XX CONGRESSO DE INICIACAD CIENTIFICA
111 MOSTRA CIENTIFICA

UFPEL

EXPRESSAO TRANSCRICIONAL DE GENES CODIFICADORES DE ENZIMAS
ENVOLVIDAS NA BIOSSINSTE DE COMPOSTOS FENOLICOS EM TOMATE
TRATADOS COM RADIAGAO UV-C

TAVARES, icaro Borges'; TIECHER, Aline?; ZIMMER, Gustavo®; ROMBALDI,

Cesar Valmor*

'Graduando em Agronomia, Bolsista de Iniciagdo Cientifica-CNPQ); °Doutoranda em Ciéncia e
Tecnologia Agroindustrial; *Graduando em Agronomia FAEM/UFPel, *Bolsista de Iniciag@o Cientifica
CNPq *Professor Titular DCTA-FAEM. Universidade Federal de Pelotas -Departamento de Ciéncia e

Tecnologia Agroindustrial. E-mail:icarob.tavares@yahoo.com.br

1 INTRODUCAO

Durante o amadurecimento do fruto, a transicdo de cloroplastos para
cromoplastos é umas das alteracdes mais perceptiveis (BARSAN et al., 2010). E nos
cromoplastos que os carotendides responsaveis pela coloragdo vermelha tipica do
tomate sdo armazenados. A enzima acetil-CoA carboxilase consiste em quatro
subunidades, sendo que trés sdo codificadas no genoma nuclear (AccA, AccB,
AccC) e uma codificada no genoma plastidial (AccD) (KAHLAU; BOCK, 2008). Esta
enzima esta associada a biossintese de acidos graxos durante a maturagdo dos
frutos para proporcionar o acumulo de carotendides.

Varios trabalhos evidenciam o uso da radiacdo UV-C como potente
agente estressor capaz de ativar mecanismos de defesa dos tecidos vegetais
(CHARLES et al., 2008; ERKAN et al., 2008; LIU et al., 2009). Desse modo, a
radiacdo UV-C pode promover incremento na biossintese de carotendides nos
frutos.

Diante disso, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da radiacédo UV-C
na expressdao de genes relacionados com a biossintese de acidos graxos que
proporcionam o acumulo de carotendides nos frutos.

2 MATERIAL E METODOS

Tomates da cultivar Flavortop®, cultivados em casa de vegetacdo no
Campus Capao do Ledo da Universidade Federal de Pelotas foram coletados no
estadio de maturagao breaker e submetidos a radiagao UV-C imediatamente apéds a
colheita com auxilio de um equipamento dotado de 4 lampadas germicidas, (Phillips®
30W), as quais ficaram a uma distancia de 60 cm dos frutos. A intensidade da
radiacdo emitida foi determinada com um medidor de luz ultravioleta digital (RS-232
Modelo MRUR-203, Instrutherm). Os frutos foram submetidos a uma dose de 3,7 kJ
m 2 por 16 minutos sendo que a cada 4 minutos era feito uma movimentagao de
180° para que todas as partes do fruto tivessem a mesma radiagao. Apods este
tratamento os frutos foram acondicionados no escuro a temperatura de 20° a 22°C
por 7 dias. Para relacionar os efeitos da radiacdo UV-C com o horménio etileno,
frutos foram submetidos a um tratamento com o 1-metilciclopropeno, (1-MCP), ja
que a acgao do UV-C atua na sintese desse hormdnio. Assim tiveram-se os seguintes
tratamentos: controle, UV-C,1-MCP; e 1-MCP + UV-C. As coletas para as analises
foram realizadas no momento da colheita, um dia e sete dias apds os tratamentos.
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A extragdo de RNA's totais foi feita utilizando PureLink™ Plant Reagent
(Invitrogen), seguido de digestdo com DNAse I™ (Invitrogen). O cDNA foi sintetizado
a partir de 2 pg de RNA usando SuperScript IIl RT™ (Invitrogen), de acordo com as
instrucdes do fabricante. As reacbées de gPCR foram analisadas através do
equipamento 7500 Fast Real Time PCR System (Applied Biosystems), a partir de 1
ML do cDNA (diluido 5 vezes) e 2 mM de primers forward e reverse, usando SYBR
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) em um volume total de 20 pL. As
amostras foram depositadas em placas de 96 pocgos, cobertas com adesivo 6tico. Os
parametros de temperatura para a reagdao de qPCR foram: 50°C, por dois minutos;
95°C, por dez minutos, 40 ciclos de trés etapas: 95°C, por 30 segundos; 57°C,
durante um minuto e; 72°C, por um minuto, com extensao final de 72°C, por cinco
minutos, a qual foi seguida pela curva padrdo de dissociagao, para verificar a
especificidade dos primers utilizados. As sequéncias de nucleotideos para tomate
foram obtidas no Sol Genomics Network e National Center for Biotechnology
Information, usando Vector™ (Invitrogen, Carlsbad, CA, E.U.A.) para desenhar os
primers gene-especificos (Tab. 1). Os critérios de selecdo foram os seguintes:
tamanho 18 e 20 pb; temperatura de anelamento entre 60-65°C; percentual de
bases CG entre 40 e 60%; tamanho médio dos fragmentos amplificados entre 50 e
150 pb, e ndo mais de duas bases C ou G entre os cinco ultimos nucleotideos da
extremidade 3 '. A eficiéncia de amplificacdo de cada par de primers foi calculada a
partir da seguinte equagao: E= 10(-1/slope).

Par a cada amostra, o valor de Ct (threshold cycle) foi obtido e a
expressdo relativa foi calculada usando a expressdo ER = 2249 (Livak &
Schmittgen, 2001). A expressao foi analisada usando Multi Experimental Viewer
(MeV), EASE Expression Analysis Systematic Explorer Ver. 4.6, e apresentando o
diagrama de cor usando o controle 0 como calibrador.

Tabela 1. Primers usados para qPCR

Numero de
Genes Ace Sso Forward Reverse
Acet"'i"(Aa gs:;ox"ase Gl 225315532 GTGGTGCACATGCTGATCCGTA GGAAGCCACCAAGTTTTCGGAA
Acet"'%og g:g;ox"ase ID 9284 TGCCGAACCCAATGCCTACAT TCAGCTGCTTGTGAACCTTCGG
Controle endégeno
Actina (ACT) Gl47105122 GGTCGGAATGGGACAGAAGGAT ACAGGGTGTTCCTCAGGAGCAA

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O gene que codifica para a AccA, no genoma nuclear, sofreu incremento
na expressao transcricional no epicarpo € no mesocarpo dos frutos submetidos a
radiagao UV-C no primeiro dia, tendo portanto uma resposta imediata ao tratamento
(Fig. 1). De maneira semelhante, a AccA foi estimulada nos frutos submetidos ao
tratamento com 1-MCP+UV-C no epicarpo dos frutos (Fig. 1) e somente no sétimo
dia nos frutos submetidos somente ao tratamento com 1-MCP. Observou-se que
AccD teve aumento na expressdo somente no epicarpo dos frutos, apresentando
respostas iniciais nos frutos submetidos ao tratamento com radiagdo UV-C no
primeiro dia apos a aplicacido do tratamento e respostas mais tardias nos frutos que
nao receberam esse tratamento (Fig.1). Nos frutos controle, AccA e AccD tiveram
aumento no numero de transcritos somente no sétimo dia no epicarpo dos frutos.
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Durante o amadurecimento do fruto, verifica-se que a enzima acetil-CoA
carboxilase, expressa as formas de AccA e AccD em diferentes fases, a fim de
garantir a biossintese de acidos graxos para o armazenamento de carotenoides.

0.0 3.0 10.0
—_ -~
— = e, o
CE - - b | = - r E E
fil 4 e i F
=i u =l [ [ - =1 ’n..
& = fi E g & g =
acchA
acecD
accA
accD

Figura 1. Acumulo relativo de transcritos de genes que codificam enzimas que
atuam na biossintese de compostos fendlicos no epicarpo e mesocarpo de tomates
cv. Flavortop armazenados pelo periodo de sete dias apos os tratamentos. A cor
verde a esquerda da escala indica o nivel de expressdo minimo (0), a cor preta no
centro representa 3.0 vezes o0 nivel de expressdo minima e a cor vermelha
representa 10.0 vezes mais do que 0 minimo.

4 CONCLUSAO

O trabalho apresenta como conclusao o fato que o nivel de transcritos dos
genes AccA e AccD aumentam durante a transicdo de cloroplastos para
cromoplastos, sendo estimulada pela radiacdo UV-C.
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