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1. Introducao

Physalis peruviana L. € um fruto que contém altos niveis de vitaminas A, B, C,
de carotendides e de fésforo. Segundo Trinchero et al. (1999), frutos de physalis
possuem comportamento similar a de frutos climatéricos, pois durante o
amadurecimento apresentam um aumento na taxa respiratoria, aumento na sintese
de etileno e diminuicdo da firmeza de polpa. Em frutos climatéricos, o etileno induz
diferentes enzimas que atuam na degradacdo da parede celular. O amolecimento
durante a maturacdo é ocasionado pela acdo de enzimas como a poligalacturonase
(PG), que catalisa a hidrolise das ligagbes a 1-4 entre os residuos de acido
galacturénico da cadeia de pectina (FISCHER E BENNETT, 1991). A atuacdo da
pectina metilesterase (PME) desmetilando as pectinas se faz necessaria, vez que a
PG se torna inativa na presenca de grupos metilicos. Na maioria dos frutos as
atividades da PG e da PME aumentam durante o amadurecimento
concomitantemente com um aumento na maciez do fruto e a solubilizacdo de
poliuronideos da parede. A pectato liase (PL) catalisa a eliminacdo entre dois
residuos de acido galacturénico mais ou menos esterificados. Quebram as ligacbes
por transeliminagcdo do hidrogénio dos carbonos das posi¢bes 4 e 5 da porcao
aglicona da pectina.

Estudos realizados com maturacdo em outros frutos (TRAINOTTI et al., 2003)
demonstram que o amolecimento € acompanhado por um aumento na expressao de
genes que codificam para enzimas de degradacao da parede celular em paralelo a
expressdo de genes que codificam para proteinas estruturais da parede celular.
Dentre as proteinas estruturais de parede celular encontram-se as Cobra, Galactosil



transferase e Cinamil CoA redutase. Cobra (Cob) sdo proteinas envolvidas na
sintese de celulose e expressas durante as fases de expanséo e biossintese da
parede celular (BRADY et al., 2007). Galactosil transferase (GalT) é uma 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 sintese de rhamnogalacturonanos I, catalisando a
transferéncia de galactose para esse polissacarideo (RIDLEY et al., 2001). A
Cinamoil-CoA redutase (CCR) participa da biossintese de ligninas, polimero que
confere rigidez a parede celular.

Neste trabalho se teve por objetivo quantificar a expressdo de genes
envolvidos no metabolismo de parede celular de frutos de physalis em diferentes
estadios de maturacéo.

2. Materiais e métodos

Utilizaram-se physalis em estddios de maturacdo verde, em inicio de
maturacdo e maduro, oriundos do Horto Experimental da UFPel. O delineamento
experimental foi completamente casualizado, consistindo em trés tratamentos com
duas repeticbes cada. Apos a colheita foi determinada cor com colorimetro
eletrGnico, marca Minolta mod. CR-300, com iluminante D65 e abertura de 8mm, L*,
a* e b* (CIE-Lab). Foram realizadas duas leituras em faces opostas de cada fruto,
utilizando-se cinco frutos de cada tratamento. A partir das leituras foram calculados
os valores da tonalidade da cor (angulo h°), expressa em graus, pela formula
ho=tan™ b'/a’.

A extracdo de RNA total foi baseada no protocolo do reagente PureLink™
(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 realizada amplificagdo por PCR semi-quantitativa, em aparelho
termociclador PTC-200 (MJ Research, Inc™), sendo utilizados na reacdo, os
seguintes componentes: 2,5 yL de Tampéo de Reacédo 10x; 0,75 pL MgCl,; 0,5 yL
dNTPs; 1,0 uL primer R; 1,0 uL primer F; 1,0 yL cDNA e 17,95 uL de &gua ultrapura
tratada ao D.E.P.C. As condi¢des de amplificacao foram: desnaturagcéo a 95°C/5min;
anelamento a 54°C/1:30min e extensdo a 72°C/2min, num total de 36 ciclos. Para
controle da reacao foi utilizado o gene 18S. Os primers objeto desse estudo (Tabela
1) foram construidos a partir das sequéncias selecionadas no National Center for
Biotechnology Information (http://www.ncbi.nim.nih.gov), com a utilizacdo do
programa Vector™.

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 o kit Power SYBR™ Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems™). O programa utilizado no aparelho foi: 50°C/2min; 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. No final dos ensaios de reacao foi obtido o
Cr (Threshold Cycle) do aumento da fluorescéncia ocorrido durante os ciclos da
reacdo. Os dados Opticos 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=2"*“T no qual QR representa o nivel de expressdo génica, Cr 0
ciclo de amplificagcdo na qual cada amostra apresenta amplificagdo exponencial, AC+
se refere a diferenca entre o Cy da amostra amplificada para o gene alvo e o Ct da



mesma amostra amplificada para o gene controle (18S), e o AACt representa a
diferenca entre o ACt da amostra de interesse e o0 ACy da amostra de referéncia-
calibrador (colheita). Posteriormente os dados foram submetidos a analise estatistica
através de ferramentas dos programas SigmaPlot versdo10.0 e Winstat 1.0.

Tabela 1: Origens e sequéncias dos primers alvos

Gene gi Forward Reverse
Parede celular
Galactosyl transferase 22480478 ATGTGAAAAGTGGATGCGGAA TG TTGGATGAGAAGCGGGAAGAGA
(GalT)
Cobra(Cob) 22478530 ACTCATCCAGGAAGCTGTGTAG ATGGCTGTATCATTTATTGTCGCA
Cinnamoyl-CoA reductase 22481300 ATCAAGTCCAAGACCCCGAGAA CGCCCA ACA CGGTGCCAGGA
(CCR)
Pectate lyase: (PL) 22483439 AGGTGGCCTCCATTCTCTCTCAGTT GGGAAGCAGAGAGAGACCAGTTCAA
Endopolygalacturonase: 110293962 AAAGGGTGCCCTGGTCAGGTAAGATA GCTCTTCTAGGTGGAAGCCCAAGAAA
(PG)
Pectina methylesterase 1213628 AGGTGGCCTCCATTCTCTCTCAGTT GGGAAGCAGAGAGAGACCAGTTCAA
(PME)
Normalizador

66627320

18 S AAA ACG ACT CTC GGC AAC GGATA ATG GTT CAC GGG ATT CTG CAATT

3. Resultados e Discussao
Tabela 2: Coloragéo de epiderme (L , a, b, h9 de frutos de physalis em trés estadios de
maturacéo 2.

Maturac&o L* a* b* Angulo Hue
Verde 54,86 b -22,39 ¢ 43,05 b 117,54 a
Inicio Maturacéo 62,10 ab -3,19 b 51,48 a 94,82 b
Maduro 66,80 a 13,12 a 55,37 a 76,77 c

YMédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). N
(0 = preto, 100 = branco); a (+a = vermelho, - a = verde); b (+b = amarelo, - b = azul); angulo h° (0° =
vermelho, 90° = amarelo, 180° = verde, 360° = azul).

A

Figura 1. Imagem dos frutos nos estadios de matura¢  &o verde, inicio de maturacdo e maduros
(A e B); dos produtos de extracdo de RNAs (C) e amp lificacdo do gene constitutivo 18S (D) a
partir de cDNAs de physalis.
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Figura 2: Expressdo génica de Cob, CCR, GalT, PG, PME e PL em diferentes estadios de
maturacdo de physalis. Para comparacdo dos dados fo i realizado teste de Tukey a 5% de
significAncia - letras distintas indicam diferenca significativa.

As mudancas observadas na coloragao (Tabela 2) durante o amadurecimento
podem ser correlacionadas com a degradacdo de clorofilas e acumulo de
carotendides. O RNA total foi obtido de forma integra e sem contaminantes (Figura
1), o que possibilitou a obtencdo de cDNA de boa qualidade.

Ao analisar a expressdo dos genes envolvidos na degradacdo da parede
celular observou-se que os correspondentes as enzimas PG e PL tiveram sua
expressdo maxima no inicio da maturacdo enquanto que o da PME so6 apresentou
aumento na expressao quando os frutos ja estavam maduros. Sugere-se que o nivel
méaximo de transcritos obtidos com o avanco da maturacdo seja uma resposta a
acao do etileno e o0 amolecimento na maturacao é consequéncia do produto desses
genes.

Na avaliacdo da expressdo dos genes CCR e GalT, ambos com funcéao
estrutural na parede celular, verificou-se um aumento de expressao no inicio da
maturacdo. O gene Cob manteve-se constante durante todo o processo de
amadurecimento. A alta expressdo de genes com funcao estrutural é explicada pela
contribuicdo dessas proteinas na estabilizacdo da parede celular durante a
excessiva degradagéo no processo de amadurecimento e no inicio da senescéncia,
conforme descrito por Trainotti et al., (2003).

4. Conclusao
Durante o amadurecimento de physalis ocorre um aumento na expressao de
genes que codificam para proteinas de degradacdo da parede celular,
concomitantemente com o aumento da expressdo de genes que codificam para
proteinas com fungdo estrutural. Esses conhecimentos possibilitardo manejar
adequadamente esses frutos no periodo pos-colheita visando maior vida de
prateleira.
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