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1. INTRODUCAO

O tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) € um fruto amplamente consumido
devido a grande multiplicidade de usos, tanto na forma in natura quanto processada.
A maior parte dos frutos comercializados sao colhidos no estadio de maturidade
fisiologica verde/maduro, “breaker”, e completam o processo de maturacdo durante o
transporte, o armazenamento e a comercializacdo. Danos fisicos causados por
impactos, variacdes de temperatura e radiacdes sdo alguns exemplos de estresses
a gue os frutos séo submetidos na pos-colheita.

As plantas possuem estratégias para minimizar os danos gerados por
estresses bidticos e abibticos, como a produgdo de compostos com propriedade
antioxidante. A vitamina C € um importante composto para o metabolismo vegetal e
humano, possuindo capacidade antioxidante. Em frutos e vegetais, a vitamina C
impede o estresse oxidativo causado pela fotossintese, metabolismo oxidativo e
exposicao a poluentes (NASCIMENTO et al., 2005).

A vitamina C € composta predominantemente pelo acido ascérbico (AA) e
pelo primeiro produto de sua oxidagéo, o acido de dehidroascoérbico (DHA), sendo o
AA o principal responsavel pela atividade vitaminica. AA € sintetizado em duas
etapas a partir da L-galactose através da acdo das enzimas L-galactose
dehidrogenase (LGALDH, EC 1.1.1.122) e L-galactono-1,4-lactone dehidrogenase
(GLDH, EC 1.3.2.3) (LEFERINK et al., 2008). A regulagcéo da expressao dos genes
que codificam estas enzimas varia de acordo com o tipo de fruto ou vegetal, assim
como, com a etapa de desenvolvimento e o tecido analisado.

Neste estudo objetivou-se investigar a localizagcdo e o nivel da expressao
transcricional dos genes LGALDH e GLDH envolvidos na rota metabolica de sintese
do &cido ascorbico em tomates.

2. MATERIAIS E METODOS



Frutos de tomate cv. Flavortop® provenientes de canteiro comercial
localizado na cidade de Pelotas-RS foram colhidos em estadio de maturacado
“breaker”.

A extracdo de RNAs totais, da casca e polpa dos tomates, foi baseada no
protocolo do reagente Concert™ (Plant RNA Reagent — Invitrogen™). Para a sintese
dos cDNAs utilizou-se o kit SuperScript First-Strand System for RT-PCR
(Invitrogen™). Para verificar a qualidade dos cDNAs realizou-se a amplificacdo do
gene 18S (constitutivo) por PCR semi-quantitativa, em aparelho termociclador PTC-
200 (MJ Research, Inc.™). A integridade das bandas ribossomais e a amplificagéo
do gene 18S foram visualizadas por eletroforese em gel de agarose 1%.

Os primers construidos para o estudo de expresséo transcricional por PCR
quantitativa (QR) estédo descritos na Tabela 1. Para a reagdo de PCR em tempo real
utilizou-se o sistema SYBR® Green (Applied Biossystems®) e aparelho ABI 7500
(Applied Biossystems®) nas seguintes condi¢des: 50C por 2min, 95 por 1 Omin, 40
ciclos a 95T por 30s, 60C por 1min, 72T por 1min , e extensao final a 72T por
5min.

Cada repeticao foi avaliada em triplicata em placas com capacidade de 96
reacoes. Para cada amostra foi calculado o valor do Ct (Thershold cycle) a partir da
curva de amplificacdo. A média dos Ct's de cada amostra foi utilizada para estudo
de quantificacdo relativa utilizando o 18S como normalizador (padrédo interno) e a
amostra casca como calibrador. Foi entdo calculado o AACT que foi utilizado na
equacao para expressdao dos resultados (Equacdo 1) (LIVAK, K. J. L.
SCHMITTGEN, 2001; SEVERO, 2009).

méd|aCt amostra — méd|aCt 18S = ACt amostra
ACt amostra — ACt calibrador = AACt (Equa(;éo 1)
2 -AACt

ApoOs cada reacdo de PCR em tempo real realizou-se a construcéo da curva
de dissociagao durante 30min com temperatura aumentando gradualmente de 60C
a 95T, comprovando desta maneira a qualidade dos primers e cDNAS na reacao.

Tabela 1. Primers construidos para o estudo de PCR quantitativa dos genes
LGALDH e GLDH.

GI* Gene Sequéncia Amplicon

Sense:

18448 185 TG'_I'GAAACTGCGAATGGCTCATTAA 110
Antisense:

AAGTCGGGATTTGTTGCACGTATT

Sense:

16555789 LGALDH TGQTTGQTAAGGGACTAAAGGCTTT 139
Antisense:

AAGCCTCTCCAAGCTCTCGTCAATA

Sense:
186510765 GLDH TG_CCTCQATTAGAGAGCAGCAGATT 90
Antisense:

CACCTGCTCATCAATAGGAGGCAAT

*NCBI: www.nchi.nlm.nih.gov

3. RESULTADOS E DISCUSSAO



A Figura 1 representa as derivadas das curvas de dissociacdo das
amplificacGes obtidas a partir dos primers correspondentes aos genes 18S, GLDH e

LGALDH em casca e polpa de tomates, onde é possivel demonstrar a qualidade dos
primers utilizados no experimento.
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Figura 1 . Derivadas das curvas de dissociacdo das amplificacdes produzidas a partir
dos primers construidos para os genes 18S (A), GLDH (B) e LGALDH (C).

A expressdo transcricional dos genes LGALDH e GLDH, em meédia, foi
superior na casca, quando comparada a expressao na polpa do fruto (Figura 2). Este
comportamento é possivelmente decorrente da maior exposi¢cdo desse tecido em
comparacao a polpa, possuindo, portanto, niveis mais elevados de expressao a fim
de garantir a protecéo do fruto a estresses oxidativos. Aradjo et al. (2009), avaliando
o teor de vitamina C em frutos de jamboldo, e Li et al. (2008) em macas,
observaram concentracdes mais elevadas dessa vitamina na casca, confirmando a

tendéncia de predominio de acumulo de transcritos de genes envolvidos na
biossintese da vitamina na casca de frutos.
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Figura 2 . Expresséo dos genes GLDH e LGALDH em casca e em polpa de tomate.

4. CONCLUSOES

Em tomate, cv. FlavorTop®, no estadio de maturacdo “breaker’, os genes
GLDH e LGALDH apresentaram expressao transcricional superior na casca quando
comparada com a expressdo observada na polpa. Sendo este tecido de
revestimento, a maior expressao esta de acordo com a acao protetora do acido
ascorbico produto da acdo das enzimas L-galactose dehidrogenase e L-galactono-
1,4-lactone dehidrogenase codificadas pelos genes GLDH e LGALDH.
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