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1. Introducéo geral

O Rio Grande do Sul € um dos maiores produtores de péssegos do Brasil. Nos
pomares do Estado, a cultivar que mais se destaca € a “Chiripa” por produzir frutas
de tamanho médio a grande, com cerca de 190g, polpa branca, alto potencial de
acumulo de acucares, caroco aderente e epiderme com coloracdo de superficie
avermelhada e cor de fundo esverdeada (ROMBALDI et al., 2002).

A crescente expansdo do cultivo de péssegos para consumo in natura vem
aumentando significativamente a oferta do produto. O “Chiripa” é uma cultivar de
maturacdo tardia, 0 que a torna bastante apta para o armazenamento, visando ao
abastecimento do mercado por um periodo maior (NAVA & BRACKMANN, 2002). Na
maioria das regides, a colheita desta cultivar € realizada no periodo de 15 de
dezembro a 15 de janeiro (MEDEIROS & RASEIRA, 1998).

O armazenamento refrigerado € o principal método utilizado para conservacéo
de péssegos, diminuindo o metabolismo e evitando a rapida deterioracdo. Porém,
em armazenamentos mais prolongados, a acentuada perda de firmeza de polpa, a
ocorréncia de disturbios fisioldégicos e a incidéncia de podridées sdo os principais
problemas que ocorrem durante a frigoconservacdo (BRACKMANN et al., 2003).

O armazenamento em atmosfera controlada é muito utilizado comercialmente
no Brasil para 0 armazenamento de macéds e kiwi. Na Europa e nos EUA, a
atmosfera controlada € a técnica mais comumente utilizada no armazenamento de
frutas de caroco (BRACKMANN et al., 2003). Porém, em muitos casos, limitacdes

econbmicas e falta de reprodutibilidade dos resultados dos tratamentos, sdo as
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principais dificuldades para estabelecer o melhor armazenamento para péssegos.
NAVA & BRACKMANN (2002) citando outros autores em seu trabalho, concluem
que a reducdo dos niveis de O, e/ou elevacdo dos niveis de CO, retarda(m) o
amadurecimento dos frutos (LANA & FINGER, 2000), diminui(em) o metabolismo de
pigmentos, de compostos fendlicos e volateis (BEAUDRY, 1999), reduz(em) a
sintese e a acdo do etileno sobre o metabolismo dos frutos e a ocorréncia de
podriddes (BRACKMANN & CHITARRA, 1998). Segundo Lana & Finger (2000), os
niveis minimos de O, e maximos de CO, sao limitados pela sensibilidade dos
tecidos a inducao de respiracdo anaerobica e a injuria por CO,, respectivamente.

As substancias pécticas sdo os principais componentes quimicos dos tecidos
responsaveis pelas mudancas de textura das frutas. Essas transformacdes ocorrem
nado somente durante o amadurecimento, como também no armazenamento de
frutas (CHITARRA & CHITARRA, 1990). A degradacdo de polissacarideos
pectinicos € uma das principais causas do processo de amaciamento dos frutos.
Estdo envolvidos na modificacdo da textura de frutas dois principais processos
enzimaticos, cuja acao € devida a poligalacturonase (PG) e a pectinametilesterase
(PME) (ANTON et al.,, 2002). Afora estas, diversos estudos sugerem que a
expressdo de proteinas e mMRNAs para expansina sdo correlacionadas com o
crescimento e/ou desorganizacdo da parede celular em vérios tecidos. A relevancia
das expansinas no amaciamento de frutos estd bem demonstrada pelo uso de
plantas transgénicas e em estudos com diferentes cultivares da mesma espécie
(BRUMMELL et al., 1999; HAYAMA et al., 2003; SALENTIJN et al., 2003; DOTTO et
al., 2006).

Com a descoberta de varios genes de vital importancia nos processos de
maturacdo do péssego e de modificacbes na parede celular durante seu
armazenamento, estudos com a intencdo de desenvolver conhecimento e tecnologia
para o prolongamento de sua oferta ao mercado tém cada vez mais utilizado
ferramentas da Biologia Molecular para mostrar o comportamento de enzimas e de
proteinas durante os varios estadios do fruto, através da extracdo de RNAs de alta
gualidade, e, a partir destes, estudos moleculares de fisiologia de fruto.

Os objetivos do presente trabalho foram: a) calibrar um método para a extragéo
de RNAs totais com alta qualidade e livre de moléculas contaminantes; b) mostrar o
perfil molecular dos mMRNAs amplificados pelos oligonucleotideos referentes as

enzimas poligalacturonases (PG), pectinametilesterases (PME) e expansinas (Exp),



17

que participam da degradacdo da parede celular em péssegos “Chiripa” ap6s o
armazenamento refrigerado.

Através destes objetivos se pretende testar as hipoteses de que: a) os estudos
de expressao de genes em péssegos estdo condicionados a utilizacdo de método
adequado de extracdo de RNAs totais com alta qualidade e livre de contaminagdes;
e, b) é possivel obter um perfil de expressao génica das principais enzimas que
participam da degradacdo da parede celular em péssego “Chiripa” apos o

armazenamento refrigerado.
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2. O Estado da Arte

2.1. A planta e o fruto

A familia Rosaceae inclui frutos de importancia alimentar e econdémica, dentre
0S quais a maca (género Malus), a péra (género Pyrus), a framboesa e a amora
(género Rubus), o morango (género Fragaria), e outros frutos ditos “de caroco” como
0 péssego e (Prunus persica), nectarina (Prunus persica, var. nectarina), a ameixa
(Prunus domestica), a cereja (sub-género Cerasus), a améndoa (Prunus dulcis) e o

damasco (Prunus armeniaca) (MEISEL et al., 2005).

O péssego é um tipico fruto climatérico, que exibe um aumento drastico na
producéo de etileno e na taxa de respiracdo, associados com mudancas na textura e

flavor durante a maturacéao (LIU et al., 2005).

O climatério pode ser compreendido como um periodo na ontogenia de certas
frutas, durante o qual uma série de mudancas bioquimicas, que sdo geralmente
iniciadas devido a producdo autocatalitica de etileno, define a transicdo entre o
desenvolvimento e a senescéncia e envolve um aumento na respira¢ao, conduzindo
ao amadurecimento. Acredita-se que o climatério seja uma resposta auto-reguladora
da mitocondria, numa tentativa de compensar e reparar decomposicdes celulares,
atribuindo ao aumento do metabolismo respiratério uma forma da fruta continuar o
processo de maturacdo e, a0 mesmo tempo, manter a integridade celular. Desde
qgue colhidas no seu estadio ideal, as frutas climatéricas sdo capazes de completar o

seu amadurecimento quando destacadas da planta (KLUGE et al., 2002).
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O fruto amolece rapidamente apds a colheita, levando a perdas na cadeia de
comercializacdo por danos mecanicos e pelo excesso de maturacao (LIGUORI et al.,
2004). Péssegos sao frutos pereciveis que amadurecem e senescem rapidamente a
temperatura ambiente e que requerem um cuidadoso e rapido manuseio apos a

colheita para evitar sérias perdas (LIU et al., 2005).

2.2. Etileno

Segundo Liguori et al. (2004) o etileno (C,H4) é um fitormdnio considerado
indutor de maturagéo e senescéncia. Mas, em verdade, o etileno atua em fases
diversas, como no crescimento, no desenvolvimento e na senescéncia e,
principalmente, no amadurecimento das frutas climatéricas. Tem como precursor
primario o aminoacido metionina, como intermediario S-adenosilmetionina (SAM) e
como precursor imediato o acido 1-carboxilico-1-aminociclopropano (ACC)
(BRADFORD & YANG, 1980).

Nos frutos climatéricos como macas, bananas, péssegos, nectarinas, ameixas
e tomates, observa-se um pico na taxa respiratdria, que antecede ou sucede um
drastico incremento na sintese de etileno (YANG & HOFFMAN, 1984; KENDE, 1993;
LELIEVRE et al., 1997). A producéo de etileno é reduzida na fase pré-climatérica,
elevando-se até o maximo no climatérico para posteriormente declinar.
Normalmente, a aplicacdo exdgena do etileno nestas frutas antecipa uma Unica vez
0 pico climatérico quando aplicado na fase pré-climatérica. Em fases posteriores, a
aplicacao de etileno produz pouco efeito (KLUGE et al., 2002).

O envolvimento do etileno no processo de amadurecimento tem sido
comprovado pelo estudo de plantas transformadas, nas quais a inibicdo da sintese
de etileno reduz ou inibe o amadurecimento (PICTON et al., 1993; AYUB et al.,
1996; SILVA et al., 2004). Em tempo, o amaciamento dos frutos é particularmente
controlado pelo etileno, a aplicagdo exdgena do etileno ou propileno causa um
amaciamento mais rapido do fruto (ABDI et al., 1997). Além disso, plantas com
mutaclOes, que comprometem a sintese normal de etileno, apresentam padrbes
anormais de amadurecimento (STEPANOVA & ECKER, 2000). Apesar do efeito
evidente do etileno na regulacdo da maturacdo de frutos climatéricos, acredita-se
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gue mecanismos reguladores moleculares dependentes e independentes de etileno
coexistam nesses frutos (LELIEVRE et al., 1997; ALEXANDER & GRIERSON,

2002), o que torna esse processo, como um todo, ainda mais complexo.
2.2.1. Inibidores da acéo do etileno

O etileno é conhecido por desencadear muitos, embora ndo todos, os
aspectos do amadurecimento de frutos (LELIEVRE et al., 1997). Os diversos efeitos
provocados pelo etileno nos tecidos vegetais podem ser controlados por meio da
regulacdo da sua sintese ou da sua agdo (FENG et al., 2000). Dessa forma, 0 uso
de inibidores da acéo do etileno tem se tornado uma alternativa interessante, pois
sdo compostos que protegem os frutos da acéo do etileno, tanto enddégeno, quanto

do exdgeno.

Neste contexto, um composto vem sendo muito estudado: o
1-metilciclopropeno (1-MCP), o qual inibe a maturag&o por ocupar irreversivelmente
os sitios de ligagdo do etileno, assim o etileno é incapaz de ligar-se e suprimir
subsequentes transcricdo e traducdo dos sinais (SEREK et al.,, 1994; LIU et al.,
2005). A afinidade do 1-MCP aos receptores de etileno supera a do proprio etileno
em cerca de 10 vezes (BLANKENSHIP & DOLE, 2003), porém, a longevidade da
acdo do 1-MCP é dependente da espécie, cultivar, tecido e modo de inducdo da
producéo de etileno (SISLER & SEREK, 1997). O 1-MCP possui um modo de acao

nao-toxico e € ativo mesmo em baixas concentracdes (SISLER & SEREK, 1997).

O amadurecimento pode ser iniciado pela evolugdo natural do etileno
enddgeno ou pela aplicacdo exdgena comercial de etileno (LIU et al., 2005). A acao
inibidora do etileno pelo 1-MCP foi constatada por atrasar o amadurecimento e
melhorar a qualidade pds-colheita dos frutos climatérios (ABDI et al., 1998; FAN et
al., 1999; LIGUORI et al., 2004). Fan et al. (2002) constataram que o 1-MCP atrasa
o amolecimento de péssegos, porém, também foi verificado que este tratamento

pode afetar negativamente a qualidade da polpa.

2.3. Armazenamento
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As perdas na qualidade poés-colheita de péssegos armazenados Ssao
causadas predominantemente por alteragbes metabdlicas, danos mecanicos,
reducdo da firmeza da polpa, distarbios fisiologicos e outros processos
deteriorativos. Essas perdas séo influenciadas por caracteristicas varietais, etapa de
amadurecimento na colheita, manuseio, colheita e condicdes de armazenamento e
pelo sistema de armazenamento (LILL et al., 1989; LELIEVRE et al., 1997;
CRISOSTO et al., 1999; ROMBALDI et al., 2002). Na tentativa de reduzir essas
perdas, pesquisas tém procurado novos genotipos e tém examinado as condicdes
pré-colheita, procedimentos de colheita, frio, armazenamento em atmosfera
controlada e a utilizacdo de sistemas que controlam a producdo e/ou a acao de
etileno (ZHOU et al., 2000b; DONG et al., 2001; GIRARDI et al., 2005).

2.3.1. Armazenamento refrigerado (AR)

A deterioracdo € um importante fator que limita a duracédo de péssego apoés a
colheita e resulta em apreciaveis perdas no comércio atacadista, varejista e em nivel
de consumidor (LIU et al., 2005). Em razéo disto, 0 armazenamento desses frutos
em baixas temperaturas tem sido utilizado, tanto para reduzir o metabolismo, quanto
para restringir o desenvolvimento de podridées (LURIE & CRISOSTO, 2005). O
armazenamento de péssegos “Chiripd” € bastante comum, pois essa é a Ultima
cultivar de mesa a ser colhida, tornando seu armazenamento interessante do ponto
de vista econémico. Grande parte do péssego produzido no Brasil € armazenada,
somente sob refrigeracéo, e, nesse sistema, sdo controladas apenas a temperatura

e a umidade relativa do ar.

A velocidade dos processos metabolicos € muito dependente da temperatura,
logo, a reducédo da temperatura do ar pode ser usada para ampliar o periodo de
conservacgao de frutos, especialmente por reduzir a respiragao celular (STEFFENS
et al., 2006). No caso de péssegos, 0 amadurecimento é extremamente reduzido a
1TC, enquanto a 5T esse processo continua (VALERO et al., 1997). Nesse intuito, a
temperatura mais adequada, para 0 armazenamento de péssegos, inclusive da
cultivar Chiripa, tem sido apontada como -0,5C (NAVA & BRACKMANN, 2002).

Porém, o armazenamento de péssegos a baixas temperaturas por periodo
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prolongado pode induzir a formacdo de injurias pelo frio (chilling injuriy),
especialmente as chamadas de lanosidade (mealiness/wolliness), caracterizadas por
uma falta de suculéncia e textura farinhenta (LILL et al., 1989). Nos estagios mais
avancados, a polpa também apresenta separacdo dos tecidos e evidente

descoloragao, assim como escurecimento (BRUMMELL et al., 2004).

2.3.2. Atmosfera controlada (AC)

Afora o uso de refrigeracdo, também tém-se tornado relevantes os estudos
dos efeitos da modificagdo das pressdes parciais de O, e CO,, como uma maneira
de incrementar o efeito preservativo do frio na qualidade dos frutos, prolongando seu
armazenamento. Essas condi¢cdes de armazenamento reduzem a biossintese e a

acao do etileno e o metabolismo respiratério (KERBEL et al., 1988; LIU et al., 2004).

Apesar do sucesso da preservacdo de péssegos “Chiripd” sob condi¢bes de
AC, este sistema ainda ndo é amplamente utilizado para producdo comercial de
péssegos no Brasil, devido as dificuldades operacionais e limitacdes econémicas
(GIRARDI et al., 2005).

2.3.2.1. Efeito sobre a ac&o do etileno

Niveis elevados de CO;, (5-20%) inibem a producdo de etileno em frutos
WILD et al.,, 1999; MATHOOKO et al.,, 2001; DE WILD et al., 2005). Uma das
hipoteses em relacéo ao efeito inibitorio do CO, sobre varios processos dependentes
de etileno considerava que esse gas competia pelo sitio de ligacdo do etileno,
inibindo sua biossintese e acdo (BURG & BURG, 1967). No entanto, recentemente
novos estudos tém demonstrado que o local de agédo do CO,, na via de biossintese
de etileno, situa-se antes da transformacédo de ACC em etileno (DE WILD et al.,
1999; MATHOOKO et al., 2001; DE WILD et al., 2005). Afora isso, esses mesmos
estudos indicam que o CO, nao afeta a ligagao do etileno aos seus receptores, como
postulado anteriormente. De acordo com Nakajima et al. (1990), o CO; inibe a
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atividade da ACC sintase por meio de inibicdo transcricional. Em péssegos, foi
demonstrada uma inibicdo da atividade da ACC sintase pelo CO, (MATHOOKO et
al., 2001).

Além dos efeitos do CO, sobre a rota de sintese de etileno, a exposi¢cao de
frutos e vegetais frescos a niveis de O, inferiores a 8% reduzem significativamente a
biossintese de etileno (KADER, 1986). Devido ao O, ser substrato na reacao
catalisada pela ACC oxidase, sob condi¢cdes de anaerobiose a conversao de ACC a
etileno pode ser completamente inibida (KENDE, 1993). O armazenamento de
macas sob 0,25% de O, reduziu a atividade da ACC oxidase e a sintese de ACC
sintase, bem como, o armazenamento de macas em 0,25% de O, foi mais eficiente
em reduzir a biossintese de etileno do que o armazenamento em ar + 20% de CO,
(GORNY & KADER, 1996).

2.3.2.2. Efeito sobre a atividade respiratoria

De acordo com Ke et al. (1993), um pequeno estresse por baixo O, e/ou
elevado CO, nao induz metabolismo fermentativo. Nestas condi¢cdes, a taxa de
respiragdo e o consumo de reservas sdo reduzidos, mantendo a qualidade dos
produtos, além de prolongar o periodo de armazenamento. O CO, pode atuar, tanto
como um indutor, quanto um supressor da respiracdo durante e apdés o
armazenamento, dependendo da sua concentragdo, da concentracdo de O,, da
espécie e da temperatura (KADER, 1986). Todavia, é dificil discriminar exatamente
quais eventos sdo afetados pelas altas concentracbes de CO, e quais pelos baixos
niveis de O, (MATHOOKO, 1996).

Segundo Liu et al. (2004), o CO;, inibe a atividade da isocitrato desidrogenase
(IDH), enzima que catalisa a conversao de isocitrato a 2-oxoglutarato. Afora isso,
outras enzimas desta rota podem ser inibidas, porém em menor extensdo. Da
mesma maneira, a exposicao de frutos a elevados niveis de CO, poderia resultar na
inibicdo de determinadas enzimas da via glicolitica. Corroborando estes estudos, foi
observada uma reducéo significativa na respiracdo de peras expostas ao alto CO,

devido a inibicdo da sintese e/ou da atividade das fosfofrutoquinases ATP-



24

dependentes (PFK) e das fosfofrutoquinases PPi-dependentes (PFP) (KERBEL et
al., 1988).

2.4, Parede Celular

A parede celular € uma estrutura essencial para muitos processos no
crescimento, desenvolvimento, manutencao e reproducdo da planta. A diversidade
de funcbes da parede celular vegetal exige uma estrutura diversa e complexa. As
paredes celulares possuem uma arquitetura variada composta basicamente por
parede primaria, parede secundaria, lamela média e plasmodesmas. A parede
primaria € composta de microfibrilas de celulose inseridas em uma matriz de
polissacarideos altamente hidratada. A matriz consiste em dois grupos principais de
polissacarideos, em geral chamados de hemiceluloses e pectina, mais uma
quantidade de proteinas estruturais (TAIZ & ZEIGER, 2004).

As pectinas formam uma fase gel hidratada na qual esta implantada a rede
celulose-hemicelulose. Elas atuam como preenchimento hidrofilico, impedindo a
agregacdo e o colapso da rede de celulose (TAIZ & ZEIGER, 2004), e também
formam uma rede, mantida por ligacdes éster entre as moléculas de pectina e por
interligacées mediadas por Ca?* entre homogalacturonanos desmetilesterificados
(BRUMMELL & HARPSTER, 2001). A estrutura, como um todo, € unida por ligacfes
covalentes entre algumas moléculas de xiloglucano e pectinas (THOMPSON & FRY,
2000). Moléculas de pectina executam varias funcdes, incluindo a determinacao da
porosidade da parede celular, o fornecimento da carga das superficies que modulam
a parede celular através do pH e do equilibrio ibnico, bem como a regulacdo da
adesdao celular na lamela média (CARPITA & MCCANN, 2000). O elevado grau de
complexidade estrutural e heterogeneidade da matriz péctica sdo produzidos tanto
durante a biossintese do sistema endomembranar, bem como é resultado da acao
de um leque de enzimas de modificagdo péctica na base da parede celular
(WILLATS et al., 2001; MANGANARIS et al., 2005).

As paredes celulares dos frutos carnosos sao ricas em pectinas, que podem
constituir mais de 50% da composicdo das paredes, com variacdes consideraveis
entre as espécies (BRUMMELL & HARPSTER, 2001). As pectinas compreendem
um grupo de heteropolissacarideos acidos com dominios estruturais distintos, sendo
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sujeitas a acdo de proteinas de biossintese e de enzimas modificadoras da parede
celular (WILLATS et al., 2001). As pectinas sdo ricas em acido galacturénico, o qual
participa da formacéo da estrutura fundamental dos trés principais polissacarideos
pécticos: 0 homogalacturonano ou acido poligalacturénico (HGA), o
ramnogalacturonano-l (RG-I) e o ramnogalacturonano-ll  (RG-Il). O
homogalacturonano € um homopolimero linear, contendo de 100 a 200 residuos de
acido galacturénico com ligacbes a 1—4 (ZHAN et al., 1998). Ele € sintetizado no
complexo de Golgi e transportado as paredes celulares numa forma altamente
metilesterificada (70-80%) nas carboxilas C-6 (PERRIN et al., 2001). Uma vez que a
pectina € secretada para a parede, 0s grupos éster podem ser removidos por

pectinas estearases encontradas na parede (TAIZ & ZEIGER, 2004).

2.4.1. Alteracgdes na parede celular dos frutos dura  nte o amadurecimento

A parede da célula vegetal € uma estrutura dindmica, que apresenta muitas
mudancas durante a diferenciacdo e desenvolvimento dos diferentes oOrgaos e
tecidos. O amolecimento, que ocorre durante a maturacdo dos frutos carnosos, tem
sido amplamente associado a degradacdo dos diferentes componentes da parede
celular (BRUMMELL & HARPESTER, 2001; VILLARREAL et al., 2007). A
degradacdo da protopectina na lamela média e da parede celular priméria, o
aumento da pectina solivel e a perda de agUcares neutros nao celuldsicos,
relatados durante o amadurecimento dos frutos, tém sido sugerido como causas
principais da perda de textura (ANTUNES et al., 2006).

Vérios fatores do amadurecimento relacionados com modificacées da parede
celular, como a solubilizacdo ou despolimerizacdo de pectina ou outros
componentes da parede celular, sdo observados em alguns frutos. No entanto, a
extensdo e o0 momento dessas modificagbes variam (BRUMMELL, 2006). Como a
maior parte das desorganizacdes ou das modificacdes dos polissacarideos da
parede celular durante a maturacdo € devido as acbes de um leque de enzimas
modificadoras da parede celular, as atividades destas enzimas também diferem
muito entre espécies (ORR & BRADY, 1993). Em péssego, a atividade de varias
enzimas apresenta um aumento durante o amaciamento, conforme jA demonstrado
por alguns autores: exo-poligalacturonase (exo-PG, EC 3.2.1.67), endo-
poligalacturonase (endo-PG, EC 3.2.1.15), endo-1,4-manase (EC 3.2.1.78), a-L-
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arabnofuranosidase (ARF, EC 3.2.1.55) e B-galactosidase (EC 3.2.1.23) (PRESSEY
& AVANTS, 1973; BRUMMEL et al., 2004; HAYAMA et al., 2006).

Algumas alteracbes na parede celular, relacionadas ao amadurecimento de
frutos, sdo comuns a varias espécies, como a despolimerizacdo dos glicanos da
matriz (BRUMMELL et al., 2004). As pectinas sdo gradativamente despolimerizadas
e solubilizadas durante o amadurecimento (FISCHER & BENNETT, 1991;
BRUMMELL & HARPSTER, 2001; BRUMMELL et al., 2004). Entretanto, nem todos
os poliuronideos tornam-se sollaveis, pois, mesmo que sejam despolimerizados,
muitos permanecem associados por meio de liga¢gdes ibnicas a outras moléculas de
pectinas insolaveis.

Em péssegos, o inicio do processo de reducdo da firmeza da polpa é
acompanhado pelo incremento no conteddo de pectinas frouxamente ligadas por
ligagBes ibnicas (extraidas por quelante), mas sem a ocorréncia de extensiva
despolimerizacdo (BRUMMELL et al., 2004). No entanto, no periodo subseqiente de
reducdo drastica de firmeza (estddio fundente), ocorre uma elevada
despolimerizacdo e solubilizacdo dessas pectinas. Esse processo é acompanhado
por uma reducdo gradual no nivel de metilesterificacdo das pectinas. Além dos
processos de degradacao da parede celular serem acompanhados pela modificacao
da atividade de vérias enzimas hidroliticas (BRUMMELL et al.,, 2004), ocorre,
também, sintese limitada de polissacarideos e uma elevada atividade de sintese de
proteinas estruturais, que possivelmente auxiliam na manutencéo da integridade das

paredes celulares durante o processo de amolecimento (TRAINOTTI et al., 2003).

2.4.2. Enzimas mediadoras da hidrélise e da degrada  ¢do da parede celular

2.4.2.1. Poligalacturonase (PG)

A PG € a enzima mais abundante e mais extensivamente estudada das
enzimas de degradacdo das pectinas (HADFIELD & BENNETT, 1998).
Poligalacturonases (PGs, poli(1—4-a-D-galactorunideo)glicanohidrolase) séo
enzimas encontradas na maioria dos frutos, que catalisam a hidrolise das ligacdes
B 1,4 entre residuos de acido galacturénico no interior da cadeia de pectina. Esta
enzima € classificada em dois grupos com base na sua acéo sobre o substrato: uma,
com tipico rompimento aleatério das ligacdes glicosidicas, chamadas endo-PG, e

outra, com rompimento no terminal ndo-redutor, que remove somente uma unidade
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de acido galacturénico, exo-PG (EVANGELISTA et al., 2000; BRUMMELL &
HARPSTER, 2001; ANTUNES et al., 2006).

Os substratos para PG na parede celular sdo principalmente as
homogalacturonas, que sao secretadas na parede celular altamente
metilesterificados e devem ser desesterificadas antes de poderem tornar-se um
substrato para PG (JAVIS, 1984; CARPITA & GIBEAUT, 1993; BRUMMELL &
HARPSTER, 2001). Por isto a atuacdo da PME desmetilando as pectinas se faz
necessaria, vez que a PG se torna incapaz de atuar na presenca de grupos metilicos
(ANTUNES et al., 2006).

Na maioria dos frutos, a atividade da PG aumenta durante o amadurecimento
concomitantemente com um aumento na maciez do fruto e a solubilizacdo de
poliuronideos da parede (HOBSON, 1981; KNEE & BARTHEY, 1981; HUBER, 1993;
BICALHO et al., 2000; ANTUNES et al., 2006). Porém, enzimas de degradacdo da
parede celular responsaveis pelo amaciamento de frutos ndo sdo as mesmas de
uma espécie para outra. No amadurecimento, abacate, tomate e péssego possuem
relativamente altos niveis de atividade da poligalacturonase nos frutos, enquanto
esta tem sido relatada estar ausente em outras espécies como morango, macga e
meldo (BRUMMELL & HARSPTER, 2001).

Péssegos das variedades que perdem rapidamente firmeza da polpa, durante
o amadurecimento (polpa fundente), apresentam, além da atividade das exo-PGs,
um aumento drastico na atividade das endo-PGs. Entretanto, em péssegos com
carogo preso e que nao apresentam essa reducao acentuada da firmeza da polpa
(polpa ndo fundente) é detectada somente a atividade da exo-PG (PRESSEY &
AVANTS, 1978), o que se pretende, explica parcialmente a reducédo mais limitada da
firmeza da polpa de péssegos com 0 caroc¢o preso a polpa.

As PGs sao expressas a partir de grandes familias multigénicas, porém,
durante o amadurecimento, apenas poucos genes sao expressos nos frutos (DELLA
PENNA et al., 1986). O etileno esta envolvido com a regulacdo desse processo em
varios frutos (SITRIT & BENNETT, 1998; ZANUZO, 2004).

2.4.2.2. Pectinametilesterase (PME)
Poligalacturonas sédo secretadas da parede celular em formas altamente
metilesterificadas e sédo desesterificadas durante o desenvolvimento da célula. Isto

cumprido pela pectinametilesterase (PME, EC 3.1.1.11), que desesterifica o0s
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poliuronideos pela remocédo dos grupos metilésteres da posi¢do C-6 dos residuos de
acido galacturbnico das pectinas de alto peso molecular, formando pectinas com
menor grau de metilacdo e metanol. A desmetilacdo da pectina, com a perda dos
grupos carboxilicos, altera o pH e carrega a parede celular, permitindo a ligacdo do
calcio numa estrutura gel agregada de poliuronideos, tornando os poliuronideos
sensiveis a degradacdo pela PG (PRESSEY & AVANTS, 1982; JARVIS, 1984,
KOCH & NEVINS, 1989; FISCHER & BENNETT, 1991; CARPITA & GIBEAUT, 1993;
BRUMMELL & HARPSTER, 2001). A atividade da PME deve preceder a atividade
da PG, no sentido de facilitar a atividade desta ultima, pela desmetilagdo dos
poliuronideos. Assim, a PG teria maior afinidade pelo substrato linear, desmetilando,
apos a atuacédo da PME (ANTHON et al., 2000; ANTUNES et al., 2006).

PME é a enzima chave no controle da organizacdo e desorganizacdo das
redes de pectina (WILLATS et al., 2001), determinando a integridade dos tecidos
durante a senescéncia dos frutos, talvez, por regular as ligagbes dos céations com a
parede celular (MANGANARIS et al., 2005).

A atividade das PMEs é detectada durante todas as fases do
desenvolvimento dos frutos, sendo que picos de atividade sdo observados quando
os frutos sdo ainda pequenos e imaturos e logo no inicio do processo de
amadurecimento (HARRIMAN et al., 1991). No entanto, esses picos sao alcancados
apos um declinio consideravel na acumulacdo de mRNAs para PME.

N&o se sabe quais fatores controlam a expressdao do gene da PME no
desenvolvimento do fruto (BRUMMELL & HARPSTER, 2001), pois, aparentemente,
o etileno néo participa deste processo (ALEXANDER & GRIERSON, 2002).

A atividade da PME, portanto, desempenha papel pequeno no amolecimento
dos frutos durante o amadurecimento, mas afeta substancialmente a integridade dos
tecidos durante a senescéncia e na transformacdo caracteristica dos frutos
(BRUMMELL & HARPSTER, 2001).

2.4.2.3. Expansinas (Exp)

Nem todas as enzimas modificadoras da parede celular agem por clivagem da
ligacdo covalente glicosidica ou ligagBes éster. As expansinas sao proteinas que
estdo localizadas na parede celular, que foram inicialmente identificadas pela sua
capacidade de causar afrouxamento da parede celular nos ensaios in vitro
(MCQUEEN-MASSON et al., 1992; BRUMMELL & HARPSTER, 2001).
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Desde que a expansina tem sido postulada a estar envolvida no controle da
despolimerizacdo dos poliuronideos (BRUMMELL et al., 1999), compreende-se
possivel que uma inibicdo do acumulo de expansinas na fruta possa influenciar a
desordem da expressao, limitando a capacidade da PG para degradar pectina
(OBERLAND et al., 2003).

Essas proteinas tém sido detectadas em varios frutos, como tomates (ROSE
et al.,, 1997), morangos (CIVELLO et al.,, 1999; DOTTO et al., 2006) e péssegos
(HAYAMA et al., 2003). Em tomates, o amolecimento parece estar envolvido com a
atividade de expansinas relacionadas com o amadurecimento, pois, reducdo ou
incremento da quantidade de expansinas no inicio da maturagdo diminui ou
aumenta, respectivamente, o amolecimento dos frutos (BRUMMELL et al., 1999;
BRUMMELL et al., 2004; VILLARREAL et al., 2007). Trés genes, que codificam para
expansinas em péssegos, sdo expressos especificamente nos frutos. Destes,
PpExp2 possivelmente exerca um papel no processo de expansédo dos frutos,
enquanto PpExpl e PpExp3 s&o expressos especialmente durante o
amadurecimento (HAYAMA et al., 2003).

Hayama et al. (2003) em seu trabalho, indicam que enzimas hidroliticas, como
as PGs, podem atuar cooperativamente com as expansinas, reduzindo a firmeza da
polpa dos frutos. A expressao das expansinas relacionadas ao amadurecimento de
frutos é regulada pelo etileno (ROSE et al., 1997; OBENLAND et al., 2003).

2.5. Andlise da expressao génica através da técnica  de RT-PCR

A identificacdo de genes relacionados a degradagcdo da parede celular em
frutos que estdo intimamente relacionados com o amaciamento, perdas no periodo
de pos-colheita e com a diminuicdo do periodo de oferta ao mercado consumidor, é
de vital importancia, no sentido de elucidar os mecanismos que estdo envolvidos
nestes processos. Para isso, se tem lancado mé&o das ferramentas da Biologia
Molecular, para tentar identificar a presenca destes genes e seu padrdo de

expressao, especialmente através da analise de seus mRNAs.

Dentre as técnicas de caracterizacdo e/ou quantificacdo da transcricdo
génica, a técnica de RT-PCR destaca-se pela alta sensibilidade, o que possibilita o
estudo de genes com baixas taxas de expressdo e a utilizacdo de pequenas

guantidades de amostra. A técnica de RT-PCR consiste na conjugacao das técnicas
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de sintese de cDNA (uso da enzima transcriptase reversa) e de PCR (uso da enzima
Tag DNA polimerase). Também se destaca pela praticidade, ja que permite obter
resultados com extracdes de RNAs totais, executaveis em tempo curto, quando
comparada com outras metodologias. A técnica dispensa o uso de sondas

radioativas para a visualizagao dos resultados.

Porém, para o sucesso desta técnica é indispensavel que se tenha extratos
de RNAs de boa qualidade. A habilidade em isolar RNAs de boa qualidade, livre de
proteinas, de DNA gendmico e de contamina¢cfes por metabolitos secundarios é
crucial para a construcdo de bibliotecas de cDNA e outras analises moleculares,
dentre elas, reaclOes de transcriptase reversa — reacdo em cadeia da polimerase
(RT-PCR) (LIU et al., 1998).
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Capitulo |

1. Adaptacdo de método para extracdo de RNA totale m Péssego

1.1. Introducéo

O péssego € um tipico fruto climatérico que exibe um aumento drastico na
producao de etileno e da taxa de respiracdo, associadas a mudancas na textura e no
flavor durante a maturacédo (LIU et al., 2005), dois dos mais importantes atributos
comerciais dos frutos. Associado a estes atributos, o péssego é um interessante
modelo no estudo de biologia molecular devido a suas caracteristicas fisioldgicas e
bioquimicas. Segundo Meisel et al. (2005), o péssego se destaca como modelo
gendmico por ter uma polinizacdo propria, um genoma pequeno - de
aproximadamente 300Mb (aproximadamente apenas o dobro do tamanho do
genoma de Arabdopsis) e um relativo curto estagio de producao.

Com a identificacdo e caracterizagcdo de varios genes de importancia
envolvidos nos processos de maturacdo do péssego, 0s pesquisadores véem
enfrentando um grande desafio em obter extratos de RNAs de alta qualidade e em
guantidade suficiente, fator limitante nos experimentos que envolvem estudos de
expressdo génica em nivel molecular. A habilidade de isolar RNA de boa qualidade,
livre de proteinas, de DNA gendmico e de contaminagdes por metabdlitos
secundarios é fator preponderante para a construcdo de bibliotecas de cDNA,
analises moleculares através, por exemplo, de RT-PCR (reverse transcriptase —
polymerase chain reaction - transcriptase reversa — reacdo0 em cadeia da
polimerase) (LIU et al., 1998).

O estudo da expressdo génica em plantas frutiferas pode ser tecnicamente

dificil devido a grande quantidade de polissacarideos, de polifendis e de outros
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metabdlitos secundarios que se acumulam durante o amadurecimento do fruto e/ou
em resposta a estimulos do ambiente (MEISEL et al., 2005). Estes compostos
possuem tendéncia a co-precipitarem com RNAs devido a propriedades fisico-
quimicas similares, afetando a qualidade e a quantidade das amostras (ASIF et al.,
2000). Além disso, as ribonucleases (RNases) enddgenas reduzem drasticamente a
integridade do RNA, particularmente quando sua quantia € aumentada, tal como
ocorre na senescéncia, em razao de injurias e por ataque de patdogenos (AZEVEDO
et al., 2003).

A extracdo de RNAs requer o rompimento das células, fazendo com que
material compartimentalizado extravase das organelas citoplasmaticas, acdo que
irreversivelmente permite a reacao destes compostos com acido nucléicos, ao tempo
em que polissacarideos e polifendis podem interagir com os acidos nucléicos
formando complexos insolaveis (LIU et al., 1998), restringindo a qualidade final da
extracao.

Péssegos sao frutos que possuem alto conteudo de polissacarideos e de
polifendis, bem como RNases enddgenas. Os compostos fendlicos séo rapidamente
oxidados e, a partir de ligacbes covalentes, formam quinonas que se ligam
facilmente aos acidos nucléicos (LOOMIS, 1974). Além dos compostos fendlicos e
de outros metabdlitos secundéarios, a contaminagdo por polissacarideos impede a
ressuspensdo do RNA precipitado, interfere na quantificacdo baseada em
absorbancia, inibe reacbes enzimaticas, inibe a RNA poli (A)" e interfere na
migracao eletroforética (WILKINS & SMART, 1996), fatores que dificultam uma boa
extracgdo de RNAs e manipulagcdes subseqiientes. Péssegos, assim como
nectarinas, possuem elevado conteddo de pectinas soluveis que formam géis no
decorrer da maturacéo e senescéncia (BRUMMEL et al., 2004,). Estes géis, uma vez
formados, podem encapsular algumas moléculas como proteinas e 4cidos nucléicos,
0 que também reduz a qualidade das extracdes de RNA.

Faz-se, portanto, necessario o desenvolvimento e/ou a adaptacdo de um
método de extracdo de RNAs para este tipo de fruto. Neste trabalho, foram
avaliados quatro diferentes métodos de extracdo de RNA total de frutos de péssego,
cv. Chiripa: o primeiro método foi o do reagente Trizol® Reagent (Invitrogen), o
segundo foi 0 método descrito por Chang et al. (1993), o terceiro, 0 método descrito
por Meisel et al. (2005) e o quarto, o do reagente Concert’™ Plant RNA Reagent

(Invitrogen).
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1.2. Material e métodos

O trabalho foi realizado no Laboratério de Biotecnologia de Alimentos
(Biotecnal) - Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial (DCTA) da
Faculdade de Agronomia “Eliseu Maciel” (FAEM), Universidade Federal de Pelotas
(UFPel).

1.2.1. Material vegetal

Foram utilizados péssegos (Prunus persica L.), cv. Chiripa, em estadio de
maturacdo comercial, provenientes do mercado local. Destes frutos foi retirada polpa
com auxilio de um bisturi estéril, que foi imediatamente congelada em nitrogénio

liguido e armazenada a temperatura de -86°C até o momento das extracdes.

1.2.2. Avaliacdes

As variaveis estudadas foram a pureza e a integridade dos RNAs extraidos
pelos quatro diferentes métodos, por intermédio de leitura espectrofotométrica e
eletroforese em gel de agarose. Como controle foram utilizados extratos da fracéo

18S, gene ribossomal constitutivo.

1.2.2.1. ExtragOes de RNAs totais

A. Método Trizol ® Reagent (Invitrogen ®)

Para cada extracdo de RNAs, foram pesados 100 mg de amostra (polpa de
péssego), previamente macerada em nitrogénio liquido com auxilio de gral e pistilo,
em microtubo estéril tipo Eppendorf® de 1,5 mL. Ap6s foram adicionados 800 pL de
Trizol® Reagent (Invitrogen®), & temperatura de 4°C, misturando-se brevemente em

aparelho vortex até ressuspenséo completa da amostra. O material foi incubado nos



microtubos, a temperatura ambiente, por cinco minutos. A seguir, foram adicionados
140 uL de cloroférmio, homogeneizando-se por inversdo. Os microtubos foram
mantidos a temperatura ambiente por trés minutos. Transcorrido esse tempo, 0S
microtubos foram centrifugados a 4°C por treze minutos a 12000 x g. Apdés o
sobrenadante (fase aquosa - aproximadamente 400 uL) foi transferido para novo
microtubo estéril. Foram adicionados, entdo, 400 pL de isopropanol gelado e
mantidos o0s microtubos durante dez minutos a temperatura ambiente. Os
microtubos foram centrifugados a 4°C, durante dez minutos, a 12000 x g. Apds, foi
descartado o sobrenadante cuidadosamente, e o pellet foi ressuspendido com
800 uL de etanol 75% (mesmo volume de Trizol® utilizado anteriormente).
Novamente os tubos foram centrifugados a 4°C, durante cinco minutos, a 7500 x g.
O sobrenadante foi eliminado e os microtubos foram mantidos a 35°C, em capela,
durante cinco minutos. Ao pellet final foram adicionados 30 uL de RNase free water

treated with DEPC (Invitrogen®) para dissolver os RNAs.

B. Método de extracdo de RNAs com cloreto de litio  — adaptado de Chang et al.
(1993)

Para cada extracdo, foram pesados, em microtubo estéril tipo Eppendorf® de
1,5 mL, 250 mg de amostra (polpa de péssego) gelada, previamente macerada em
nitrogénio liquido com auxilio de gral e pistilo. Logo apos, foram adicionados 500 pL
de tampédo CTAB (2% CTAB; 2% PVP; EDTA a 25 mM; NaCl a 2M; Tris-HCI — pH
8,0 a 100 mM; 0,2% B-mercaptoetanol), pré-aquecido a 65°C em banho-maria. Os
microtubos foram mantidos em banho-maria a 65°C durante trinta minutos,
efetuando-se agitacoes a cada dez minutos. A seguir, foi adicionado a cada
microtubo um (1) volume (500 pL) de cloroférmio:éalcool isoamilico (24:1), mantendo-
se sob agitacdo, a temperatura ambiente por dez minutos. A seguir, foi realizada
centrifugacéo durante dez minutos a 8000 x g. O sobrenadante foi entdo transferido
para novo microtubo estéril, ao qual foram adicionados 400 uL de cloroférmio:alcool
isoamilico (24:1). Seguiu-se agitacao por dois minutos por inverséo e centrifugacao
durante dez minutos a 8000 x g. O sobrenadante foi transferido para novo microtubo
estéril e foi adicionado LiCl (10M) na razao de ¥4 do volume. O material foi deixado
overnight & 4°C. No dia seguinte, os microtubos fora centrifugados a 4°C durante
qguarenta e cinco minutos a 8000 x g. Apds, o sobrenadante foi descartado por

inversdo uma unica vez dos microtubos e com cuidado, pois o pellet € muito
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gelatinoso e pode se desprender com facilidade. Os microtubos foram lavados duas
vezes por dez minutos com etanol 70% (300 uL) e centrifugados apds cada lavagem
a 4°C, durante dez minutos, a 8000 x g. O sobrenadante foi descartado e os
microtubos mantidos invertidos sobre folha de papel absorvente por trinta minutos. O
pellet resultante foi dissolvido em 30 yL de RNase free water treated with DEPC

(Invitrogen®).

C. Método para extracao de RNA em péssego — adaptad o de Meisel et al. (2005)
Este protocolo € uma modificacdo do protocolo descrito anteriormente
(CHANG et al., 1993), idealizado para otimizar a extracdo de RNAs em péssegos,
considerando-se possuirem alto teor de polissacarideos e de compostos fendlicos.
Para cada extracdo de RNAs foram pesados, em microtubo estéril tipo Eppendorf®
de 2,0 mL, 400 mg de amostra (polpa de péssego) gelada, previamente macerada
em nitrogénio liquido com auxilio de gral e pistilo. Logo, foram adicionados 700 uL
de tampédo de extracdo (2% CTAB; 2% PVP — 30; Tris-HCI — pH 8,0 a 100 mM;
EDTA a 25 mM; NaCl a 2M; 0,05% spermidine trihidrocloride; 2% [-mercaptoetanol
— adicionado somente antes do uso), pré-aquecido em banho-maria a 65°C. As
amostras foram mantidas em banho-maria durante quinze minutos a 65°C,
misturando-se com aparelho vortex trés vezes, a cada cinco minutos, durante a
incubacdo. Transcorrido este periodo, foi adicionado igual volume (700 pL) de
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) e homogeneizado vigorosamente com auxilio de
aparelho vortex. Apos, foi realizada centrifugacdo durante vinte minutos a 12000 x g
(separacédo de fases). Logo a seguir, 0 sobrenadante foi transferido para novo
microtubo estéril. Uma re-extracdo desta amostra foi realizada, adicionando-se igual
volume de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) ao microtubo. Apds, foi realizada nova
centrifugacéo durante vinte minutos a 12000 x g. O sobrenadante foi transferido para
novo microtubo estéril, evitando-se a interfase. Se, por ventura, ndo ha boa
separacdo, recomenda o método centrifugar novamente. Ao volume de
sobrenadante, foi adicionado 0,25 volume de LiCl 10M. Apés homogeneizacdo por
inversao dos microtubos, estes foram incubados a 4°C overnight. No dia seguinte, as
amostras foram centrifugadas a 4°C, durante trinta e cinco minutos, a 12000 x g. O
sobrenadante foi cuidadosamente descartado e o pellet foi ressuspenso em 500 pL
de SSTE (NaCl a 1M; 0,5% de SDS; Tris-HCI — pH 8,0 a 10 mM; EDTA-pH8,0a 1
mM). Uma segunda extracdo, com igual volume (500 pL) de cloroférmio:alcool
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isoamilico (24:1), foi conduzida para reduzir contaminagdo, seguindo-se
homogeneizagdo com auxilio de aparelho vortex e centrifugagéo a 4°C, durante dez
minutos, a 12000 x g. A fase aquosa foi recolhida em novo microtubo estéril. Neste
altimo, foram adicionados dois volumes de etanol absoluto apos o que, foi levado,
para precipitar a -80°C durante trinta minutos. Transcorrido este tempo, as amostras
foram centrifugadas a 4°C durante, vinte minutos, a 12000 xg. Entdo, o
sobrenadante foi descartado e o pellet resultante foi lavado com 1 mL de etanol
75%. Novamente, os microtubos foram centrifugados a 4°C durante, vinte minutos a
12000 x g, o sobrenadante foi descartado e foi deixado o pellet secando a
temperatura ambiente. Ao pellet final, foram adicionados 30 yL de RNase free water

— treated with DEPC (Invitrogen®) para dissolver o RNA.

D. Método com reagente Concert ™ Plant RNA Reagent (Invitrogen ©)

Para cada extracdo de RNA total, foram pesadas 100 mg de amostra (polpa
de péssego), previamente macerada em nitrogénio liquido com auxilio de gral e
pistilo, em um microtubo estéril tipo Eppendorf® , de 1,5 mL. Apds, foram
adicionados 500 pL de Concert™ Plant RNA Reagent (Invitrogen®), a uma
temperatura de 4°C, misturou-se brevemente em aparelho vortex até a re-suspensao
da amostra. Os microtubos foram incubados a temperatura ambiente por cinco
minutos. Passado este tempo, foi feita a clarificacdo da solucdo através de
centrifugacéo, durante dois minutos, a 12000 x g na microcentrifuga Eppendorf®, a
temperatura ambiente. Logo em seguida, o sobrenadante foi transferido para um
novo microtubo estéril, de 1,5 mL, foi adicionado 100 uL de NaCl 5M, para clarificar
o extrato. Os tubos foram tampados e foram brevemente homogeneizados
manualmente e foram acrescentados 300 pyL de cloroformio, novamente os tubos
foram tampados e foram homogeneizados minuciosamente por inversao. Entéo, foi
feita nova centrifugacdo da amostra, a 4°C, durante dez minutos, a 12000 x g, para
separar as fases. Em seguida, a fase superior (aquosa) foi transferida para um novo
microtubo estéril, de 1,5 mL, onde foi adicionado igual volume de alcool isopropilico
(aproximadamente 400 pL), foi misturado manualmente e mantido em repouso a
temperatura ambiente, durante dez minutos. Tao logo transcorrido este tempo, foi
feita nova centrifugacdo da amostra a 4°C, durante dez minutos, a 12000 x g. Apos,
0 sobrenadante foi descartado, com muito cuidado, pois o pellet é de dificil

visualizagdo, e foi adicionado 1,0 mL de etanol (75%) ao pellet. Foi feita



37

centrifugacéo a temperatura ambiente, durante um minuto, a 12000 x g. Novamente
0 sobrenadante foi descartado cuidadosamente e coletado o liquido remanescente
com o auxilio de uma micropipeta. Ao pellet final foram adicionados 30 pyL de RNase
free water treated with DEPC (Invitrogen®) para dissolver os RNAs.

1.2.2.2. Quantificacao e verificacdo de qualidade d os extratos de RNAs

A quantidade de RNAs totais foi estimada através de espectrofotometro
(Ultrospect® 2000 Pharmacia) por andlise da absorbancia a 260nm, utilizando como
padrdo 1 unidade Az = 40 ug de RNA.mL™.

A pureza do RNA extraido foi avaliada através do célculo da razado (ratio)
Azso/A2s0, Qque indica possiveis contaminacbes da amostra por proteinas e
compostos fendlicos. Também foi avaliada a integridade das moléculas de RNA total
em gel de agarose a 1,2% corado a brometo de etideo e visualizado em
transiluminador-UV. Foi utilizado como referéncia o marcador de peso molecular 1kb
DNA Ladder (Invitrogen®).

1.2.2.3. RT-PCR (Reverse Transcription — Polymerase Chain Reaction )

A técnica de RT-PCR consiste na conjugac¢éo das técnicas de sintese de cDNA
(uso da enzima transcriptase reversa) e de PCR (uso da enzima Taq DNA

polimerase).

A. Digestdo com DNase |

Com o objetivo de eliminar DNA gendmico residual das amostras de RNAs
totais, foi realizada digestdo com Deoxyribonuclease | Amplification Grade
(Invitrogen®). Foram utilizados 2ug de RNAs totais na digestdo. A reacdo foi
executada segundo as recomendagfes do fabricante. O volume final da reagé&o foi
de 10pL, os quais foram utilizados para a reacao de sintese de cDNA.

B. Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNA (fita simples) foi utilizado o kit comercial
SuperScript ™ First-Strand System for RT-PCR (Invitrogen®). A reacéo foi realizada

no aparelho termociclador MJ Research PTC-100™.
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Em microtubo de 200 pL estéril, onde ja havia sido realizada a digestdo com
DNase, foram adicionados 1 pL de Oligo(DT)12.16 (0,5 pg.uL™?) e 1 pL de 10mM
dNTPs mix, e a mistura foi incubada a 65°C durante cinco minutos. Logo apés foram
adicionados 9 uL de uma solucédo matriz, composta por: 2 yL de tampédo 10X RT,
4 uL de MgCl,, 2 yL de DTT 0,1M e 1 yL de RNaseOUT Ribonuclease Inhibitor
(Recombinant) (Invitrogen®) e mantida incubac&o & 42°C por dois minutos. A seguir,
foi adicionado 1 pL (50 unidades) de SuperScript Il RT (Invitrogen®), para a reacéo
de sintese e o material foi mantido a 42°C durante sessenta minutos. A reacao foi
finalizada com incubacéo a 70°C durante quinze minutos.

Posteriormente, foi feita a digestdo com RNase H, através da adicicdo de 1 pL
da solucéo contendo a enzima e incubacao a 37°C durante vinte minutos.

O produto das reacdes de sintese de cDNA foram utilizados nas reacfes

subsequentes de PCR.

C.PCR

As reacOes de PCR foram executadas e otimizadas com base nos parametros
propostos por Sambrook et al. (1989) e adaptadas no Laboratorio de Biotecnologia
de Alimentos da FAEM/UFPel. Os componentes das reacdes estdo apresentados na
Tab.1.

Tabela 1. Composicédo do meio de reacao para PCR

Componentes Volume ( pL)
Tamp&o 10X PCR (Invitrogen®) 2,5
MgCl, (50 mM) 15
dNTP mix (10mM cada) (Invitrogen®) 1,0
RNase free water treated with DEPC (Invitrogen®) 16,7
Primer 18S forward 5 TGACGGAGAATTAGGGTTCG 3’ 1,0
Primer 18S reverse 5 GACTTGCCCTCCAATGGATC 3’ 1,0
cDNA (2 pyg.mL™) 1,0
Taq DNA Polymerase (3 U) (Invitrogen®) 0,3

Volume final 25,0
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As amplificacdes foram realizadas no termociclador MJ Research PTC-100™,
em presenca dos oligonucleotideos para amplificagdo de fragmento do 18S de
péssego, correspondente ao gene ribossomal constitutivo, segundo a seguinte
programacao: desnaturacdo inicial a 95°C por um minuto e trinta segundos, seguida
de 32 ciclos desnaturacdo a 95°C por um minuto e dez segundos, anelamento a
53°C por um minuto, e, extensdo a 72°C por um minuto e quarenta e cinco
segundos, e por uma etapa para a extensao final a 72°C por cinco minutos.

O resultado das amplificacbes foi visualizado em gel de agarose a 1,2%,
corado a brometo de etideo, em transiluminador-UV utilizando-se como marcador
100bp DNA Ladder (Invitrogen®).
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1.3. Resultados e discussao

Os resultados das extracoes de RNA total apresentados na Tab. 2 permitem
verificar que os métodos apresentam resultados distintos com relacdo a pureza dos
extratos resultantes. A quantidade (massa) e a qualidade de extratos de acidos
nucléicos pode ser estimada, através de leituras de absorbancia nos comprimentos
de onda de 260nm e de 280nm em espectrofotdmetro. As leituras sdo confidveis a
partir de 0,15 unidades. Solucdes de RNAs de boa pureza em agua apresentam
valores entre 1,8 e 2,0 para a relacdo Ajeo/Azs0. Neste aspecto, o resultado do
extrato proveniente do método Concert™, apresenta destaque, vez que apresentou
razao igual a 2,0, na maioria das repeticbes. As amostras provenientes dos demais
métodos apresentaram razdes entre 1,0 e 3,0. Segundo Brasileiro & Carneiro
(1998), razdo menor significa contaminacdo com proteinas e razdo maior indica

contaminacao com fenol.

Tabela 2. Resultados da quantificagdo da concentracdo de extratos de RNAs totais
extraidos por quatro métodos, através de absorbéancia por analise

expectrofotométrica.

RNA Razé&o*
Protocolos A 260 Az 1
(MO.ML™)  (Az60/A280)

Trizol® reagent (Invitrogen®) 0,373 0,162 15,0 2,302

Chang 0,003 0,001 0,1 3,000

Meisel 0,011 0,011 0,4 1,000
Concert™ Plant RNA Reagent

0,027 0,014 1,0 2,000

(Invitrogen®)

* Melhor resultado obtido a partir de trés extragdes.
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Resultados nédo ideais, em especial no péssego, sdo atribuidos a presenca de
proteinas, compostos fendlicos e/ou carboidratos nas amostras. Segundo Meisel et
al. (2005), estudar a expressdo génica em frutiferas pode ser tecnicamente
complexo, devido a grande quantidade de polissacarideos e compostos fendlicos
que se acumulam durante a maturagcdo e/ou em resposta a estimulos do ambiente.

Varios autores, nos ultimos anos, tém descrito métodos e ferramentas para
minimizar problemas relacionados a contaminagfes por carboidratos e compostos
secundarios (CHANG et al., 1993; SALZMAN et al., 1999; ASIF et al., 2000; TAO et
al., 2004; MEISEL et al., 2005), porém, a maioria deles trata especificamente de um
ou outro fruto e/ou tecido.

Isolar RNAs puros a partir de tecidos ricos em polissacarideos e polifendis é
tarefa dificil. A presenca destas substancias pode afetar a qualidade e/ou a
quantidade do RNA isolado (ASIF et al., 2000). Esses compostos interferem na
leitura espectrofotométrica e isso talvez possa explicar o porqué de a quantificacéo
de RNA no método Trizol® ter apresentado resultados t&o altos, se comparado com

0S outros métodos propostos (tab. 2).

A qualidade dos extratos ainda pode ser confirmada por visualizagdo em gel
de agarose corado a brometo de etideo. Contudo, somente a performance dos
extratos de &acidos nucléicos em procedimentos, como em rea¢gfes de PCR ou de

RT-PCR, podera melhor demonstrar a qualidade esperada.

Neste estudo, o gel (Fig. 1-D) permitiu demonstrar a integridade das
moléculas de RNAs extraidos pelo método Concert™ e a auséncia de outras
moléculas de acidos nucléicos contaminantes. Estes extratos foram os Unicos a

promover resultados positivos em reacdes RT-PCR (Fig. 2 e 3).

Os extratos provenientes das extracdes pelo método descrito por Chang et al.
(1993) e pelo descrito por Meisel et al. (2005), ndo apresentaram RNAs extraidos,
ndo sendo possivel visualizar vestigios de bandas nos géis produzidos (Fig. 1-B e
1-C). Estes acontecimentos podem ter sido ocasionados devido a especificidade dos

meétodos, com relacdo ao tecido vegetal proposto a extracao.
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R2 R3 R2 R3 RTR2E: M R1T R2 R3

Figura 1. Perfil de RNAs obtidos por diferentes métodos, em triplicata, em péssegos
cv. Chiripd; A — Reagente Trizol®; B — Método Chang et al. (1993);
C - Método Meisel et al. (1995); D — Reagente Concert™; M — Marcador
1kb DNA Ladder.

O método de extracdo de RNAs por cloreto de litio, descrito por Chang et al.
(1993), fora adequado a extracdo de RNAs em tecidos provenientes de arvores de

7z

cinamomo e estas possuem um alto teor de celulose, que é um polissacarideo
insolavel. Ja o péssego durante sua maturacdo, converte o amido insoluvel em
polissacarideo solUvel, que possui propriedades fisico-quimicas similares a dos
RNAs. Eles podem co-precipitar com o RNA durante a extragdo, afetando a

gquantidade e qualidade do mesmo (ASIF et al., 2000; LOGEMANN et al., 1987).

O método descrito por Meisel et al. (2005), para péssegos, faz referéncia a
ser um método modificado, a partir do método descrito por Chang et al. (1993),
porém, os autores salientam que ele possui uma segunda extragdo com tampao
SSTE, além de duas precipitacbes, passos que fariam diferenca na retirada
daqueles contaminantes da amostra. Como no método anterior, também néo se
obteve sucesso com estes procedimentos. Um fator limitante pode ter sido a
diferenca da escala de extragao utilizada.

No gel de agarose dos extratos provenientes do método Trizol® (Fig. 1-A), se
pode observar que uma das repeticbes apresentou uma banda de menor
intensidade, com possivel baixa concentracdo de RNAs, porém nao houve
repetibilidade do resultado. Este protocolo foi seguido segundo as recomendagdes



do fabricante, e é baseado na extracdo mediante guanidina acida e tiocianato-fenol-
cloroférmio, método originalmente descrito por Chomczynski & Sacchi (1987). Tal
método é descrito pela fabricante como adequado para uso em diversos tecidos e
células, como animal, vegetal e bacteriana e também assegura que o RNA oriundo
desta extracdo € completamente livre de contaminacdo por proteinas. Porém, ndo
faz referéncia a ser adequado para vegetais ricos em polissacarideos e fenois que,
ao que se sabe, sdo as maiores contaminacgdes que ocorrem em extracdes de RNAs
de péssegos. Meisel et al. (2005) obtiveram resultados semelhantes em seu estudo

com pésseqos.

Em tempo, nos extratos provenientes do método Concert'™ (Fig. 1-D), todas
as repeticdes mostraram a total integridade dos fragmentos de RNAs, com clareza
na delimitacdo das bandas referentes aos RNAs mensageiros e ribossomais. O
fabricante ndo descreve a composi¢cdo quimica do produto, apenas referindo a
presenca de B-mercaptoetanol, possivelmente atuando como antioxidante, porém,
descreve ser o produto eficiente na extracdo de RNAs a partir de pequena
guantidade de tecido, bem como, na extracdo de tecidos ricos em compostos
fendlicos e polissacarideos, o que foi evidentemente comprovado nos testes
realizados, com frutos de péssego.

Figura 2. Amplificacbes por RT-PCR do 18S nos extratos de RNAs com melhor
razdo de leituras espectrofotométricas (Azeo/Azs0). M — marcador 100bp
DNA Ladder; a — extrato pelo reagente Trizol®; b — extrato pelo método
Chang; ¢ — extrato pelo método Meisel; d — extrato pelo reagente

Concert™,



Por fim, como teste decisivo, no intuito de comprovar a presenca e qualidade
dos extratos RNAs pelo método Concert™ Plant RNA Reagent (Invitrogen) frente
aos demais métodos testados, foram realizadas reac6es de RT-PCR utilizando
oligonucleotideos para amplificacdo do 18S ribossomal (correspondente ao gene
constitutivo). Foram testados os extratos que apresentaram melhor razao Azeo/Azso
entre os exemplares das triplicatas, oriundos de todos os métodos. Como pode ser
observado na Fig. 2 (gel de agarose), somente o extrato oriundo do método
Concert™ mostrou resultado positivo quando submetido a RT-PCR. Os demais
extratos, inclusive o oriundo do método Trizol®, que havia apresentado uma banda
de pouca intensidade no gel dos extratos de RNA, ndo permitiram sucesso nas
reacoes.

Outro fator importante em trabalhos envolvendo estudos moleculares, diz
respeito a reprodutibilidade e a repetibilidade dos resultados. Para certificacéo,
foram realizadas novas reacbes de RT-PCR, utilizando somente os extratos
provenientes de extragdo com o método Concert™, fazendo uso de
oligonucleotideos para 18S (Fig. 3). Novamente foi demonstrada a eficiéncia do
método para a extracdo de RNAs de alta pureza em péssegos, que é um tecido rico
em compostos fenolicos e carboidratos.

Figura 3. Amplificacdo por RT-PCR utilizando oligonucleotideos para 18S dos trés
extratos de RNAs totais de péssego, obtidos através do método
Concert™. M — Marcador 100bp DNA Ladder; R1, R2, R3 — repeticoes.
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1.4. Conclusao

A extracdo de RNAs totais com o reagente Concert™ Plant RNA Reagent
(Invitrogen®) é o método mais adequado, dentre os testados, para obtencdo de
extratos de RNAs totais de frutos de péssegos cv. Chirip4, pois apresenta
reprodutibilidade e repetibilidade de resultados, extratos com pureza e integridade

superior, permitindo sua posterior utilizacdo em RT-PCR.
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Capitulo Il

2. Perfil transcricional de enzimas que participam da degradacéao da parede

celular em péssego “Chiripd” apds o armazenamento

2.1. Introducéo

O péssego € uma fruta que vem apresentando grande crescimento em
producdo nos ultimos anos. Este aumento, associado ao curto periodo de safra,
exige o armazenamento de parte da producéo, fazendo com que o periodo de oferta
seja prolongado. Além disso, o consumidor exige que as frutas apresentem, além de

boa aparéncia, sabor, suculéncia, aroma e maior durabilidade.

Péssegos sédo frutos pereciveis que amadurecem e senescem rapidamente a
temperatura ambiente e requerem um cuidadoso e rapido manuseio apés a colheita
para evitar sérias perdas (LIU et al., 2005). O ar refrigerado é utilizado para diminuir
a velocidade desses processos e 0 desenvolvimento de podriddes. No entanto,
injurias causadas pelo frio limitam o tempo de armazenamento em potencial dessas
frutas, ja que reduzem a aceitabilidade do consumidor (LURIE & CRISOSTO, 2005).
Em armazenamentos mais prolongados, a acentuada perda de firmeza de polpa, a
ocorréncia de disturbios fisiolégicos como a lanosidade e a incidéncia de podriddes
sao os principais problemas que ocorrem durante a frigoconservacdo (BRACKMANN
et al., 2003).

No Brasil, o sistema mais empregado para a conservacdo de péssegos in
natura € o armazenamento em ar refrigerado. Nesse sistema, o periodo seguro de
estocagem de péssegos varia de 5 a 40 dias, dependendo da cultivar, do ponto de
colheita, da regido de cultivo e da qualidade das camaras frias, conforme
observacdes feitas por Meredith et al. (1989), Taylor et al. (1994). A perda de
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firmeza da polpa (BEN-ARIE & SONEGO, 1980; MANESS et al., 1993; SONEGO et
al., 1994), a ocorréncia de disturbios fisioldgicos, especialmente lanosidade e
escurecimento interno (ROBERTSON et al., 1992; LURIE, 1993; LUCHSINGER et
al., 1996) e podriddes (GOTTINARI et al., 1998; CERETA, 1999) tém sido relatadas
como as principais alteracdes indesejaveis durante o armazenamento em ar. Varias
tecnologias de armazenamento disponiveis para retardar o amadurecimento dos
frutos vém sendo utilizadas. Dentre as alternativas de armazenamento, 0 emprego
de atmosferas controladas (ROMBALDI et al., 2002), atmosferas modificadas
(LURIE, 1993), aguecimentos intermitentes e choques de CO, (TONUTTI et al.,
1998), tém sido testados para reduzir estes problemas. Os resultados séao variados,
indicando, em alguns casos, limitacbes econdmicas e falta de reprodutibilidade
conforme MITCHELL & CRISOSTO (1995).

A parede celular primaria € composta por numerosos polimeros que variam
pouco em estrutura entre as espécies, mas oito componentes poliméricos (celulose,
trés matrizes glicanas compostas por agucares naturais, trés pectinas ricas em acido
D-galacturénico e proteinas estruturais) estdo sempre presentes. A desorganizacao
da parede celular € responsavel pelo amaciamento e por mudancas na textura
durante a maturagdo, mas o papel preciso, em particular das alteracbes da parede
celular e o que as enzimas de alteracdo da parede celular realizam n&o é conhecido
(BRUMMELL & HARPSTER, 2001). Essas alteracbes de textura tém sido
associadas a acdo de diferentes enzimas hidroliticas, entre as quais as
poligalacturonases (PGs) e as pectinametilesterases (PMEsS) que agem sobre as
pectinas, despolimerizando e solubilizando-as. Além destas, ainda existe informacéo
de que a expressao de MRNA de expansina e proteina resultante, estdo
correlacionadas com o crescimento e/ou com a desorganizacéo da parede celular de
muitos tecidos vegetais (DOTTO et al., 2006).

A eficiéncia da AC esta ligada diretamente ao controle da acdo do etileno e,
consequentemente, na regulacdo de genes relacionados ao amadurecimento. Entre
esses genes, aqueles das enzimas poligalacturonases e pectinametilesterases,
responsaveis pela hidrélise de pectinas, sdo 0s que mais contribuem para a perda
de firmeza de polpa e para a formacdo da lanosidade (ZHOU et al.,, 2000a).
Resultados obtidos por Hayama et al. (2006) confirmam o papel do etileno como

indutor de PG, mas ndo consideravelmente da atividade da PME.
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Trabalhos relacionados com a expressao de genes da poligalacturonase e da
pectinametilesterase em péssego foram relatados por ZHOU et al. (2000b). Neles os
autores demonstraram que a AC € capaz de inibir a expressdo do gene da
poligalacturonase e reduzir a expressao do gene da pectinametilesterase durante o
armazenamento. Porém, quando os frutos foram expostos a temperatura ambiente o

acumulo de expressdo de mRNAs desses genes aumentou drasticamente.

No intuito de avaliar o perfil transcricional de enzimas que participam da
degradacdo da parede celular em péssego “Chirip4d” apds o armazenamento, foi feita
extragdo de RNAs de péssegos e um estudo da expressdo transcricional em
presenca dos oligonucleotideos da PGAC1 (AY262754), PME (X95991) e ExpPP1
(AB029083).
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2.2. Material e métodos

O trabalho foi realizado no Laboratério de Biotecnologia de Alimentos
(Biotecnal) - Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial (DCTA) da
Faculdade de Agronomia “Eliseu Maciel” (FAEM), Universidade Federal de Pelotas
(UFPel).

2.2.1. Material vegetal

Foram utilizados péssegos (Prunus persica L.), cv. Chiripa, provenientes de
pomar comercial da cidade de Farroupilha — RS, safra 2006-2007. Neste, o
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, sendo quatro tratamentos
com duas repeticdes cada: T1 — ar refrigerado (-0,5°C, durante quatro semanas); T2
— atmosfera controlada (2,0kPa O, e 8,0kPa CO, durante 7 semanas a -0,5°C); T3 —
atmosfera controlada (aplicacdo de 100 mg.L™ de etileno durante 24 horas, ap6s o
armazenamento) e T4 — atmosfera controlada (aplicacdo de 1-Metilciclopropeno
(1-MCP) durante 24 horas antes do armazenamento), todos os tratamentos foram
mantidos sob umidade relativa em torno de 95 e 97%. De cada tratamento foram
coletadas amostras no dia da retirada da camara e quatro dias apos, sendo tais
frutos mantidos, neste intervalo, a temperatura ambiente (22°C), simulando a

comercializagao.

2.2.2. Avaliacbes

A variavel estudada foi a expressao transcricional correspondente as enzimas
poligalacturonase (PG), pectinametilesterase (PME) e expansinas (Exp) pela técnica
RT-PCR.
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2.2.2.1. Expressao transcricional

A. Extracdo de RNAs

Para cada extracdo de RNA total, foram pesados 100 mg de amostra (polpa
de péssego), previamente macerada em nitrogénio liquido com auxilio de gral e
pistilo, em um microtubo tipo Eppendorf® com capacidade para 1,5 mL. Ap6s, foram
adicionados 500uL de Concert™ Plant RNA Reagent (Invitrogen), & temperatura de
4°C e misturando-se brevemente em voOrtex até a completa ressuspensdo da
amostra. Os tubos permaneceram a temperatura ambiente por cinco minutos.
Passado este tempo, foi feita centrifugacdo da solugdo por dois minutos, a
temperatura ambiente, a 12000 x g, em microcentrifuga Eppendorf®. Logo em
seguida, o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo estéril, de 1,5 mL,
foi adicionado 100 pL de NaCl 5M e misturou-se brevemente. Apls a
homogeneizagcdo, foram acrescentados 300 pL de cloroféormio e promovida
homogeneizacao por inversao do tubo. Seguiu-se nova centrifugacao, a 4°C, por dez
minutos a 12000 x g, para separar as fases. Em seguida, foi transferida a fase
superior (aquosa) para um novo microtubo estéril, adicionando-se igual volume de
alcool isopropilico (400 uL), e feita homogeneizacdo, mantendo-se em repouso a
temperatura ambiente por dez minutos. T&o logo transcorrido este tempo,
centrifugou-se novamente a amostra a 4°C durante dez minutos a 12000 x g. Apds,
foi descartado o sobrenadante, com cuidado, pois o pellet é de dificil visualizacéo, e
foi adicionado 1,0 mL de etanol (75%) ao pellet. Centrifugou-se a temperatura
ambiente durante um minuto a 12000 x g. Novamente o sobrenadante foi descartado
cuidadosamente e o liquido remanescente foi coletado com o auxilio de micropipeta.
Ao pellet final (RNA), foram adicionados 30 uL de RNase free water treated with

DEPC (Invitrogen®) para dissolver o pellet de RNA.

B. Quantificacédo e controle de qualidade do RNA

A quantidade do RNA total foi estimada através de espectrofotometro
(Ultrospect® 2000 Pharmacia) por andlise da absorbancia a 260nm, utilizando como
padrao Aseonm = 40 pg de RNA.mL™,

A qualidade do RNA extraido foi avaliada através do calculo da razéo
Azsonm/A2sonm que detecta possiveis contaminacdes da amostra por DNA ou por

proteinas e compostos fendlicos. Também a qualidade, quanto a integridade de
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fragmentos, foi avaliada em gel de agarose a 1,2% corado a brometo de etideo e
visualizado em transiluminador-UV, utilizando-se como marcador 100bp DNA Ladder

(Invitrogen®).

C. RT-PCR (Reverse Transcription — Polymerase Chain Reaction )

A técnica RT-PCR consiste na conjugacao das técnicas de sintese de cDNA
(uso da enzima transcriptase reversa) e de PCR (uso da enzima Taq DNA

polimerase).

Dentre as técnicas de caracterizacdo e/ou quantificacdo da transcricdo génica,
a técnica de RT-PCR destaca-se pela alta sensibilidade, o que possibilita o estudo
de genes com baixas taxas de expressao e a utilizacado de pequenas quantidades de
amostra. Também se destaca pela praticidade, ja que permite obter resultados com
extracoes de RNA total e executavel em curto tempo, quando comparada com
outras metodologias. A técnica dispensa o uso de sondas radioativas para a
visualizacdo dos resultados. Para o controle da técnica em péssegos utilizou-se a

fracdo 18S rRNA, gene ribossomal constitutivo.

D. Digestdo com DNase |

Com o objetivo de eliminar DNA gendmico residual das amostras de RNAs
totais, foi realizada a digestdo com Desoxyribonuclease | Amplification Grade
(Invitrogen®). Utilizou-se 2 ug de RNA total para a digestdo. A reacdo foi executada
segundo as recomendacdes do fabricante do kit (Invitrogen®). O volume final da

reacdo, de 10 L, foi utilizado para a reacéo de sintese de cDNA.

E. Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNA (fita simples) foi utilizado o kit comercial
SuperScript ™ First-Strand System for RT-PCR (Invitrogen®). A reacéo foi realizada

no aparelho termociclador MJ Research PTC-100™.

Em microtubo de 200 pL estéril, onde ja havia sido realizada a digestdo com
DNase, foram adicionados 1 pL de Oligo(DT)12.16 (0,5 pg.uL™?) e 1 pL de dNTPs mix
a 10 mM, e incubados a 65°C durante cinco minutos. Logo foram adicionados 9 pL
de uma solugdo matriz, composta por 2 yL de tampéo 10X RT, 4 yL de MgCl,, 2 yuL
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de 0,1M de DTT e 1 pL de RNaseOUT Ribonuclease Inhibitor (Recombinant)
(Invitrogen®) e foi feita incubacdo & 42°C durante dois minutos. A seguir, foi
adicionado 1 pL (50 unidades) de SuperScript Il RT®, para a reacdo de sintese,
sendo o material mantido a 42°C durante sessenta minutos. A reacao foi finalizada,
incubando-se a amostra a 70°C durante quinze minutos.

Posteriormente, foi feita a digestdo dos RNAs com RNase H, adicionando-se
1 yL de solucao contendo a enzima e incubando-se a 37°C por vinte minutos.

O produto das reacdes de sintese de cDNAs foram utilizados nas reacdes de
PCR.

F. PCR
As reacbes de PCR foram executadas e otimizadas baseando-se nos
parametros propostos por Sambrook et al. (1989) e adaptadas pelo laboratério de

Biotecnologia de Alimentos. Os componentes das rea¢gdes constam na tab. 3.

Tabela 3. Composicédo do meio de reacao para PCR

Componentes Volume ( pL)
Tamp&o 10X PCR (Invitrogen®) 2,5
MgCl, (50mM) (Invitrogen®) 1,5
dNTP mix (10mM cada) (Invitrogen®) 1,0
RNase free water Treated with DEPC (Invitrogen®) 16,7
Primer 5’ 1,0
Primer 3’ 1,0
cDNA 1,0
Taq DNA Polymerase (Invitrogen®) 0,3
Volume final 25,0

As amplificacdes foram realizadas no termociclador MJ Research PTC-100™,
em presenca dos oligonucleotideos para PME, PGAC1, ExpPP1 e 18S constitutivo
(utilizado como controle positivo), segundo a seguinte programacao: desnaturacao
inicial & 95°C por um minuto e trinta segundos, seguida por: desnaturagdo a 95°C
por um minuto e dez segundos, anelamento a 53°C por um minuto, extensdo a 72°C

por um minuto e quarenta e cinco segundos e complementadas por extensao final a
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72°C por cinco minutos. Para todos os pares de oligonucleotideos utilizaram-se os
mesmos tempos e temperaturas programadas, porém, para amplificar a PME, foi
utilizada programacéo de trinta e seis ciclos e, para PG1 e Expl, trinta e dois ciclos.

As sequéncias dos oligonucleotideos encontram-se na tab. 4.

Tabela 4. Sequéncias dos primers (oligonucleotideos).

) Sequiéncia s de nucleotideos
Primers

Sense Anti-sense

PGAC1 5'GCCAATTGAGACACAATCGT3’ 5'AGATGGCAAGACTGACTCCAZ
PME 5'CATAATCCATTGCCTGCTGG3  5’CCAGTGCCATCTTGAGCTACA3

ExpPP1 5'GGCTTTTACCTCACACTTAGC3  5’AGAGTTGCTCTGCCAGTTCT3’
18S 5TGACGGAGAATTAGGGTTCG3  5'GACTTGCCCTCCAATGGATC3’

Os resultados das reacdes de amplificacdo foram visualizados em gel de
agarose a 1,2% corado a brometo de etideo em transiluminador-UV, utilizando-se

como marcador 100bp DNA Ladder (Invitrogen®).



2.3. Resultados e discussao

Os RNAs extraidos dos frutos de péssego apresentaram uma boa integridade
e qualidade, uma vez que estes apresentaram bandas bem delimitadas em gel de
agarose a 1,2% corado a brometo de etideo, bem como os valores de raz&o (ratio)
Azsonm/Azsonm apresentaram resultados sempre entre 1,87 e 2,00. Todas as amostras
apresentaram dois fragmentos visiveis (Fig. 4).

T T2 T3 T4 T1 T2 T3 T4

A B
Figura 4. RNAs obtidos em amostras de frutos dos quatro tratamentos (T1, T2, T3,

T4); A — 0 dia ap6s saida da camara; B — 4 dias ap0s saida da camara.

Porém, mesmo apresentando alguma degradacdo, quando amplificados os
cDNAs, obtidos a partir dos RNAs extraidos, em presenca dos oligonucleotideos
para 18S (gene constitutivo) todos amplificaram (Fig. 5). Este fato mais uma vez

demonstra que os RNAs foram extraidos com boa qualidade.
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A B

Figura 5. Amplifica¢cdes por PCR utilizando oligonucleotideos para 18S, dos cDNAs
obtidos de RNAs totais (RT-PCR) para os quatro tratamentos (T1, T2, T3,
T4) de péssego “Chiripd”. M — Marcador 100bp DNA Ladder; A — 0 dia

apos saida da camara, B — 4 dias apés saida da camara.

A Fig. 6 apresenta os perfis de amplificagdo dos cDNAs, obtidos a partir de
RNAs extraidos, em presenca dos oligonucleotideos para a PGAC1, com
fragmentos de 544pb. A poligalacturonase é uma enzima conhecida por contribuir
para o amolecimento de frutas, tal pensamento era associado a acao intercelular em
pectinas da parede celular. Recentes experimentos de transformacdo vieram
estabelecer que, em tomates, no entanto, ndo existe uma relacdo simples entre a
acao da endo-PG e a firmeza das frutas (LESTER et al., 1994).

MoT1T T2 T2 T4 PN M T T2 T2 T4 P M

- -‘_ -
A B

Figura 6. Amplificacdes por PCR utilizando oligonucleotideos para PGAC1, dos
cDNAs obtidos de RNAs totais (RT-PCR) para os quatro tratamentos (T1,
T2, T3, T4) de péssego “Chiripa”. A — 0 dia apés saida da camara, B — 4
dias ap0s saida da camara; M — Marcador 100bp DNA Ladder; P —

controle positivo (18S); N — controle negativo.
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Segundo o que se observa na Fig. 6 dos géis de agarose, com relagdo a PG,
o amplificado do tratamento T1, referente a ar refrigerado, apresentou uma
expressao maior no dia O (zero), ou seja no momento de saida da camara, do que
no 4° dia apdés a saida. No amplificado do tratamento T2, referente a atmosfera
controlada, ocorreu 0 mesmo comportamento em ambos 0s géis, porém a queda da
expressao no 4° dia foi bem inferior, comparando com o observado para T1. Ja no
amplificado do tratamento T3, referente a atmosfera controlada com aplicacdo de
100 mg.L™? de etileno durante um dia apés o armazenamento, o comportamento foi
diferenciado, pois a expressdo do amplificado para PG no dia O foi ligeiramente
inferior a amplificacdo dos dois primeiros tratamentos, bem como foi bem inferior ao
resultado do 4° dia ap0s saida da camara, que neste tratamento também apresentou
amplificacdo com a maior intensidade de banda de todos os tratamentos para o 4°
dia. O amplificado do tratamento T4, referente a atmosfera controlada com aplicacéo
de 1-MCP durante 24 horas antes do armazenamento, foi 0 que apresentou maior
diferenca, pois no 0 dia a expressdao do amplificado para PG foi minima,
praticamente imperceptivel, enquanto no 4° dia, a expressao foi muito superior.

Segundo Girardi et al. (2005), em termos de atividade enzimatica foi
observado que somente o uso de ar refrigerado tem um controle com efeito mais
pronunciado para a atividade de endo-PG e exo-PG, do que para a atividade da
PME e que, em contraste, o tratamento com atmosfera controlada (1,5 kPa de O, e 5
kPa de CO,) reduz a atividade das trés enzimas, o qual, segundo os autores, é o
tratamento mais adequado para melhorar a qualidade pds-colheita de péssegos
“Chiripd”.

O acumulo de mRNAs de PG é regulado pelo etileno. Baixos niveis de etileno
sdo suficientes para inducdo e acumulo de moléculas de seu mRNA e este é
crescente com a exposi¢cao ao etileno (SITRIT & BENNETT, 1998). Isto comprova o
porqué de, no 4° dia apds a saida da camara, a concentragdo de mRNAs para PG
ser tdo superior ao verificado no O dia.

Zilotto et al. (2003), mostraram que o0 acumulo de PG mRNAs, que € um
processo regulado pelo etileno, ndo diferiu entre o controle e nectarinas pos-
tratamento com 1-MCP. Estes dados poderiam apoiar a hipétese de um efeito
limitado de 1-MCP sobre genes etileno-dependentes no amadurecimento de frutos
de pessegueiro. O comportamento dos péssegos parece nitidamente diferente de

magcds, confirmando que a habilidade do 1-MCP em atrasar amadurecimento é
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restrito a poucas horas apés o tratamento (DAL CIN et al., 2006). Isso pode explicar
0 porqué do comportamento muito semelhante, em especial no 4° dia, com 0s outros
tratamentos em relacdo a concentracdo de mRNAs expressos em PG.

A extensdo da despolimerizacdo dos poliuronideos no ndo-amolecimento dos
frutos transgénicos também foi semelhante a da variedade nado transformada
(DELLA PENNA et al., 1990). Experimentos como este, mostram que a PG € um
componente responsavel, em grande parte, pela solubilizacdo e despolimerizacéo
de poliuronideos durante a maturacdo, mas demonstra que a PG ndo é necessaria,
nem suficiente, para o amolecimento dos frutos (BRUMMELL & HARPSTER, 2001).

Globalmente, os dados mostram que a atividade da PG é responsavel pela
despolimerizacédo e solubilizacdo da poliuronideos durante o amadurecimento, mas
que isso apenas contribui para um pequeno amolecimento dos frutos. O papel da
PG na maturacdo dos frutos pode, assim, ser principalmente ocupado com
mudancas texturais e nas propriedades de qualidade dos frutos, e, em ultima
analise, na sua deterioracédo, permitindo a dispersdo de sementes (BRUMMELL &
HARPSTER, 2001).

Durante o amadurecimento de pimentdo (Capiscum annuum), Priya Shethu et
al. (1996) observaram que a firmeza do fruto diminui concomitantemente com o
aumento da atividade da poligalacturonase e com a diminuicdo da atividade da
pectinametilesterase.

Os perfis eletroforéticos das amplificacdes dos cDNAs, obtidos a partir de
RNAs extraidos dos frutos, em presenca dos oligonucleotideos da PME
apresentaram fragmentos 626pb, como esperado (Fig. 7). A pectinametilesterase é
uma enzima que hidrolisa a pectina da parede celular através dos metil-ésteres, que
podem contribuir realizando ligacbes cruzadas de residuos de galacturona com a
pectina via ions de célcio (Ca,’), e também podem fazer a pectina tornar-se
suscetivel & degradacéo por PG (BRUMMELL & HARPSTER, 2001).
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Figura 7. Amplificacdes por PCR utilizando oligonucleotideos para PME, dos cDNAs
obtidos de RNAs totais (RT-PCR) para os quatro tratamentos (T1, T2, T3,
T4) de péssego “Chiripa”. A — 0 dia apés saida da camara, B — 4 dias
apos saida da camara; M — Marcador 100bp DNA Ladder; P — controle

positivo (18S); N — controle negativo.

Verificando-se nos géis de agarose (Fig. 7), com relacdo a expressao da
PME, todas as amplificacdes dos cDNAs, a partir de RNAs extraidos dos frutos
oriundos dos tratamentos apresentaram intensidade de bandas semelhantes. Em se
tratando do amplificado do tratamento T1, houve um incremento na expressao de
RNAs amplificados para PME nos extratos de 0 dia, que ndo apresentou fragmentos
nitidos, nos extratos do 4° dia. Da mesma maneira se comportou o amplificado de
T2, no qual houve aumento da expressao ao 0 dia, que de forma semelhante ao T1
nao apresentou fragmentos visiveis, no 4° dia. Ja na amplificacdo de T3 houve uma
leve banda, com baixa intensidade no 0 dia e esta teve um pequeno aumento até o
4° dia. Por fim, na amplificacdo de T4, como em T1 e T2 no dia 0 ndo apresentou
fragmentos visiveis e no 4° dia houve um aumento na expressdo de amplificados
para PME muito pequeno. Este foi o tratamento em que a concentragcdo de
amplificados foi menor no 4° dia.

Acredita-se que grupos metil-ésteres estejam presentes na parede em forma
de homogalacturonas (pectinas), com um alto grau de metilesterificagdo que diminui
durante o desenvolvimento (VINKEN et al., 2003). Brummell et al. (2004), verificaram
gue imediatamente ap0s a armazenagem, paredes celulares de tecidos secos, que
posteriormente se tornaram suculentos, tinham um baixo nivel de metilesterificacao,
semelhantes as paredes de frutos suculentos maduros. Frutos que se tornaram
farinhentos tinham um nivel mais elevado de PME, que diminuiu durante posterior
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amadurecimento quando o tempo de frio foi curto e, conseqientemente, o grau de
lanosidade foi baixa. O aumento do tempo de armazenamento diminuiu o suco livre
e foi correlacionado com os niveis mais altos de metilesterificacdo (BRUMMELL et
al., 2004).

A firmeza dos frutos diminui lentamente durante o armazenamento a frio
prolongado (VON MOLLENDORFF et al., 1992), e o desenvolvimento dos sintomas
de lanosidade sdo acompanhados pela reducdo das taxas de respiracdo e da
evolucdo muito baixa do etileno (ZHOU et al.,, 2001). As sinteses de algumas
enzimas de modificagdo da parede celular, incluindo endo-PG e endo-1,4-3-
glucanase, sao reguladas pelo etileno, enquanto o acumulo de outras, como as
PMEs, podem ser controladas por diferentes fatores (BRUMMELL & HARPSTER,
2001). Talvez por este motivo, a presenca desta enzima no dia 0 ap0s a saida da
camara, tenha se apresentado de maneira praticamente nula, pois diferentes fatores
poderiam estar contribuindo para esta auséncia.

Diferentemente do que foi demonstrado no atual trabalho, com relacdo a
amplificacdo dos cDNAs obtidos a partir de mMRNAs extraidos dos frutos (em
especial com a PME, que nos diferentes tratamentos demonstrou nenhuma ou baixa
concentragdo destes no O dia) a atividade da PME continua durante o
armazenamento a frio, enquanto a atividade da PG diminui. Foi o0 que demonstraram
Zhou et al. (2000) em seus estudos com péssegos, pois a atividade da PME é muito
estavel a baixas temperaturas e em frutos armazenados o0s niveis basais desta
atividade também foram mantidos (BEM-AIRE & SONEGO, 1980). A este
desequilibrio das enzimas € que € atribuida a presenca de disturbios fisiol6gicos
comuns em frutos de caro¢os, como a lanosidade.

Brummell e colaboradores (2004) fizeram uma coleta de frutos de péssego
antes do periodo de amadurecimento e demonstraram que, com excec¢do de PME e
de endo-1,4-B-mananase, o0 aumento da atividade enzimética ocorreu entre uma e
duas semanas de frio nos frutos que tornaram-se suculentos apos amadurecimento,
mas gue este aumento esteve ausente nos frutos que tornaram-se farinaceos. Apos
posterior amadurecimento, frutos suculentos acumularam elevados niveis de
atividade de todas as enzimas estudadas, exceto de PME.

Em trabalho realizado com caqui, Luo (2007) observou que a atividade da

PME em frutos tratados com 1-MCP foi quase totalmente suprimida nos primeiros
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oito dias, aumentando depois e atingindo um pico no 12° dia. Posteriormente, a
atividade da PME diminuiu rapidamente.

O amaciamento de frutos € usualmente considerado como sendo o resultado
da degradacéo da protopectina. Foi observado que o aumento da solubilizacdo das
pectinas, em frutos de péssegos, foi inibido pela aplicagdo de 1-MCP, ocorrendo
junto a inibicdo do amolecimento dos frutos (LIU et al., 2005). Isto leva a crer que o
tratamento retarda a maturacédo do fruto e, desta maneira, se poderia explicar por
que o tratamento T4 (aplicacdo de 1-MCP) obteve menor expressdo quando
comparado ao T3 (tratamento com etileno - fitormbnio considerado indutor de
maturacdo e senescéncia (LIGUORI et al., 2004)), no caso da expressao
transcricional da PME.

A expressdo dos transcritos de ExpPP1 apresentaram fragmentos de
aproximadamente 680pb (Fig. 8). A expansina é uma proteina presente em paredes
celulares de plantas e foi descoberta primeiramente por causa de sua habilidade em
induzir a extensao da parede celular in vitro (MCQUEEN-MASON et al., 1992). A
expressdo de mMRNAs e a atividade das expansinas sao correlacionadas com o
crescimento e/ou desordem da parede celular em varias plantas e tecidos. A
relevancia das expansinas no amaciamento de frutos foi demonstrada pelo uso de
plantas transgénicas. A supressédo de LeEXP1 constitutivo em tomates manteve o0s
frutos mais firmes, enquanto que a superexpressdao do gene causou maior
amolecimento dos frutos, mesmo em fases ndo maduras do fruto (BRUMMELL et al.,
1999). Além disso, variedades de péssego que diferem em firmeza mostraram
diferentes quantidades totais do mesmo mMRNA de expansina em diferentes
cultivares (HAYAMA et al., 2003).
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Figura 8. Amplificagbes por PCR utilizando oligonucleotideos para ExpPP1, dos
cDNAs obtidos de RNAs totais (RT-PCR) para os quatro tratamentos (T1,
T2, T3, T4) de péssego “Chiripa”. A — 0 dia ap0s saida da camara, B — 4
dias ap0s saida da camara; M — Marcador 100bp DNA Ladder; P —

controle positivo (18S); N — controle negativo.

Através dos géis de agarose (Fig. 8) foi possivel verificar a expressao dos
amplificados para expansina, em todos o0s tratamentos teve um aumento
consideravel da expressdo dos mesmos do O ao 4° dia ap6s saida do
armazenamento a frio. Somente a amplificagdo do T4 apresenta uma banda de
cDNA amplificado para expansina, mas com baixa intensidade no dia 0; nos outros
tratamentos ndo é possivel visualizar alguma amplificacdo neste periodo. No 4° dia
depois da saida do armazenamento a frio, todas as amplificacbes de cDNAs de
todos os tratamentos apresentaram uma expressao acentuada para expansina, com
destaque para as amplificacbes de T2 que apresentou a maior concentracdo entre
todos os tratamentos.

As expansinas ndo foram detectadas em péssegos ndo maduros, mas foram
detectadas no inicio e ao longo amadurecimento dos frutos, sugerindo a existéncia
de um papel para a expansina no amolecimento de frutos (OBENLAND et al., 2003).

Hayama et al. (2003) em seu trabalho sobre a perda de firmeza em péssegos,
estudaram a expressdo de trés tipos diferentes de mMRNAs para expansinas e
constataram: que PpExp2 esta mais ligado ao processo de expansao da célula; que
a expressao de PpExpl é insuficiente para mediar o amolecimento dos frutos; e que
estudos mais elaborados associam PpExp3 ao amadurecimento dos frutos, vez que,
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com o aumento de concentracdo de seu mRNA, houve decréscimo da firmeza em
uma das cultivares de péssegos estudada. Isso pode perfeitamente explicar o
porqué de a expressdo de mRNAs amplificados para expansina aumentarem do O
dia até o 4° dia apds a saida do armazenamento a frio. Ainda segundo os autores,
os resultados sugerem que PpExp3 sozinho ndo consegue controlar a reducao da
firmeza dos frutos, mas outras enzimas, como a PG, podem agir cooperativamente
com a expansina para diminuir a firmeza de péssegos.

A analise da expressdo da expansina demonstrou ser ela regulada pelo
etileno (HAYAMA et al., 2000; ROSE et al. 1997). Muitos trabalhos tém mostrado a
possivel existéncia de ligagcdo entre as atividades da PG e da PME e o
desenvolvimento de lanosidade. Outros estudos tém mostrado uma relacéo entre a
expansina e a lanosidade, indicando que PG e PME podem ndo ser as unicas
proteinas envolvidas. Postula-se que a expansina esteja envolvida no controle da
despolimerizagcdo de cadeias poliurdnicas (BRUMMELL et al., 1999). Se isso for
verdadeiro, é possivel que uma reducdo no acumulo de expansina na fruta possa
influenciar o padrdo da desordem, pela limitacdo (entdo imposta) da capacidade de
PG em degradar pectina (OBERLAND et al., 2003).

Se o0 acumulo precoce de um conjunto de expansinas enfraquece a interacao
entre diferentes componentes da parede celular (ROSE et al., 1997) ou se a acéo
indireta daquela facilita a acdo das hidrolases da parede celular no desenrolar da
maturacdo, pode-se emitir a hipétese de que a expansina participa no amaciamento
do fruto (DOTTO et al., 2006).

Estudos prévios revelam que o amaciamento de frutos durante o
armazenamento € um processo complexo, onde a acdo de enzimas e de outras
proteinas modifica a estrutura da parede celular e, consequientemente, a textura dos

frutos, implicando no seu amaciamento (BILLY et al., 2008).
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2.4. Conclusodes

Com relagéo aos péssegos do tratamento T1 (ar refrigerado — 0,5°C, durante
quatro semanas), foi verificado que a expressdo do gene da poligalacturonase
diminuiu do O dia para o 4° dia ap0s saida da camara e que as expressdes dos
genes da pectinametilesterase e da expansina aumentaram neste mesmo periodo.

Com relacao aos péssegos do tratamento T2 (atmosfera controlada — 2,0 kPa
O, e 8,0 kPa CO, durante 7 semanas a -0,5°C), foi constatado que a expresséo do
gene da poligalacturonase diminuiu levemente do 0 dia para o 4° dia apés saida da
camara e que as expressbes dos genes da pectinametilesterase e da expansina
aumentaram no mesmo periodo.

Com relagdo aos péssegos do tratamento T3 (atmosfera controlada —
aplicacdo de 100 mg.L" de etileno durante um dia, apés o armazenamento), foi
verificado que as expressdbes dos genes da poligalacturonase, da
pectinametilesterase e da expansina aumentaram do O dia para o 4° dia apés saida
da camara.

Com relacdo aos péssegos do tratamento T4 (atmosfera controlada —
aplicacao de 1-MCP durante 24 horas antes do armazenamento), foi constatado que
as expressdes dos genes da poligalacturonase, da pectinametilesterase e da
expansina aumentaram do O dia para o 4° dia apés saida da camara.
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