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1. INTRODUCAO

O péssego (Prunus persica (L.) Batsch) é um fruto de fragil estrutura celular e
intenso metabolismo, favorecendo a rapida deterioragido apos a colheita. E 0 caso
da cultivar Granada, que embora destinada a industrializacdo, também tem boa
aceitacdo no mercado in natura em funcéo da aparéncia e sabor.

Uma das alteracbes mais facilmente perceptiveis durante a maturacao de
péssegos é o amolecimento, decorrente da acdo de enzimas hidroliticas dos
polimeros da parede celular. As principais enzimas envolvidas no processo de
solubilizagéo da parede celular, na maioria dos frutos, séo as pectina metil esterases
(PME), as poligalacturonases (PG), pectato liases (PL), celulases, hemicelulases e
B-gluconases, assim como proteinas reguladoras como as expansinas (Girardi et al.,
2005).

Por se tratarem de enzimas cuja atividade ocorre na parede celular, ha
necessidade de que haja a sintese e transporte dessas proteinas para 0 espaco
periplasmatico. Essas enzimas sdo codificadas por genes cuja proteina predita
contém peptideo sinal de transito, o que determina o transporte e modificacdes pos-
traducionais via reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi e vesiculas (Cosson et
al., 2005). No mecanismo de transporte, estdo envolvidas vesiculas que tém sua
especificidade determinada por proteinas como as v-Snares, t-Snares e Rabs
(Tuvim et al., 2005).

As SNARESs séo proteinas ligadas a membranas de vesiculas que permitem a
fusdo dessas com a da organela de destino, e controlam a especificidade desse
evento (Cosson et al., 2005). As v-SNAREs, como por exemplo, a VAP-27-2, sédo
proteinas situadas nas vesiculas e interagem com suas t-SNAREs especificas, no
caso, a Syntaxin, situadas na membrana da organela alvo, regulando o transporte.
Diversas GTPases da familia das Rabs, conhecidas como reguladoras do trafego
entre membranas e organelas, foram descritas e localizadas em varios
compartimentos intracelulares (Wilcke et al., 2000). Entre essas enzimas encontra-
se a Rabll, que parece ser regulada de forma etilenodependente (Gonzalez-
Aguerro et al.,, 2008). Assim sendo forma-se um complexo v-SNARE/vesicula,
dirigido por Rab sob demanda energética gerida por GTP, levando o complexo a
membrana alvo com as t-SNAREs correspondentes (Schimmo et al., 2005).



Nesse contexto, acredita-se que a inducdo de genes envolvidos com o
sistema de transporte constitua-se na condicdo prévia ao inicio do amolecimento,
tendo em vista que as enzimas envolvidas na solubilizacdo da parede celular séo
transportadas via sistema endomembranario.

2. MATERIAL E METODOS

Os péssegos cv. Granada no estadio “verde”, “maduro” e “sobremaduro”,
utiizados no experimento, foram colhidos no Centro Agropecuario da
Palma/Universidade Federal de Pelotas (UFPel), no més de dezembro de 2008.

Apos a colheita, os frutos foram avaliados e imediatamente transportados
para o laboratério onde as amostras de polpa foram congeladas com nitrogénio
liguido e armazenadas em Ultrafreezer (-80°C) para posteriores analises
moleculares. A firmeza de polpa, o teor de sélidos soluveis totais e producdo de
etileno foram avaliados de acordo com Girardi et al. (2005).

A extracdo de RNA total foi baseada no protocolo do reagente PureLink™
(Plant RNA Reagent — Invitrogen™). Para a sintese dos cDNAs foi utilizado o kit
comercial SuperScript First-Strand System for RT-PCR (Invitrogen™). Para verificar
a qualidade dos cDNAs, realizou-se amplificacdo por PCR semi-quantitativa, em
aparelho termociclador PTC-200 (MJ Research, Inc.™), sendo utilizados na reacéo,
0s seguintes componentes: 2,5 yL de Tampéo de Reacdo 10x; 0,75 uL MgCl,; 0,5
ML dNTPs; 1,0 pyL primer R; 1,0 yL primer F; 1,0 uL cDNA e 17,95 uL de agua U.P.
tratada com D.E.P.C. As condicbes de amplificacdo foram: desnaturacdo a
95°C/5min; anelamento a 54°C/1:30min e extensdo a 72°C/2min, num total de 36
ciclos. Para controle da reacéo utilizou-se o gene 18s.

A avaliacdo por Real-Time PCR foi realizada em aparelho 7500 Real-Time
PCR System com Notebook Dell™ (Applied Biosystems™) e, como corante para
deteccdo da amplificacdo, utilizou-se o Kit Power SYBR™ Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems™). O programa utilizado no aparelho foi: 50°C/2 min;
desnaturacao inicial a 95°C/10min; desnaturacdo a 95°C/30seg; anelamento a
57°C/1min e extensao: 72°C/1min; e extensao final a 72°C/5min.

Os primers foram construidos a partir das sequéncias selecionadas no
National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), com a
utilizagéio do programa Vector™: 18S: P. persica (Gl 66627320), Pectate lyase (PL):
A.thaliana (Gl 22483439), SNARE-like protein Vap 27-2: A.thaliana (Gl 22481415),
Syntaxin: M. domestica (Gl 56162812), RabGTP-binding protein (Rab11): G.hirsutum
(Gl 22484722).

Ao final da reacédo obteve-se a representacao grafica (Amp Plot) e numérica
(Ct, Cycle Threshold) do aumento de fluorescéncia ocorrido durante os ciclos. Os
dados foram analisados no programa 7500 System Software. O calculo do AACt foi
realizado utilizando-se a expressdo QR=2"*“, no qual QR representa o nivel de
expressdo génica, Ct o ciclo de amplificagdo na qual cada amostra apresenta
amplificacdo exponencial, ACt refere-se a diferenca entre o Ct da amostra
amplificada para o gene alvo e o Ct da mesma amostra para o gene controle (18S),
e 0 AACt representa a diferenca entre o ACt da amostra de interesse (expressdo em
determinado tempo) e o ACt da amostra calibradora (verde).

Tabela 1: Firmeza de polpa, solidos sollveis e producdo de etileno de péssegos cv. Granada., nos
estadios de maturacao verde, maduro e sobremaduro.

*Letras minusculas distintas na mesma linha indicam diferencas significativas pelo teste de Duncan a
5% de probabilidade.



Estadios de Maturacao
Verde Maduro Sobremaduro
Firmeza de Polpa (N) 23,14a* 9,65b 4,87¢
Sélidos Solaveis (°Brix) 11,71b 13,69a 13,90a
Producéo de Etileno (mL.h™".g™) 1,62b 8,37a 0,61c

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A qualidade das preparacbes de RNAs foi boa, tendo-se verificado a
integridade do produto da extracdo (figura 1). Isso permitiu boa uniformidade e
reprodutibilidade na amplificacdo de cDNAs do gene 18s (figura 2).

Figura 1: Imagem dos produtos de extragdo Figura 2: Amplificagdo do gene constitutivo
de RNAs de polpa de péssegos, 1: Verde, 2: 18s a partir de cDNAs de péssegos, 1. Verde,
Maduro, 3: Sobremaduro M: Marcador molecular  2: Maduro, 3: Sobremaduro
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Figura 3: Quantificacdo relativa da expressao génica de Vap 27-2, Syntaxin, Rabll e PL em
péssegos granada, em estadios de maturacao verde, maduro e sobremaduro. Para comparacao dos
dados foi realizado teste de Tukey a 5% de significAncia - letras distintas indicam diferenca
significativa
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Ao estudar-se a expressdo dos genes-alvo, verificou-se que a maxima
expressao foi detectada no estadio sobremaduro (figura 3). Nesse estadio, os frutos
ja apresentam-se amolecidos (firmeza de polpa de aproximadamente 5N), indicando
gue a acao de enzimas envolvidas com a solubilizacdo da parede celular ja ocorreu,
bem como a crise climatérica ja foi concluida.
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Em péssegos Granada o maximo incremento na producédo de etileno ocorre
na transicdo do estadio verde para o maduro (tabela 1). E conhecido que o
amolecimento de péssegos € um evento parcialmente dependente do etileno. Assim,
embora a reducdo de firmeza de polpa possa ocorrer antes do inicio da crise
climatérica, o aumento da producao e/ou acdo do etileno acelera o processo. Isso se
explica pela inducdo de genes de PG, B-gluconases e pectato liases sob a acéo do
etileno (Trainotti et al., 2003). Neste experimento mostrou-se que a reducdo da
firmeza de polpa do estadio verde para maduro foi acompanhada de elevacdo da
producado de etileno, mas néo foi precedida de incremento da expressao dos genes
estudados.

Como as proteinas v-SNAREs, t-SNAREs e Rabll estdo envolvidas no
transporte endocelular, acreditava-se que a inducdo desses genes precederia 0
amolecimento. Isso ndo ocorreu, pelo contrario, a maxima expressao transcricional
ocorreu em frutos em estadio pés-climatérico (figura 3). Isso sugeriria que esses
genes, codificadores para proteinas envolvidas no transporte vesicular podem
participar de processos de reciclagem endocelular, como a formagcao de
endossomos, como observado por (Appezzatto-da-Gloéria et al., 2004), o que ocorre
nos péssegos em casos de senescéncia ou sob estresses abioticos.

4. CONCLUSOES

Os genes Rabll, Vap 27-2 e Syntaxin tém maxima expressdo em péssegos
sobremaduros, indicando que ndo tem relacdo majoritaria com o transporte de
proteinas envolvidas no amolecimento de frutos.
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