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1. INTRODUCAO

Péssegos sdo frutos economicamente relevantes, porém, por serem frutos
climatéricos, com acelerado metabolismo, apresentam curta vida pdés-colheita. O
estudo de genes envolvidos no metabolismo da maturacdo € uma das estratégias
basicas para explicar a rapida deterioracdo de frutos. O processo de
amadurecimento € marcado pela reducdo da firmeza de polpa, ocasionada pela
ordenada e sequencial expressdo de genes que codificam para proteinas de
degradagéo celular, como a poligalacturonase e a pectina metilesterase. Estudos
recentes demonstram que a massiva degradacdo da parede celular durante o
amadurecimento € neutralizada pela sintese de polissacarideos e, especialmente,
pela expressdo de genes que codificam para proteinas com funcdo estrutural.
Trainotti et al. (2003) estudando os diferentes estadios de maturacdo de péssegos
encontraram elevados niveis de transcritos para proteinas de degradacéao da parede
celular paralelo & expressao de genes com fungéo estrutural na parede.

Dentre as proteinas estruturais de parede celular encontram-se Cobra,
Glucan sintase e Galactosil transferase. Cobra (Cob) sdo proteinas envolvidas na
sintese de celulose e expressas durante as fases de expansao e biossintese da
parede celular (BRADY et al., 2007). Glucan sintase (GLS) esta envolvida na sintese
de calose na parede celular (BROWNFIELD et al.,2007; TOLER et al., 2008). A
sintese de calose geralmente € latente em células de plantas intactas e rapidamente
ativadas em resposta ao estresse (DELMER, 1987). Galactosil transferase (GalT) é
enzima chave na biossintese de pectinas. A sintese de pectina ocorre no Complexo
de Golgi e depois € transportada por vesiculas até a parede celular. As pectinas séo
compostas pelos polissacarideos homogalacturonana, ramnogalacturonana-l e



galacturonanas. A GalT atua na sintesede rhamnogalacturonanos |, catalisando a
transferéncia de galactose para esse polissacarideo (RIDLEY et al., 2001).

Neste trabalho se teve por objetivo o estudo da expresséo transcricional de
genes que codificam para proteinas estruturais de parede celular em trés estadios
de maturacéo de péssegos cv. Granada.

2. MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se péssegos cv. Granada, em estadios de maturacdo verde,
maduro e sobremaduro, oriundos de pomar com seis anos de idade, sobre porta-
enxerto ‘Capdebosqg’, com espacamento entre plantas de 1,5m e sistema de
conducdo em Y, localizados no Centro Agropecuario da Palma/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 (Tabela 1) foram construidos a partir das sequéncias selecionadas
no National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), com
a utilizacéo do programa Vector™.

A extracdo de RNAs totais foi baseada no protocolo do reagente PureLin
(Plant RNA Reagent — Invitrogen™). Os RNAs totais foram submetidos & digestdo
com DNase | (Invitrogen™). Para a sintese dos cDNAs foi utilizado o kit SuperScript
First-Strand System for RT-PCR (Invitrogen™). Para verificar a qualidade dos
cDNAs, foi realizda amplificacdo por PCR semi-quantitativa do 18S — gene com
expressao constitutiva. A reagcdo foi realizada em termociclador PTC-200 (MJ
Research, Inc™) com utilizacdo de kit Tag DNA polymerase (Invitrogen™).

A determinacdo dos niveis de transcritos dos genes selecionados foi obtida
por PCR quantitativa (Real-Time PCR) em %Parelho 7500 Real-Time PCR System
com Notebook Dell™ (Applied Biosystems™) e, como corante para deteccdo da
amplificacéo, o kit Power SYBR™ Green PCR Master Mix (Applied Biosystems™).
As condigbes da reagdo foram 50°C durante 2 minutos, 95°C durante 10 minutos,
seguidas de 40 ciclos com trés etapas: 95°C durante 0,5 minuto, 57°C durante 1
minuto e 72°C durante 1 minuto, e extensao final de 72°C durante 5 minutos,
seguido de curva de dissociacdo padréo.

No final dos ensaios de reacéo foi obtido Ct (Threshold Cycle) do aumento da
fluorescéncia ocorrido durante os ciclos da reacdo. Os dados O6pticos foram
analisados com auxilio do programa 7500 System Software. O calculo AACt
baseado na reacdo exponencial da PCR foi obtido a partir da expressdo QR=24¢T,
no qual QR representa o nivel de expressdo génica, Cr o ciclo de amplificacdo na
qual cada amostra apresenta amplificacdo exponencial, ACt se refere a diferenca
entre o Cy da amostra amplificada para o gene alvo e o Cr da mesma amostra
amplificada para o gene controle (18S), e AACt representa a diferenca entre o ACt
da amostra de interesse e o ACy da amostra de referéncia-calibrador (colheita).

Posteriormente os dados foram submetidos a analise estatistica através de
ferramentas dos programas SigmaPlot 10.0 e Winstat 1.0.
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Tabela 1. Origens e sequéncias dos primers alvos.

Gene Gi Forward Reverse

Parede celular

Galactosyl transferase (GalT) 22480478 ATGTGAAAAGTGGATGCGGAA TG TTGGATGAGAAGCGGGAAGAGA

Cobra(Cob) 22478530 ACTCATCCAGGAAGCTGTGTAG ATGGCTGTATCATTTATTGTCGCA



Glucan Synthase (GLS) 22478796 TGGGAAACATGGTGGTATGAGGA CGA GACATTTGAAGTGAGTGAAC

Normalizador

18S 66627320 AAA ACG ACT CTC GGC AAC GGA TA ATG GTTCAC GGG ATTCTG CAATT

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na figura 1A observa-se RNAs totais de boa qualidade, integro e sem
impurezas. A viabilidade do cDNA construido p6de ser visualizada através da
amplificagao do gene constitutivo 18S (figura 1B).
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Figura 1: A) Imagem dos produtos de Figura 2: Perfil de amplificacdo.
extracdo de RNAs. B) Amplificagdo do gene
constit utivo 18S a partir de cDNAs.
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Figura 4: Quantificacéo relativa da expressao
génica da GLS. Barras seguidas pela mesma
letra minGscula nédo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p =<0,05).

Figura 3: Curva de dissociacao.
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Figura 5: Quantificacéo relativa da expresséo Figura 6: Quantificacdo relativa da expresséo
génica da GalT. Barras seguidas pela mesma génica da Cob. Barras seguidas pela mesma
letra minGscula nédo diferem entre si pelo letra minGscula nédo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p =<0,05). teste de Tukey (p =<0,05).

A reacdo de Real Time PCR ocorreu normalmente, apresentando crescimento
exponencial, seguido pela estabilidade da reacdo (Figura 2). Os primers utilizados
ndo apresentaram amplificacdes inespecificas (Figura 3).

Os genes que codificam para proteinas com funcéo estrutural tiveram seu
nivel maximo de transcritos no estadio sobremaduro (Figuras 4, 5 e 6). Entretanto,
nessa fase, os péssegos ja apresentavam firmeza de polpa muito reduzida (dados
nao apresentados).

Esses resultados indicam que, além da inducdo de enzimas de degradacao
de pectinas que causam o afrouxamento das células, ha outros elementos e rotas
gue sao ativos durante o amolecimento de péssegos. Porém essas enzimas nao sao
suficientes para manter a firmeza de polpa, apenas contribuem para a estabilizacéo
da parede celular durante a excessiva degradacéo no processo de amadurecimento
e no inicio da senescéncia.

4. CONCLUSAO
Em péssegos sobremaduros ha um elevado nivel de transcritos de genes que
codificam para proteinas estruturais de parede celular. Sugere-se que essas
proteinas atuam evitando o rompimento da parede celular durante o processo de
amadurecimento.
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