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Introducao

O Rio Grande do Sul é maior produtor brasileiro de péssegos. A
producdo gaucha tradicionalmente possui dois destinos: o consumo in natura e
0 processamento industrial. Os péssegos da cv. ‘Granada’ sdo considerados
frutos de dupla finalidade em virtude da aparéncia, época de colheita e
aceitacdo no mercado.

Péssegos sao frutos climatéricos e caracterizam-se por apresentar um
pico na taxa respiratoria, que antecede ou sucede um drastico incremento na
sintese de etileno (Leliévre et al., 1997). Esse pico pode ser chamado de
climatério respiratorio, o qual corresponde a maturacdo comercial dos frutos.
Durante o amadurecimento ocorrem transformacgdes bioquimicas, fisioldgicas e
estruturais. Essas mudancas afetam a aparéncia, firmeza e aroma, conferindo-
lhes melhores caracteristicas sensoriais.

O estudo de genes envolvidos no metabolismo da maturacdo é uma das
estratégias basicas para explicar a rapida deterioracdo de frutos, onde a
caracterizagdo de genes dentro de uma via biossintética ou reguladora coloca
em evidéncia sua funcionalidade e respostas frente ao desenvolvimento,
crescimento e estresses. Esses conhecimentos possibilitam a intervencdo no
processo de amadurecimento visando aumentar a vida pos-colheita de
péssegos.

A pectina metil esterase (PME) catalisa a desmetilacdo do C6 do grupo
carboxilico de residuos de galacturosil, desesterificando-os. A
poligalacturonase (PG), por sua vez, somente catalisa a hidrolise de ligacdes
a 1-4 do &cido galacturénico quando desesterificado pela PME (Fischer e
Bennett, 1991). Portanto, a hidrdlise de pectinas depende da acdo da PME,
gue esta presente em todos os estadios de desenvolvimento dos frutos, porém,
0 aumento em sua atividade sO ocorre durante o amadurecimento. Essa



enzima é sintetizada no reticulo endoplasmatico rugoso e seu transporte até a
parede celular ainda ndo € conhecido.

Gonzalez-Agluero et al.,, (2008) ao comparar o transcriptoma de
péssegos que tiveram amadurecimento normal e anormal, observaram grupos
de genes diferencialmente expressos, dentre esses, estdo 0s genes envolvidos
no metabolismo de parede celular e no trafego de proteinas por vesiculas.
Dessa forma, se hé& transporte celular por vesiculas durante a maturacgéo,
sugere-se que as proteinas de parede celular sejam transportadas por
vesiculas até o seu destino final.

Vesiculas revestidas por clatrina mediam o transporte seletivo,
transportando enzimas hidroliticas do sitio trans-Golgi para o sistema vacuolar.
O revestimento se dissocia tdo logo se forma a vesicula, deixando-a pronta
para se fundir com a membrana-alvo. A clatrina forma uma rede poliédrica,
composta por muitas moléculas, que reveste a vesicula que se forma. No
transporte mediado por clatrinas had a participacdo de uma GTPase
(Guanosina-trifosfatase) chamada dinamina (dynamim like protein), que facilita
a formacao das vesiculas e auxilia no transporte vesicular. Dinaminas, além da
importancia no trafego vesicular, tém funcéo regulatoria (Sever et al., 1999),
recrutando ligagbes do maquinario endocitico, lipideos, moléculas de
sinalizacao e proteinas do citoesqueleto (Mcniven, et al.,2000).

Neste sentido o presente trabalho objetivou estudar a possivel relagédo
existente entre proteinas envolvidas no transporte vesicular e proteinas de
degradacgéo da parede celular durante o amadurecimento de frutos.

Material e Métodos

Para realizacdo dos estudos foram utlizados péssegos, cv. Granada, em
estadios de maturacdo verde, maduro e sobremaduro, oriundos de um pomar
com 6 anos de idade, sobre porta-enxerto ‘Capdebosq’, com espacamento
entre plantas de 1,5m e sistema de conducdo em Y, localizados no Centro
Agropecuario da Palma da UFPel. O delineamento experimental foi
completamente casualizado, consistindo em trés tratamentos com duas
repeticbes cada. Apos a colheita foi determinada firmeza de polpa com
penetrdmetro manual com ponteira de 8 mm de diametro.

Os primers utilizados neste estudo (Tabela 1) foram construidos a partir
das sequéncias selecionadas no National Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), por meio do programa Vector ™.

A extracdo de RNAs totais foi baseada no protocolo do reagente
PureLink™ (Plant RNA Reagent — Invitrogen™). Para a sintese dos cDNAs foi
utiizado o kit comercial SuperScript First-Strand System for RT-PCR
(Invitrogen™). Para verificar a qualidade dos cDNAs, realizou-se amplificacéo
por PCR semi-quantitativa, em aparelho termociclador PTC-200 (MJ Research,
Inc™).Para controle da reacao utilizou-se o gene constitutivo 18S.

A avaliacdo por Real-Time PCR foi realizada em aparelho 7500 Real-
Time PCR System Com Notebook Dell™ (Applied Biosystems™) e e o sistema
corante SYBR green (Applied Biossystems®).

No final dos ensaios de reacdo foi obtido o Ct (Threshold Cycle) do
aumento da fluorescéncia ocorrido durante os ciclos da reagdo. Os dados
Opticos foram analisados com auxilio do programa 7500 System Software. O
calculo AAC+, baseado na reagdo exponencial da PCR, foi obtido a partir da
expressdo QR=2"4¢T,



Os dados foram submetidos & analise estatistica através de ferramentas
dos programas SigmaPlot versao10.0 e Winstat 1.0.

primers alvos.

Tabela 1. Origens e sequéncias dos

Gene gi Forward Reverse
Metabolismo de parede
celular
Pectina metil esterase (PME) 1213628 | AAT GGG CGACCGTCCTTTTTAC | CAT CGA GCG ATC CAC ACT AGA T
Trafego endomembranas
'(DK’SETA;‘"”(E protein1A 22481576 | GTG AAC AAA ATC CAA AGA GCT TG GCC AGT TTC TCG ATC TGT CTC
Clathrin-binding protein 22483877 | CTT GGT GAT CTGATT GGCATG G | ACT TGT GGA ACC TGA AGG GGT C
b-adaptin) (Cla)
Normalizador
18'S 66627320 | AAA ACG ACT CTC GGC AAC GGATA | ATG GTT CAC GGG ATT CTG CAA TT

Resultados e Discussao

Tabela 2. Firmeza de polpa.

Maturag&o Firmeza (N) * |
Verde 143 a 1
Maduro 6,5 b A
Sobremaduro 40 ¢
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Figura 1: A) Produtos de extracd o de RNAs
de polpa de péssegos verde (1), maduro (2) e
sobremaduro (3). B) Amplificacdo do gene
constitutivo 18S a partir
verde (1),

de cDNAs de
maduro (2) e

sobremaduro (3).
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Figura 2: Quantificacdo relativa da e xpresséo
génica de PME, Cla e ADL em péssegos
‘Granada’, em estagios de maturacdo verde,
maduro e sobremaduro. Barras seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey (p <0,05).

A obtencdo de RNAs integros (Figura 1A) possibilitou a uniformidade e
reprodutibilidade na amplificacdo de cDNAs do gene 18S (Figura 1B).

(Sao trés figuras) A expressdao maxima dos genes de Cla, ADL1A e PME
foi detectada no estadio sobremaduro (Figura 2). Esses resultados permitem



fazer uma correlagdo entre as expressfes e emitir a hipotese de que as
proteinas de transporte agem junto a PME durante sua producédo até a acao na
parede celular. Nesse estadio, os frutos apresentam firmeza de polpa muito
reduzida (Tabela 2) e estdo proximos ao processo de senescéncia. Ou seja,
frutos sobremaduros ja sofreram a ag¢do de enzimas envolvidas com a
solubilizacédo da parede celular e a crise climatérica ja foi concluida.

Concluséao

Os genes de Cla e de ADL possuem maxima expressao em péssegos
cv. Granada sobremaduros, indicando que ndo ha uma relacdo majoritaria com
o0 transporte de proteinas envolvidas no amolecimento de frutos.
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