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RESUMO

O uso de radiacdo UV-C pode resultar em respostasfibas no que concerne a sintese de compostos
bioativos em frutos, além de ativar o sistema aittante capaz de proteger as células da acéo
citotoxica de espécies reativas de oxigénio. Nestexto, foi avaliado o efeito causado pela
aplicagdo de radiacdo UV-C na intensidade de 3/fKam frutos de tomate cv. Flavortop sobre a
expresséo transcricional de genes relacionadoseoaimas antioxidantes. Observou-se que 0S genes
que codificam para as enzimas envolvidas com erms&tantioxidante apresentaram acumulo de
transcritos inicialmente no epicarpo e posterioteem mesocarpo dos frutos submetidos a radiagéo
UV-C. Desse modo, conclui-se que as respostas nlates a aplicagédo da radiacdo UV-C iniciam no
epicarpo e, em seguida, ocorrem no mesocarposésdeve, provavelmente, ao fato de que a radiacéo
UV-C tem baixo poder de penetragéo.

Palavras-chave:sistema antioxidante, espécies reativas de oxigéanscritos.
1 INTRODUCAO

Como é amplamente conhecido, frutos submetidoguacfies de estresse térmico,
salino e/ou hidrico moderado, ataque por patégernms radiacdo ultravioleta-C (UV-C),
podem desenvolver mecanismos de defesa como aesidee metabdlitos antioxidantes,
redutores de espécies reativas de oxigénio (RQ&) &/ativacdo da sintese de enzimas

antioxidantes que regulam o metabolismo celulantieessas enzimas, as principais sao
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superoxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidaBX)Acatalase (CAT), deidroascorbato
redutase (DHAR), glutationa redutase (GR) e morrdascorbato redutase (MDHAR)
(Foyer et al. 1994). Desse modo, além da a¢éo siefdecdo, a radiagdo UV-C pode resultar
em alteracdes na expressao génica e no metabalissrfoutos.

Frente ao exposto, acredita-se que a radiacao UAplitada em tomate, possa atuar
na inducdo de resisténcia as podriddes, pelo irmramde compostos bioativos e pela
inducdo de enzimas antioxidantes (Barka, 2001;|€hat al., 2008; Liu et al, 2009). Dessa
forma, no presente trabalho se teve como objetivalisa o acumulo de transcritos
correspondentes a enzimas antioxidantes no epienpo® mesocarpo de frutos de tomate
frente a acdo da radiagcdo UV-C, partindo-se datégedde que a radiacdo UV-C atua na

inducdo de mecanismos de defesa do fruto, ativandionas antioxidantes.

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 MATERIAL E METODOS

Tomates $olanum lycopersicunMill.) cultivar Flavortop produzidos através de
sistema hidroponico em casas de vegetacdo no CamopGspéo do Ledo da UFPel, foram
coletados quando sua coloragéo apresentava osinmsnseais de pigmentagdo amarelada na
porcao distal do fruto. Imediatamente apds a ctahes frutos foram submetidos a radiacao
UV-C. Para isso utilizou-se um equipamento com rguiimpadas germicidasffillips®
30W), as quais ficaram a distancia de 60 cm ddedrA intensidade da radiacado emitida foi
determinada com um medidor de luz ultravioleta tdig{RS-232 Modelo MRUR-203,
Instruthern). Os frutos foram expostos a uma dose de 3,7 %kpon 16 minutos, sendo que a
cada quatro minutos os tomates foram trocados digdm para que os frutos recebessem a
radiacdo de forma uniforme em toda superficie. Repte tratados, os frutos foram
acondicionados em bandejas plasticas e mantideseawo em temperatura de 20-22°C por
sete dias.

A extracdo de RNAs totais foi realizada utilizardoeagente€oncert™ (Plant RNA
Reagent seguindo as recomendacdes do fabricante. Pasternte, as amostras de RNAs

foram submetidas a separacao por eletroforese kbde gggarose (1% m/v), onde se verificou
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a presenca e a integridade das bandas de RNAsogibass. Com o objetivo de eliminar
DNA gendmico residual nas amostras de RNAs, folizada digestdo com DNAse e
realizou-se reacdo de PCR para confirmar a elirdmae DNA residual. Apos a digestéo, as
amostras foram submetidas a sintese de cDNAs, caso @o kit comerciabuperScript™
First-Strand System for RT-PQRuvitroger?). A partir dos cDNAs realizaram-se reacées de
Real-time PCRutilizando osprimers especificos, apresentados na Tabela 1. Utilizoo-se
sistemaSYBR Green(Applied Biossysterfis e aparelho ABI 7500Applied Biossysterfis
Cada reacédo foi feita em triplicata utilizando pkacom capacidade de 96 reacbes. A
expressao relativa (R) dos genes em estudo faileala baseada na eficiéncia (E) e no valor
do Ct threshold cycleda amostra descontando-se o nivel transcricibmaglene controle 18S
(Pfaffl, 2001). Equacdes:

E= 1(5-1/slope)

(E (TJ?VO)ACT alvo(conirole-amostra)

(E f(.?‘f) ACT ref (controle-amostra)

Os dados foram analisados através de ferramentgsogpamaMult Experiment
Viewer(MeV), EASE Expression Analisys Systematic Expl#esédo 4.6 e apresentados em

forma de diagramas de cor.

Tabela 1.Primersespecificos usados para Real-time PCR.

Gene Acesso Forward Reverse

APX SGN-U578449 TGGACCGCCAATCCCCTTA GGCATCTTCATCCGCAGCAT
CAT SGN-U578839 GCCACGCGACCAAGGATCTT CCTCGGGGTCCATTGTTTGG
SOD SGN-U581590 AGGCCGTCGCCGTCCTTA CCAAGGGCATGGACATGGAA
18S Gl 18448 TGTGAAACTGCGAATGGCTCATTAA AAGTCGGGATTTGTTGACGTATT

*APX: ascorbato peroxidase; CAT: catalase; SOD: sppéo dismutase.
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2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao se avaliar o acumulo de transcritos de genes apdificam para as enzimas
antioxidantes nenhuma variagao significativa foserlsada nos frutos controle (Figuras 1 e
2). Quando se aplicou radiacdo UV-C verificou-se, @4h apds o tratamento, ocorreu maior
acumulo de transcritos no epicarpo dos frutos (&id). No mesocarpo, por sua vez, 0 maior
acumulo de mRNAs de genes que codificam para eszantioxidantes ocorreu no sétimo
dia apés aplicagdo de UV-C (Figura 2). Isto podeegplicado pelo fato de a radiacdo UV-C
ter pouco poder de penetracdo, agindo mais sujdmiente, acarretando inicialmente maior
expressao no epicarpo e, na sequéncia, no meso&my® comportamento biolégico sugere
que a radiagcdo UV-C age inicialmente nas camadagaes superficiais e, em seguida,
transmite o sinal para o mesocarpo do tomate. Cam@no de como iSso ocorre ndo foi
estudado, mas lanca-se a hipétese de que possaraegrartir da sinalizacdo por peroxidos

gerados pela acao do UV-C.
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Figura 1. Expresséo relativa de enzimas antioxétant epicarpo de tomate.
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Figura 2. Expresséo relativa de enzimas antioxétand mesocarpo de tomate.

3 CONCLUSAO

As respostas transcricionais a aplicacao de raalielyg&C ocorreram inicialmente no
epicarpo e em seguida 0 mesocarpo, indicando @gi@de de um tratamento com efeito

sistémico.
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