detalhados na rota de biossintese das betalainas devem ser realizados para possibilitar
a construcdo de mais primers que permitam quantificar a expressdo dos genes destas

enzimas.
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