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Resumo

MOURA, Renata Silva. Perfil de expressao diferencial de proteinas
associadas as alteragées pos-colheita em macgas cv. Gala, clone Baigent.
2010. 69f. Dissertacédo (Mestrado) — Programa de P6s-Graduagao em Ciéncia e
Tecnologia Agroindustrial. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A macieira (Malusxdomestica), originaria da Europa e Asia, pertence a familia
Rosaceae, sub-familia da pomaceas. A macga € um fruto de clima temperado de
importancia comercial, principalmente em seu estado in natura. Dentre as
principais cultivares de macieira produzidas no Brasil, destacam-se a Fuji e a
Gala, como a mais preferida pelos consumidores brasileiros, por apresentar
frutos com boas caracteristicas sensoriais como aparéncia, polpa crocante e
suculenta. Porém, esses atributos sdo rapidamente perdidas durante o
armazenamento sob refrigeracdo (AR). Dentre os principais problemas
detectados durante o armazenamento refrigerado, estdo a diminuicdo da
firmeza de polpa e a ocorréncia de polpa farinhenta. Varios estudos
demonstraram que estes disturbios fisiolégicos tém relagdo com o etileno,
sendo que seus mecanismos ainda nao foram elucidados. Com o intuito de se
buscarem mais explicagdes sobre os mecanismos moleculares da interacéo
destes eventos com o etileno, este trabalho propoe uma analise global do
sistema, utilizando a protebmica como métodos de estudo. Nesse contexto, o
objetivo deste trabalho foi identificar e caracterizar proteinas diferencialmente
expressas durante o armazenamento, associando-as a agao do etileno e com
as mudangas ocorridas nos frutos da cv. Gala — clone Baigent. Nos géis
obtidos a partir de eletroforeses bidimensionais foram detectados, utilizando o
programa PDQuest, 565 spots na amostra de magas aos 8 meses de AR em
frutos que foram tratados com 1-MCP, 452 spots para amostra com 8 meses
AR em frutos sem 1-MCP, e 348 spots para amostra correspondente aos frutos
por ocasiao da colheita. Numa analise quantitativa, ao se compararem os
tratamentos com e sem 1-MCP, e se considerando apenas as proteinas
presentes em ambos os tratamentos, 120 delas aumentaram ou diminuiram de
intensidade. Além disso, se verificou que 62 spots foram detectados apenas
nas amostras tratadas ou nas nao tratadas com 1-MCP; 160 spots foram
somente detectados nas amostras correspondentes a colheita ou as amostras
tratadas com 1-MCP; e, 80 spots foram somente detectados nas amostras
correspondentes a colheita ou as amostras ndo tratadas com 1-MCP. A
identificacdo e o estudo das respectivas fungdes constituem as etapas futuras
do trabalho.

Palavras-chave: firmeza, AR, proteémica, 1-MCP, etileno.



Abstract

MOURA, Renata Silva. Profile of differentially expressed proteins
associated with post-harvest changes in apples cv. Gala, clone Baigent
2010. 69f. Dissertation (Masters Degree) - Programa de Pds-Graduagdo em
Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial. Universidade Federal de Pelotas

The apple (Malusxdomestica), from Europe and Asia, belongs to the family
Rosaceae, sub-family pomaceas. The apple is a temperate fruit of commercial
importance, especially in its fresh state. Among the main apple cultivars grown
in Brazil, we are Fuji and Gala, as the most preferred by consumers in Brazil,
produced fruits with good sensory characteristics such as appearance, crisp
and juicy pulp. However, these attributes are quickly lost during storage under
refrigeration (AR). Among the main problems encountered during cold storage,
are the decrease in firmness and the occurrence of mealy pulp. Several studies
have shown that these physiological disorders are related to ethylene, and its
mechanisms have not yet been elucidated. In order to seek further explanation
of the molecular mechanisms of interaction of these events with the ethylene,
this work proposes a comprehensive analysis of the system using proteomics to
study methods. In this context, the objective was to identify and characterize
differentially expressed proteins during storage, linking them to the action of
ethylene and with changes in fruits of cv. Gala - Baigent clone. In the gels from
two-dimensional electrophoresis were detected using the PDQuest program,
565 spots in the sample of apples at 8 months of RA in fruit treated with MCP-1,
452 sample spots for eight months without an RA in fruits - MCP, 348 spots
corresponding to sample the fruits at harvest. In a quantitative analysis, when
comparing treatments with and without 1-MCP, and considering only the
proteins present in both treatments, 120 of them increased or decreased in
intensity. Moreover, it was found that 62 spots were detected only in samples
treated or not treated with the MCP-1, 160 spots were detected only in samples
corresponding to the crop or the samples treated with 1-MCP, and 80 spots
were detected only in samples corresponding to the collection or to samples not
treated with 1-MCP. The identification and study of their functions are the next
steps in the work.

Keywords: firmness, AR, proteomics, 1-MCP, ethylene.
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1. Introdugao

A macga é uma fruta climatérica e o uso de atmosfera controlada com
pequenas concentragdes de oxigénio e baixa temperatura de armazenamento,
bem como o tratamento com 1-metilciclopropeno (1-MCP), um inibidor da
percepcao de etileno, sado eficazes para retardar o amadurecimento dos frutos
(DELL et al., 2002; ASIF et al., 2006). Varios autores relataram regulacao
diferencial de etileno em relagado as caracteristicas de qualidade na macga, e
verificaram uma relacdo direta a producao de etileno e a produ¢ado de aroma
durante a maturagcdo em maca (DANDEKAR et al., 2004; WANG et al., 2007).
Wilkinson et al. (1995) verificaram ainda, a repressdo de genes codificadores
por proteinas do transporte endocelular em tomates mutantes em um receptor
do etileno, sugerindo, que estes genes podem ser etilenos-dependentes.

Genes receptores de etileno foram identificados em muitas espécies de
plantas, sendo que suas expressdes sao regulados diferencialmente de acordo
com tecido, estadio de desenvolvimento estimulos ambientais (LASHBROOK
et. al.,, 1998; SATO-NARA et al., 1999, RASORI et al., 2002 and CIN et al.,
2005). Todos estes estudos sugerem que genes que tem sua expresséo
reguladas pelo etileno, codificam por proteinas que estdo diretamente
associadas as mudangas de aroma, cor e textura que ocorrem durante o
amadurecimento dos frutos. Muitas proteinas relacionadas a sintese de etileno
e ao processo de maturacdo, podem ser alteradas em quantidade e/ou
atividade. Além da grande numero de proteinas cuja sintese ¢é influenciada pelo
etileno, também é possivel que possa haver outras proteinas envolvidas nestes
mecanismos que ainda nao foram investigadas (TATSUKI, ENDO, OHKAWA,;
2007).

Na busca de uma maior compreensao dos mecanismos fisiologicos e
moleculares deste processo, a protedmica € uma alternativa que deve fornecer-
nos uma representacdo mais precisa do estado celular da fruta. Prote6mica é
uma ferramenta sistematica para o estudo global nas mudangas das proteinas,
fornecendo uma ligagdo essencial com a transcriptdmica. O proteoma nao é
estacionario, muda com o desenvolvimento do organismo e com qualquer

mudanga no seu ambiente (KAZMI & KRULL, 2001). Sendo assim, o proteoma
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reflete o estado atual do funcionamento do sistema, ou seja, a expressao
funcional do genoma (BANDIL, 2008).

A eletroforese bidimensional (2D) € uma técnica de separagdo de
proteinas baseada em duas caracteristicas fisico-quimicas das proteinas:
carga elétrica e a massa molecular. A primeira dimens&o corresponde a uma
eletroforese de focalizag&o isoelétrica (IEF), onde as proteinas sdo separadas
até atingirem o ponto isoelétrico (pH em que o somatério de cargas € igual a
zero). Na segunda dimensao, as proteinas sao separadas em géis SDS-PAGE
de acordo com as massas moleculares (LANCAS et al., 2003).

A etapa mais critica em qualquer estudo do proteoma é a extracédo de
proteinas e preparagcdo da amostra. O ideal é a utilizacdo de um protocolo
reproduzivel para isolar e solubilizar as proteinas de uma determinada amostra,
e que possua o minimo de residuos de contaminantes n&o-proteicos. Frutos
sdo considerados, entre os tecidos vegetais, os que tém maior dificuldade em
obter proteinas de alta qualidade adequadas para analise protedmica, devido a
um baixo teor de proteina e a presencga de substancias interferente, tais como
pigmentos, carboidratos, polifendis, polissacarideos e amido (WANG et al.,
2006; SHEORAN et al., 2009, SONG, et al., 2006).

O objetivo deste trabalho € identificar as proteinas que sé&o
diferencialmente expressas durante o armazenamento refrigerado, visto que
estas, possam ser reguladas pelo etileno e assim, relacionadas com mudancgas
fisiologicas ocorrentes na pos-colheita.
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2. Revisao da Literatura

2.1. Macga: producao e caracteristicas

A macieira (Malusxdomestica) € uma planta da familia das rosaceas,
sub-familia das pomaceas. A macad é uma fruta de clima temperado de maior
importancia comercial como fruta in natura, tanto no contexto internacional
como no nacional (GIRARDI et al., 2004).

A producao brasileira da maga obteve um significativo crescimento ao
longo dos ultimos 30 anos com a implantagdo dos pomares comerciais nas
regides elevadas do sul do Brasil, compreendendo o sul do Parana, a Regiao
Serrana e o meio oeste do Estado de Santa Catarina e a serra Gaucha no
norte do Estado do Rio Grande do Sul (ABPM, 2010). Na safra 1973/74, a
producao foi de 1.528 toneladas, aumentando para 993.225 toneladas na safra
de 2006/07 (Figura 1).

Velume (MT)
1.200.000

993.225
1000000

857.615

L0000

70 80 20 2000 a 2007  2006/07"

Figura 1: Produgdo de magas no Brasil nos ultimos quarenta anos
Fonte: ABPM, 2010.

Atualmente a cultura da macad é uma atividade econémica relevante na
Regido Sul do pais, com repercussao no cenario internacional, contribuindo
com aproximadamente 1,5% da produgdo mundial (WOSIACKI et al., 2000;
ABPM, 2010; GIRARDI et al., 2004). A regidao sul apresenta destaque na

produgcdo de macad por apresentar as melhores condi¢cdes climaticas para o
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cultivo da macieira. Assim sendo, dados da ABPM (2010), demonstram que o
cultivo da macé brasileira na safra 2007/2008 ocorreu em 37.430 ha sendo
55% destes no estado de Santa Catarina, 37% no Rio Grande do Sul, 1,2%
Parana, e 6,8% distribuidos em outros estados.

O numero de cultivares de macieira é bastante amplo, em razdo dos
trabalhos de melhoramento genético, utilizagdo de hibridacbes, selegdes
clonais e mutagdes. Porém, mesmo com muitas cultivares disponiveis para os
produtores, 94% dos pomares brasileiros s&o formados com as cultivares
“Gala” (58%) e “Fuji” (36%) (FERREIRA, 2010).

A cultivar Gala € a primeira a ser colhida — fevereiro — com 55% da
producao total; a Fuji, cuja colheita se da em abril, € a mais resistente para
frigoconservacao, participando com 40% da producao; os 5% restantes estao
Golden Delicious, Cripps Pink, Baigent, Eva, Braeburn, entre outras
(FERREIRA, 2010).

A maior producao visa a atender o aumento do mercado consumidor de
frutas in natura, visto que o consumidor se tornou muito exigente em relagéo a
qualidade e, por isso, as magas passam por um processo de selecdo e
classificacdo rigorosas, para satisfazer a essa exigéncia (WOSIACKI et al.,
2002).

A ‘Gala’ é a principal cultivar em exploragdo no Brasil (ABPM, 2010),
visto que € uma cultivar de maga que foi rapidamente aceita na maior parte do
mundo, por apresentar frutos com boa coloragao e aparéncia, e polpa crocante
e suculenta (DENARDI & CAMILO, 1992).

O cultivar ‘Gala’ produz frutos muito atrativos, com a epiderme lisa,
brilhante, vermelho rajada sobre fundo amarelo e geralmente com pouco
russeting. O tamanho dos frutos € pequeno a médio e o formato redondo-
conico. A polpa € de coloracdo amarelo-creme, firme, crocante, suculenta, bem
balanceada em acidos e sodlidos soluveis (CAMILO & DENARDI, 2006). Ela
apresenta varias mutagdes somaticas, geralmente mais coloridas que a
"tradicional", com destaque para Royal Gala, Imperial Gala, Mondial Gala,
Galaxy, Baigent, Maxi-Gala e Lisgala (FIORAVANCO, 2009).

A Baigent € uma mutacao natural de Royal Gala ocorrida no pomar do
Sr. Paul Brookfield na Baia de Hawes na Nova Zelandia em janeiro de 1985. O

periodo de colheita inicia no final de janeiro ate o0 més de fevereiro dependendo
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de condigbes climaticas e periodo de floracdo. A coloracdo € antecipada em
torno de 15 dias em relagdo a Royal Gala, este fato facilita a redu¢do de
passadas na colheita. Os frutos possuem um padrédo de cor distinto
estendendo-se sobre a superficie inteira do fruto de cor predominantemente
vermelho vivo com manchas de cor terra completando com salientes listras
vermelhas mais escuras (MULLER, 2007).

As macgas da cv. ‘Gala’, mesmo sendo uma das primeiras cultivares a
ser colhida, e de encontrar um mercado avido para macga fresca e de qualidade
superior, uma parte da produgédo deve ser armazenada em camaras frigorificas

para futura comercializagdo (LUNARDI et. al.(a), 2004).

2.2. Armazenamento sob atmosfera refrigerada

O periodo de armazenagem de magas, principalmente da cultivar ‘Gala’,
nao deve ser muito prolongado, visto que as perdas qualitativas podem
inviabilizar as macgas para a comercializagdo (BRACKMANN & CERETTA,
1999). A partir de abril o mercado ja comega a ser abastecido por frutas
frigorificadas com a oferta declinando fortemente a partir de setembro, quando
ja comeca a ser dificil a manutengao da qualidade em camaras, mesmo com a
utilizacdo de atmosfera controlada. Assim, nessa época ha uma queda da
oferta com consequente aumento de precos (TODA FRUTA, 2006).

ApoOs trés meses de armazenamento refrigerado, uma série de fatores
como podriddes e disturbios fisiolégicos, incluindo a formacgédo de polpa
farinhenta, diminuem a qualidade da macéd (BRACKMANN, 1992). Entretanto,
com o uso da atmosfera controlada, assim como o uso de 1-MCP (1
metilciclopropeno) o periodo de armazenamento da macé ‘Gala’ pode alcancgar
seis a nove meses, dependendo das condicbes de armazenamento e do ponto
de colheita. A longevidade dessa macga geralmente € limitada pela baixa
firmeza, pelo amarelecimento, pela ocorréncia de degenerescéncia senescente
da polpa, pela polpa farinacea, pela rachadura nas frutas e pelas podriddes
(GIRARDI et al., 2004).

A polpa farinhenta é um disturbio fisiolégico que ocorre quando a maga é
armazenada por longos periodos, caracterizando-se pela polpa seca, sem

suculéncia, sendo que, frequentemente, ocorre associado a rachadura na
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epiderme e na polpa (SAQUET, BRACKMANN & STORCK; 1997). O aspecto
farinhento das macgas esta associado com a incapacidade das células de se
romperem e liberarem o conteudo liquido quando lhes € aplicada uma forga,
como ocorre durante a mastigagdo. Logo, o fruto € considerado menos
suculento quando as células do tecido da maca facilmente se separam umas
das outras em vez de se romperem (DE SMEDT, PAUWELS &
BAERDEMAEKER; 1998). A suculéncia de magas, portanto, tem relagdo com o
grau de maturagdo dos frutos, ou seja, quanto mais maduro o fruto, menos
suculento sera, pois conforme o fruto amadurece, decresce a adesdo célula a
célula e conseqlientemente, aumenta a separagdo entre elas. Esta
caracteristica de polpa seca e tecido desagregado dao sensacgao palatavel de
fruto farinhento (DE SMEDT, PAUWELS & BAERDEMAEKER; 1998;
BARREIRO et al.,1999).

Varias pesquisas tém sido conduzidas visando o desenvolvimento de
técnicas e tratamentos, que combinadas com a atmosfera refrigerada, possam
manter a qualidade dos frutos, ampliando sua vida pds-colheita. Estudos
comprovam que em atmosfera controlada onde se monitoram as
concentracdes de O, e CO, o periodo de armazenamento pode ser estendido
em até oito meses. A atmosfera com um baixo teor de oxigénio e alto nivel de
gas carbbnico efetivamente inibe a sintese e sua agao. O oxigénio € um dos
substratos do acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico oxidase (ACCoxidase),
enzima que cataliza a conversédo do ACC a etileno, enquanto o gas carbénico é
considerado como um inibidor competitivo da ligagao do etileno ao seu receptor
(BRACKMANN et al. 2004; SAQUET,1997; LUNARDI et al. (b), 2004).

2.3. Tratamento com 1-Metilciclopropeno (MCP)

A maca, por ser um fruto climatérico, apresenta uma pronunciada
elevagdo na taxa respiratéria durante o amadurecimento a qual é estimulada
pelo etileno. Este, por sua vez, é considerado um fitoregulador, o qual atua em
fases diversificadas, como crescimento, desenvolvimento e senescéncia, mas
principalmente no amadurecimento de frutas climatéricas (KLUGE et al., 1997).

O etileno desempenha um papel importante e decisivo durante o
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armazenamento, pois estimula o amadurecimento dos frutos na camara
frigorifica.

Normalmente € mencionado que, quando se trata de cultivares da
mesma espécie, a intensidade respiratéria e a duragdo do armazenamento
atuam em sentido proporcional contrario, ou seja, quanto mais elevada for a
respiracado de um determinado fruto, menor sera o seu tempo de conservagao
(STEFFENS, 2007). Parametros fisico-quimicos de qualidade tais como a
firmeza da polpa e, especialmente, a cor verde dos frutos, sdo afetados pela
acao do etileno, proporcionando assim, frutos com baixa firmeza e mais
amarelos, reduzindo o tempo de armazenamento (STREIF, 1992).

A producdo enddégena de etileno € uma parte essencial do
amadurecimento das frutas climatéricas e, provavelmente, atua como um
ativador de processos de etileno-dependente (THEOLOGIS, 1992). A maioria
das estratégias comerciais para aumentar a longividade de produtos vegetais
sdo baseados em evitar a exposigdo ao etileno e / ou tentar minimizar sua
produgao e sua acao durante a maturagao, colheita, transporte, armazenagem
e manuseio (WATKINS, 2002).

Dentro deste contexto, uma nova estratégia para controlar a produgao
de etileno e, portanto, maturagdo e senescéncia das frutas, especialmente
climatérios, como a macga, é o uso de um inibidor da percepg¢ao de etileno, 1-
metilciclopropeno (1-MCP). Este composto age ligando-se aos receptores de
etileno, inibindo sua agdo (BLANKENSHIP & DOLE, 2003). O aumento da
produgao e da concentracéo interna de etileno e os eventos controlados por
esse fitohormonio em frutos climatéricos sdo prevenidos ou atrasados com a
aplicacédo de 1-MCP (WATKINS, 2006). Em macgéads, o 1-MCP retarda a
maturagcdo, o que mantém a qualidade por um espago maior de tempo
(BARITELLE et al., 2001).

A eficacia do 1-MCP ¢é influenciada pela cultivar, condicbes de
armazenamento, temperatura do tratamento, tempo de maturacao dos frutos, e
tempo de colheita (BLANKENSHIP & DOLE, 2003). A eficacia do
1-MCP diminuiu signitivamente dependendo do tempo de aplicagdo apds a
colheita (MIR et al., 2001). Tatsuki, Endob & Ohkawa (2007) concluiram que
quanto mais tarde é a aplicagdao de 1-MCP, menor sera sua eficacia, visto que

genes receptores de etileno ndo foram inibidos nos frutos tratados tardiamente.
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O amolecimento é prevenido ou retardado pela acdo do 1-MCP, sendo
seus efeitos muitas vezes intimamente associados com a produgdo de etileno
(WATKINS et al., 2000; MIR et al., 2001; PRE-AYMARD et al., 2003).

Frutas climatéricas como o tomate, a maga e pera, apresentam genes
comuns que regulam o amadurecimento, sendo que estas frutas demonstram
frequentemente o apoio da expressdo de genes etileno-dependente e etileno-
independente durante os processos de maturagao (GIOVANNONI, 2004).

Tem sido demonstrado que o amadurecimento de frutos ¢é
acompanhado por alteragdes na sintese protéica e com o surgimento de novas
enzimas que catalisam varias dessas alteragdes (BRADY e O'CONNELL, 1976;
DILLEY et al, 1993). Algumas proteinas sintetizadas durante o
amadurecimento tem sido caracterizadas como a poligalacturonase, ACC
sintase e ACC oxidase, mas as funcdes de muitas permanecem desconhecidos
(ABDI, HOLFORD & MCGLASSON; 2002).

2.4. Protedmica

Protebmica €& uma abordagem sistematica para o estudo de
mudangas nas proteinas, fornecendo uma ligacdo essencial entre o
transcriptomica (SANTOS, TEIXEIRA & SA-CORREIA; 2004). A protedmica
consiste no estudo das proteinas expressas a partir de um genoma, portanto, o
proteoma é o conjunto de todas as proteinas que intervém nos processos
bioldgicos de uma espécie (LANCAS et. al, 2003).

O proteoma observavel de uma unica célula, definido como a colegao de
todas as proteinas existentes em seu fendtipo molecular especifico, é
altamente dindmico e dependente do tipo e do estado da célula (GODOVAC-
ZIMMERMANN & BROWN, 2001). Portanto, o proteoma n&o €& estacionario,
muda com o desenvolvimento do organismo e com qualquer mudanga no seu
ambiente (KAZMI & KRULL, 2001). Sendo assim, o proteoma reflete o estado
atual do funcionamento do sistema, ou seja, a expresséo funcional do genoma
(BANDIL, 2008).

A obtencao da sequéncia de nucleotideos do genoma de um organismo
€ apenas o0 primeiro passo que, no entanto, abre caminho a realizagdo de

muitos outros estudos. Porém, somente através da inspecdo da sequéncia do
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genoma néo é possivel obter informagao sobre o nivel de expressédo de genes
e proteinas, ou sobre caracteristicas das proteinas expressas, tais como o seu
o tempo de V2 vida, a sua localizagdo sub-celular, eventuais modificagées pos-
traducionais, interagdes proteina-proteina e proteina-DNA, a estrutura e a
funcdo bioldgica das proteinas (SANTOS, TEIXEIRA & SA-CORREIA; 2004).

O interesse em analises de proteomas tem aumentado recentemente
devido ao alto numero de sequéncias disponibilizadas pelos projetos de
sequenciamento de genomas. O estudo do proteoma de um organismo pode
ser realizado pela exploracdo da alta capacidade de resolugdo da eletroforese
bidimensional (2-DE) (JUNGBLUT & WITTMANN-LIEBOLD, 1995) acoplada a
analise das massas dos peptideos das proteinas através da espectrometria de
massa (ANDRADE et al., 2005).

Nos projetos de proteomas, um dos objetivos primarios € separar e
visualizar o maximo de proteinas possivel de um tecido, permitindo que sejam
catalogadas computacionalmente e estudadas por técnicas analiticas.
Atualmente a eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida é o método
mais eficiente de separagdo simultanea de centenas ou milhares de proteinas
(SOUSA et al., 2007). Os géis bidimensonais sdo vantajosos na medida em
que conferem uma visdo global do proteoma de um determinado tecido e
permitem a pré-separacao das proteinas da amostra por ponto isoelétrico (pl) e

peso molecular (PM).

2.5. Extragcao de proteinas de maca

A etapa mais critica em qualquer estudo do proteoma é a extragao de
proteinas e preparagcdo da amostra. O ideal € a utilizacdo de um protocolo
reproduzivel para isolar e solubilizar as proteinas de uma determinada amostra,
€ que possua 0 minimo de residuos de contaminantes nao-proteicos (ROSE &
SALADIE, 2005). Frutos sdo considerados, entre os tecidos vegetais, os que
tém maior dificuldade em obter proteinas de alta qualidade adequadas para
analise protedmica, devido a um baixo teor de proteina e a presenca de
substancias interferente, tais como pigmentos, carboidratos, polifendis,
polissacarideos e amido (SONG et. al., 2006).
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Macas contém em torno de 0,2% de proteinas medidas pelo método
Kjeldahl, porém deste apenas de 50-80% é nitrogénio derivado de proteinas
(BEVERIDGE & WEINTRAUB; 1997). No entanto, Neilsen et al. (1993) avaliou
o conteudo de proteina de diferentes cultivares de maca, e encontrou valores
variaveis entre 0,175-0,378% dependendo da cultivar.

O método de extracao ideal deve nao sé captar o maior numero possivel
de proteinas a partir de uma amostra bioldgica, também deve ser compativel
com analise da proteina (SHEORAN et. al., 2009). Uma série de protocolos de
extracdo de proteinas tém sido publicados para os tecidos de plantas
(CARPENTIER et al.,2005), e ainda protocolos especificos sdo otimizados de
acordo com o objetivo do estudo. Comparando o numero de estudos sobre a
compatibilidade dos diferentes métodos de coloragdo dos géis e posterior
analise espectrometria de massa, pouco tem sido feito para avaliar métodos de
extragdo de proteinas que sejam efetivos para analise e identificagdo destas
utilizando técnicas baseadas em MS (SHEORAN et. al., 2009).

Fenol e acido tricloroacético (TCA) em métodos de extracdo de
determindaos tecidos de plantas, resultam em um teor de proteina superior e
geéis 2D (bimensional) de boa qualidade (WANG et al., 2006).

2.6. Eletroforese Bidimensional

A eletroforese bidimensional € uma técnica de separacédo de proteinas
baseada em duas caracteristicas fisico-quimicas das proteinas: carga elétrica e
a massa molecular. Este método é amplamente utilizado em protebmica,
possibilitando o estudo do produto final da expressao génica em larga escala
(O'FARRELL, 1975). A primeira dimensao corresponde a uma eletroforese de
focalizagao isoelétrica (IEF), onde as proteinas sado separadas até atingirem o
ponto isoelétrico (pH em que o somatério de cargas é igual a zero). Na
segunda dimenséo, as proteinas sdo separadas em géis SDS-PAGE de acordo
com as massas moleculares (HERNANDEZ, 2009).

O ponto isoelétrico de uma proteina corresponde ao valor de pH no qual
o0 somatorio de todas as suas cargas parciais € igual a zero. Esta propriedade
depende da forga ibnica, da natureza do tamp&o usado e qualquer outro soluto

presente no meio, mas ndo depende da concentragcdo da proteina. O ponto
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isoelétrico de uma proteina € determinado por uma técnica conhecida como
focalizagao isoelétrica (eletrofocalizagdo) (ROCHA et. al., 2010). Esta técnica
consiste em submeter a amostra a uma migragao eletroforética em fita de gel
contendo um gradiente de pH. Assim, as proteinas migram horizontalmente no
gel até chegarem ao pH do seu respectivo pl (ponto isoelétrico).

Na segunda etapa, a fita resultante da primeira dimensao € submetida a
tradicional Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS para uma
segunda separacao das proteinas, agora pela diferenga no peso molecular das
moléculas. O resultado final consiste em um gel com diversos discos (spots)
dispersos, cada um correspondendo a uma proteina particular. O poder de
separagao é tdo grande que duas proteinas que diferem em apenas um
aminoacido carregado podem ser prontamente distinguidas (ROCHA et. al.,
2010).
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Figura 2: Esquema ilustrativo das duas etapas da 2D-PAGE.
A) Separacgao por ponto isoelétrico. B) Separagdo por peso molecular.
Fonte: JING, 2003
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2.7. Espectroscopia de massas

Durante a ultima década, a espectrometria de massas (EM) tornou-se
rapidamente, o método analitico de eleigdo para a identificacdo e
caracterizagao de proteinas (KICMAN; PARKIN; ILES; 2007). O espectrémetro
de massa € um instrumento analitico capaz de converter moléculas neutras em
ions na forma gasosa, sendo assim, permite que compostos sejam
identificados p6é produgcdo de ions e sua posterior separacdo e deteccéo
baseada em sua massa, conferindo alto nivel de especificidade com
sensibilidade (BANDIL, 2008; KICMAN, PARKIN, ILES, 2007).

Um espectrdbmetro de massas tem como principais componentes a
fonte ions, o analisador de massas e o detector. O desenvolvimento de novas
técnicas de ionizag&o possibilitou a analise de proteinas e peptideos por meio
de espectrometria de massa, a partir da década de 80. O surgimento de
técnicas mais brandas de ionizagao foi especialmente util pata a ionizagao de
macromoléculas propensas a fragmentagao, pemitindo inclusive a analise de
complexos formados por interagdes ndo covalentes.

Um dos primeiros métodos de ionizagdo foi bombardeamento de
atomos rapido, que foi utilizado na anpalise dos peptideos e proteinas de fase
liquida. Este método tem varias limitagbes entre as quais se destacam o nivel
de sensibilidade em picomoles, a baixa gama de massas e a diferenga na
eficiéncia de ionizacdo de peptideos hidrofébicos, o que limita a analise de
misturas complexas (HERNANDEZ, 2009).

As técnicas de ionizagdo que predominam hoje nos equipamentos
desenvolvidos para anadlise de proteinas sao a eletroneutralizacéo (ESI) e a
desorcao a laser auxiliada por matriz (MALDI). Ja os analisadores de massa
mais utilizados para analise de proteina sdo os analisadores do tipo quadrupolo
(Q), geralmente associado a fonte de ionizagdo por eletronebulizagdo e os
analisadores do tipo tempo de vbo (TOF) associado a fonte de inonizagao por
desorcéo a laser (LOGRADO, 2009).

Na técnica MALDI-TOF, a fonte de ionizagdo é um laser (geralmente o
comprimento de onda é de 337nm). Neste caso a amostra € depositada
previamente junto a matriz organica, sendo as mais utilizadas o acido alfa-

ciano-4-hidroxicinamico, acido sinapinico ou acido 2,5-dihidroxido benzdico
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capazes de absorver a energia no comprimento de onda do laser utilizado.
Quando o laser incide na amostra, a energia absorvida é utilizada tanto para
ionizar os anlitos (peptideos) através da transferéncia de protons da matriz
para os peptideos, como para desorver estas moléculas ionizadas em uma
camara submetida a uma grande diferenca de potencial elétrico. O ions s&o
acelerados até entrarem numa regido livre de campo, o tubo de vbo. O
analisador do tipo tempo de véo (TOF) permite obter a relagcdo massa/carga do
peptideo. Tendo a mesma carga e mesma quantidade de movimento ao final
da aceleracdo, os ions mais pesados demoram mais tempo para percorrer 0
tubo do que os mais leves. O tempo de voo para cada ion detectado € plotado
num espectro podendo-se deduzir para cada pico uma relagédo m/z. A deducao
da sequéncia de aminoacidos do peptideo analisado é feita através de buscas

em bancos de dados e amproteina pode assim ser identificada (ALIPO, 2008).
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3. Matériais e Métodos

3.1. Material vegetal

As magas da cultivar Gala — clone Baigent, foram colhidas no més de
fevereiro de 2009 em um pomar comercial de 2° ano de produg&o no municipio
de Caxias do Sul/RS. No momento da colheita, as frutas apresentavam uma
coloragao vermelha, sendo este o ponto de colheita usualmente praticado na
regiao.

Imediatamente apdés a colheita, as frutas foram selecionadas e
padronizadas quanto ao estadio de maturagdo e acondicionadas em camaras
de 300 L. Uma parte das frutas colhidas foi tratada durante 12 horas/25°C com
625 ppb de 1-MCP (Agro Fresh - 0,14%), sendo outra parte mantidas sob as
mesmas condigdes porém sem o tratamento com 1-MCP. Ao final das 12 horas
as amostras tratadas com 1-MCP e nao tratadas foram transferidas para
camara de refrigeragao a temperatura de 0°C e umidade relativa de + 95%. As
andlises foram realizadas nas amostras mantidas por 8 meses em
armazenagem refrigerada mais sete dias de manutengdo em temperatura

ambiente (x 25°C), para simular um periodo de comercializagao.

3.2. Analises fisico-quimicas

3.2.1. Firmeza de polpa

A Firmeza da polpa foi determinada com auxilio de penetrbmetro
manual, munido de ponteira de 11 mm, expressando-se os resultados em
Newtons (N). Em cada fruta foram realizadas 2 leituras, em lados
diametralmente opostos, na secdo equatorial da fruta e apds remogao da

epiderme.

3.2.2. Farinosidade de polpa

Para a medi¢cdo da farinosidade de polpa, a mesma foi cortada em

formato de discos (didmetro 10 mm, espessura de 5 mm), e mantidos sob
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pressao reduzida em 20 ml de uma solugcado 12% de sacarose por 1 hora. Em
seguida, as amostras foram agitadas por 4 horas (25° C, 130 rpm). O peso dos
discos foi medido antes (W) e depois (W), da agitagdo. O grau de farinosidade
é calculado utilizando a seguinte formula {(Wo - W)/(Wo) x 100%}. Os valores

sdo expressos em percentual de colapso de polpa (Nara et al., 2001).

3.2.3. Acidez titulavel (AT)

A determinacgéo deste parametro, foi feita em uma amostra de 10 mL do
suco de cada repeticdo, diluidos em 90 mL de agua destilada, e titulados
empregando uma bureta digital com solugéo de hidroxido de sédio 0,1 N até pH

8,1 determinado com pHmetro digital. Os valores expressaram-se em cmolL-1.

3.2.4. Solidos soluveis totais (SST)

Para a medida dos solidos soluveis totais, foi utilizado refratdbmetro
Atago modelo PR 101 (0 a 45%) com corre¢ado para temperatura, sendo os

valores expressos em °Brix.

3.3. Producao de Etileno

A determinacdo de etileno foi feita por cromatografia em fase gasosa,
utilizando um cromatoégrafo a gas, equipado com uma coluna de ago inox 1/8,
preparado com Porapak® N, e um detector de ionizagcdo de chama. As
temperaturas da camara de injeg¢ao, coluna e do detector foram de 80°C, 90°C
e 200°C, respectivamente. Uma solugdo gasosa de etileno a 10ppm foi
utilizada como padrdo. Para a determinagdo da producdo de etileno,
aproximadamente 1Kg de frutos foram condicionadas em frascos
hermeticamente fechados, durante 1 hora a 25°C. Passado esse periodo
coletou-se, com auxilio de seringas hipodérmicas, 1mL da atmosfera gasosa. A
quantificacdo foi feita correlacionando-se a média das alturas dos picos
relativos a cada amostra com a média das alturas dos picos obtidos da solugéo

padrao de etileno.
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3.4. Extragao das proteinas de maca

O método de extragcdo das proteinas de macga foi baseado no protocolo
de Zheng et al. (2007) com pequenas modificagbes. As amostras (1 grama)
foram maceradas em nitrogénio liquido, suspensas em 4 mL do tamp&o de
extragao (sacarose 0,7 M, KCI 0,1 M, EDTA 50 mM pH 8,5, TRIS HCI 0,5 M pH
8,5, PVPP 1%, DTT 40 mM, H,O q.s.p), homogeneizadas em vortex por 1
minuto e deixadas em repouso por 10 minutos no gelo. Foi adicionado 4 mL de
fenol pH 8,0 agitando gentilmente por 10 minutos. Em seguida as amostras
foram centrifugadas a 10800 rpm por 15 minutos em temperatura de 4°C. A
fase fendlica foi recuperada e a ela foi adicionado 3 mL do tampao de extragao.
O extrato foi homogeneizado por 5 minutos e centrifugado a 10800 rpm por 15
minutos em temperatura de 4°C. Ao sobrenadante recuperado foi adicionado
uma solugéo de precipitagdo (DTT 0,5 mM, TCA 10% p/v, Acetona q.s.p.) em
um volume correspondente a 4 vezes o volume ao sobrenadante recuperado, e
deixado em repouso overnight a -20°C. O extrato entdo foi centrifugado a
10800 rpm por 10 minutos em temperatura de 4°C.e o sobrenadante foi
descartado. Foi adicionado 5 mL da solucédo de lavagem (DTT 1,5 mM,
Acetona q.s.p.) ao precipitado e deixado em repouso por 1 hora a -20°C. A
amostra foi entao centrifugada a 10800 rpm por 10 minutos em temperatura de
4°C. O sobrenadante foi descartado e a etapa de lavagem foi repetida. Em
seguida ao pellet foi adicionado 1,8 mL TCA/Acetona e homogeneizado e
colocado em repouso por 1 hora a -20°C. Apds foram centrifugados e o
sobrenadante foi descartado. Os pellets foram entdo secos em Speed Vac e
pesados. Enfim, os pellets foram ressuspensos em tampao (uréia 7 M, tiouréia
2 M, CHAPS 4%, DTT 20 mM, TBP 5 mM, ABS 2% v/v, Bio Lyte Anpholyte pH
3-10 e Anpholyte solution pH 4-6) em uma proporgéo de 20 uL de tamp&o para

cada 1 mg de amostra.

3.5. Preparo dos minigéis

ApoOs a realizagao de cada série de extragao, seguida da ressuspenséao
e quantificacdo das proteinas, foi preparado em gel de 10 cm x 8,5 cm (Mini-

PROTEAN Il Cell, Bio Rad), com o objetivo de confirmar o perfil de expressao
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das proteinas, visto como recurso para verificar se a extragdo foi bem
sucedida. As proteinas foram desnaturadas em tampdo de 0,5 M Tris-HCI
pH6,8, 10% (v/v) glicerol, 10% (p/v) SDS, 5% (v/v) B-mercaptoetanol, 1% (p/v)
azul de Bromofenol, por 1 min a 95°C. Em seguida, foram submetidas a
eletroforese. As amostras foram aplicadas em gel de acrilamida (4% p/v), e
submetidas a uma corrente inicial de 50 V por 15 minutos, antes de migrarem
no gel de corrida, preparado com 12,5% (p/v) de acrilamida, a 70 V por 2 horas,
em tampao Laemmli inferior (25 mM Tris, 192 mM glicina) e superior (25 mM
Tris, 192 mM glicina, 0,1% (p/v) SDS).

3.6. Quantificagdo das proteinas

A quantificagdo das proteinas extraidas foi realizado para a
padronizagao da aplicagao da carga de proteinas na primeira dimensao (IEF) e
foi baseado no método Bradford (1976).

3.7. Focalizagao Isoelétrica

Para a isoeletrofocalizagdo foram utilizadas tiras comerciais de gel de
poliacrilamida com gradiente de pH imobilizado (IPG). As faixas de pH
utilizadas foram pH 4-7 linar em tiras de 17 cm. Tais tiras foram rehidratadas e
posteriormente  submetidas a  isoeletrofocalizagdo, como  descrito

detalhadamente a seguir.

3.7.1. Rehidradatacao das tiras de Gradiente de pH imobilizado

Para a rehidratagcdo das tiras gradiente de pH 4-7 foi adicionado ao
volume das amostras correspondente a aproximadamente 800ug de proteina, e
tamp&o de rehidratacdo (UREIA 7 M, TIUREIA 2 M, CHAPS 2%, DTT 20 mM,
TCEP-HCI 5 mM, TRITON 100x 1%) para completar o volume de 300uL na
tiras de 17cm, segundo recomendacgdes do fabricante.

A rehidratagao foi feita na cuba de IEF da seguinte forma: apds aplicar

a amostra em um das canaletas da cuba, o plastico que protege o gel das tiras
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de IPG foi retirado cuidadosamente e as tiras foram posicionadas com o gel
voltado para baixo na canaleta. Esse processo foi repetido para cada uma das
amostras a serem analisadas. O gel foi coberto com 1,5 mL de 6leo mineral.
Para que o gel absorvesse a solugdo contendo as proteinas, a cuba com

canaletas carregadas, foi deixada a temperatura ambiente durante 30 minutos.

3.7.2. Isoeletrofocalizagao

Depois de rehidratada, a cuba foi posicionada sobre o aparelho 2DGE
Protean IEF cell (BIORAD) onde a isoeletrofocalizacdo foi conduzida. As
condigdes para isoeletrofocalizagdo (IEF) foram: temperatura de 20°C e
amperagem de 50uA por tira. A IEF ocorreu em nas seguintes etapas: 12h de
reidratacdo a 50V, 100 V por 1 h, 200V por 1 h, 400V por 1 h, 700V por 1 h,
5000 V por 4 h e 8000 V até atingir 72.000 Vh. Apos a IEF as tiras de IPG
foram colocadas em placas com canaletas para as strips, e imediatamente

congeladas a -20°C onde permaneceram armazenadas até posterior utilizagao.

3.8. Equilibrio das tiras de gradiente de pH imobilizado (IPG)

Para realizagao da segunda dimensao, os tubos de ensaio contendo as
tiras de IPG submetidas a primeira dimensao foram retirados do freezer -20°C.
Em cada uma das canaletas foram adicionados 5mL de tampao de equilibrio
(6M uréia, 75mM Tris-HCI pH 8,8, 20% glicerol) contendo 100mg de (DTT).
Apos agitacao leve durante 10 minutos em mesa agitadora, a solugao de cada
canaleta foi substituida por 5mL de tamp&o de equilibrio contendo 125 mg de
iodoacetamida. Nessa solugao, as tiras foram deixadas por mais 10 minutos
sob agitagao.

Apods o equilibrio, as tiras de IPG foram submetidas por 10 segundos
em tampédo para cuba 1X (1,4% Glicina, Trizma Base 0,3%, SDS 0,1%) e
imediatamente submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca
de SDS (SDS-PAGE).

33



3.9. Segunda Dimensao

A segunda dimensdo, que envolve a realizagdo de uma corrida
eletroforética em gel de poliacrilamida na presenga de SDS (SDS-PAGE), foi
realizada em cuba tipo Multi Gels Electrophoresis Units (Bio-Rad). Foram
preparados géis na concentragcdo 30% de solugdo de acrilamida 40%T
2,67%C, 1,5% de SDS 10%, 50% Tris-HCI 1M pH 8,8, 0,15% de TEMED e
0,30% de APS 10%. As tiras de IPG foram posicionadas horizontalmente no
topo dos géis em contato com os mesmos. A manutengdo da tira junto a
superficie do gel foi garantida pela adigdo de 3mL de gel de agarose 0,3% em
tampao Tris-glicina contendo 3 gotas de bromofenol.

A corrente durante a eletroforese, foi limitada a 15mA/gel, 7V/gel e
1W/gel no inicio da corrida e 15mA/gel, 25V/gel, 3W/gel no final da corrida,
sendo a temperatura mantida a 15°C mantida por refrigeracdo com circulador

termostatico.

3.10. Coloragao dos géis

3.10.1. Coloragao com nitrato de prata

ApoOs a eletroforese, os géis foram deixados por 1 hora sob agitagao
num recipiente contendo solucao de fixagao (40% etanol e 10% acido acético).
Em seguida esta solugdo foi trocada por uma solugdo de sensibilizagao
(formaldeido 0,04 %, tiossulfato de sddio 0,05%, acetato de potassio 8%, etanol
30%) durante 30 minutos. Apdés os géis foram lavados duas vezes por 5
minutos em agua e mergulhados na solugdo de coloragdo (AgNOs; 0,1%,
formaldeido 0,025%) por 30 minutos. Novamente em seguida os géis foram
lavados em agua duas vezes por trinta segundos e entdo mergulhados na
solugao de revelagao (HSO3sNa 30uM, KCaO; 2,5%, formaldeido 0,04%). Apos
0s géis terem obtido a coloracdo desejada, foram colocados em uma solugéo
STOP de EDTA 1,46%.
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3.10.2. Coloragao utilizando Coomassie Blue G250

Para analise em espectrometria de massas a coloragédo utilizada foi
segundo protocolo de Pink et al. (2010) com algumas modificagbes, na qual os
geéis foram colocados em uma solu¢do de coloragdo (sulfato de aluminio 5%,
etanol 10%, CBB G250 0,02%, acido fosférico 8%) por no minimo 3 horas, em
seguida colocados em uma solugao de acido fosférico 2% , etanol 10% por 30

minutos, e apds foram colocados em H20 milliQ e deixados overnight.

3.11. Analise dos géis

As imagens dos géis bidimensionais foram digitalizadas utilizando o
densitdbmetro GS-800 (Bio-Rad) juntamente com o The Discovery SeriesTM
Quantiry One Quantitation Software (Version 4.4; Bio-Rad). As imagens obtidas
foram posteriormente analisadas no programa SeriesTM Discovery PDQuest
Gel 2D software de analise (versao 8.0; Bio-Rad). Os pontos protéicos foram
detectados automaticamente pelo programa e em seguida foram feitas
corregdes manuais. Os spots foram quantificados em unidades de volume
(area versus intensidade) e a normalizagao foi efetuada dividindo-se o volume
de cada spot pela soma total de volumes de todos os spots, de forma que cada
volume normalizado representa uma porcentagem do volume total.

Os géis representativos de cada tratamento foram comparados para
verificar diferengas nos perfis de proteinas. Para consideram uma proteina
expressa apenas em um dos tratamentos, o critério utilizado foi o aparecimento
ou desaparecimento do spot no gel. Para considerar diferengca quantitativa de
expressao, foi considerado aumento ou diminuicdo de pelo menos uma vez e

meia o volume normalizado.

3.12. Digestao triptica das proteinas

Os géis corados com Coomassie Blue G250, foram utilizados para o
recorte de proteinas, visto que aquela é uma coloragdo compativel para analise
de proteinas em MS. As proteinas foram recortadas dos géis de forma que o

didmetro fosse do tamanho dos pontos protéicos. Os fragmentos de gel
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contendo as proteinas recortadas e armazenadas a -20°C até o momento do
uso.

Os spots recortados foram retirados do freezer e colocados a
temperatura ambiente. Em seguida os spots foram macerados e lavados com
50uL de solucdo de descoloracdo (acido acético 10% , metanol 40%) durante
30minutos, este processo foi realizado duas vezes. Retirada a solugédo de
descoloragao, foi adicionado 50uL de solucdo de lavagem (bicarbonato de
aménio 50mM) durante 15 minutos. Os spots foram lavados com 50uL de
acetonitrila durante 15 minutos e em seguida foi adicionado novamente 50uL
da solugdo de lavagem por mais 15 minutos. Retirada a solugdo de lavagem,
foi adicionada 50uL de solugdo de desidratagdo (acetonitrila) por mais 15
minutos, sendo que esta etapa foi repetido mais uma vez. Apds retirar a
solugdo de desidratagdo, os tubos com os spots foram colocados no gelo
durante 10 minutos, e em seguida foi adicionada 5uL por tubo de solu¢do de
digestao (tripsina 20ng/uL). Apdés 10 minutos, assim que o volume de tripsina
foi absorvido pelo gel, os tubos foram deixados orvernigth em estufa a 37°C.
Apods duas 2 horas de digestdo foi adicionado SuL de tamp&o de digestao
(25mM NH4HCO3 + metanol 20%) para compensar o volume perdido por
evaporagao.

A primeira extracado foi realizada com 15uL de solugdo de extragao
(Acido trifluoracético 0,5%, Acetonitrila 40%, metanol 10%) durante 15 minutos.
Em seguida o extrato foi transferido para novos tubos. A segunda extragao foi
realizada com 15uL de acetonitrila durante 15 minutos. O extrato foi entédo
transferido e unido ao primeiro extrato, ficando com um unico produto de
digestéao triptica no volume total de 30uL. Em seguida, o extrato foi seco em

Speed Vac a temperatura ambiente.

3.13. Purificagao das Proteinas

3.13.1. Purificagao utilizando ZipTip

Apos a digestdo, os peptideos secos em Speed Vac, devem ser

resuspendidos em solu¢ao de TFA 0,1%, sendo o volume final de 15uL. Apds
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as amostras foram purificadas utilizando kit ZipTip conforme indicacdo do
fabricante.

3.13.2. Purificagao utilizando método de degradacao de sal por

evaporagao

Apos a digestdo, os peptideos devem ser secos em Speed Vac e
ressuspensos em 30uL H20 miliq. Em seguida, as amostras foram novamente
colocadas em Speed Vac com temperatura de 40°C em um tempo de 30
minutos, sendo que estes processos foram repetidos mais uma vez. Apds as
amostras foram ressuspensas em 30uL de 0,1% TFA/ 50% ACN, e

armazenadas sob temperatura de -80°C até o momento da injecéo.

3.14. Espectrometria de massas

Apods hidrélise as amostras foram misturadas com uma matriz de acido
a-cyano 4-hydroxicinamico em solugdo 50 % de acetonitrila e 1 % de acido
trifluoroacético, para entdo serem analisadas no MALDI-TOF ou MALDI-
TOFTOF.

Os espectros foram adquiridos no modo refletido com o dispositivo
‘extracdo atrasada”, na faixa massa/carga de 800 a 4000 daltons. As misturas
foram aplicadas na placa (1 pl) e secas a temperatura ambiente. No MALDI-
TOF-TOF, além do espectro de MS, foi gerado espectros MS/MS a partir da

fragmentacao dos dez ions madis abundantes.

37



4. Resultados e Discussoes

4.1. Anadlises Fisico-Quimicas

Pode-se verificar na Tabela 1 que os frutos colhidos apresentavam-se
dentro do ideal para uma armazenamento prolongado estabelecido para a
cultivar Gala (Girardi et al., 2001). Obteve-se um valor médio de 12,68 °brix e
8,29 Cmol/L para acidez titulavel. Na tabela também podemos observar uma
diminuicdo na acidez titulavel nos frutos tratados quando comparados as
amostras da colheita, sendo um valor de 4, 36 + 0,32 Cmol/L para as amostras
8 meses AR sem 1-MCP e 4,29 + 0,43 Cmol/L para as amostras armazenadas
8 meses em atmosfera refrigerada e tratadas com 1-MCP. Em geral
tratamentos com 1-MCP atrasa a perda de acidez titulavel, porém ha relatos de
auséncia de efeitos ou respostas incoerentes durante os tratamentos
(WATKINS, 2006).

Tabela 1: Qualidade de frutos de macéa cv. Gala — clone Baigent colhidas em

maturacao fisiologica.

Colheita 8 meses AR sem 1- 8 mese AR com 1-MCP
MCP
AT 8,29 £ 0,61 4,358+0,32 4,292+0,43
(Cmol/L)
SS 12,68 + 0,90 13,78+1.03 13,7+0,43
(°Brix)

Os resultados para firmeza e farinosidade de polpa das frutas
analisadas podem ser visualizados nas Figuras 3 E 4 abaixo. Observa-se que
as amostra tratadas com 1-MCP apresentaram firmeza de polpa superior a 60N
(68,86 + 5,3892), que é considerado o valor minimo de firmeza para consumo e
comercializagdo de magas da variedade ‘Gala’ (MIR et al., 2001). Ja as
amostras armazenadas 8 meses em atmosfera refrigerada sem o 1MCP
apresentaram valores de firmeza abaixo do minimo indicado (55,575 + 8,3811).
Portanto o uso do 1-MCP na pdés-colheita de frutos reduziu a perda de firmeza
durante o armazenamento. Este resultado condiz com Brackmann et al. (2008)
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onde o uso do AVG (aminoetoxivinilglicina) na pré-colheita em conjunto com o
uso do 1-MCP no poés-colheita manteve os frutos mais firmes apos 8 meses de
armazenamento refrigerado. Sendo tanto o AVG quanto o 1-MCP agentes
inibidores da biossintese e da acdo do etileno, respectivamente, pode-se
afirmar que a reducao da firmeza de polpa € um processo etileno dependente
(SISLER & SEREK, 1997).

Analisando a figura 4 podemos notar que a farinosidade de polpa é
reduzida nas amostras tratadas com 1-MCP quando comparadas com as
amostras ndo tratadas. Nesta analise fica evidente que o tratamento com 1-
MCP auxilia na manutencéo da qualidade dos frutos durante armazenamentos
prolongados. Pre-Arymard et. al. (2002) observam que a aplicagdo de 1-MCP
previniu o desenvolvimento de polpa farinhenta em macgas ‘Anna’, que é uma
cultivar precoce e perde rapidamente a firmeza e a suculéncia. Hallett e Harker
(1992) concluiram que a farinosidade em magca foi associado com baixa ades&o

entre células vizinhas, e uma resisténcia relativamente alta a ruptura celular.
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Figura 3: Firmeza de polpa das amostras na colheita, 8 meses AR sem 1-MCP
e das amostras armazenadas 8 meses em atmosfera refrigerada e tratadas
com 1-MCP
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Figura 4: Farinosidade de polpa no tratamento 8 meses AR sem 1-MCP e 8
meses AR com 1-MCP.

Os resultados para producéao de etileno das amostras sdo mostrados na
Figura 5 abaixo. Como esperado, as amostras que apresentaram maior
producao de etileno foram as amostras armazenadas 8 meses em atmosfera
refrigerada sem 1-MCP (404,71 + 2,68 ), porém podemos verificar também que
aos 8 meses de armazenamento o 1-MCP nao inibiu totalmente a biossintese
do etileno, apresentando um valor de 338,82 + 5,47 . O 1-MCP interage com os
receptores do etileno, inibindo assim as agdes etileno dependente em frutos,
porém quando os frutos tratados sao armazenados por longos periodos, o 1-
MCP diminui sua acdo e o fruto passa novamente a produzir etileno. Isto
ocorre, devido ao fato de que com o tempo o fruto passa a produzir novos
receptores de etileno (BLANKENSHIP & DOLE, 2003), sendo que estes ficam

livres para agir e atuar novamente no fruto.
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Figura 5: Producéo de etileno das amostras armazenadas 8 meses em
atmosfera refrigerada com e sem 1-MCP retiradas da camara e deixadas 7 dias

em temperatura ambiente.

4.2. Extracao das proteinas de maga

O método utilizado permitiu a extracdo de uma grande quantidade de
proteinas da polpa de maca, pois foi observada nos géis tanto
monodimensionais quanto bidimensionais a presenga de proteinas acidas,
basicas de altas e baixas massas moleculares. Na Figura 6 podemos observar
a pureza das proteinas extraidas, visto a boa separagao das bandas € possivel
verificar uma maior concentragdo de proteinas entre os pesos de 100KDa e
50KDa. Mesmo sendo um gel monodimensional, ja é possivel observar
algumas proteinas que estao sendo diferencialmente expressas.

Muitos métodos utilizados na extragdo de proteinas de diferentes
tecidos, incluindo de vegetais, animais e/ou microrganismos, tem sido testados
(PECK et al., 2001; ABDI et al., 2002, SANTONI et al., 1998, AL DAMERVAL et
al., 1986). Esses protocolos serviram como base para o estabelecimento da
metodologia utilizada nesse trabalho utilizando polpa de frutos, sendo a
extracdo com fenos a que melhor apresentou rendimento e concentracdo dos
extratos.

Barraclough et. al. (2004) testou trés protocolos de extracdo de

proteinas, TCA-Acetona, SDS e Fenol, em tecidos de macga e abacate sendo
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todas elas reprodutiveis em laboratério. Zheng et al. (2007) testou os mesmos
trés protocolos para extragdo de proteinas de casca de magé e morango sendo
que o protocolo Fenol apresentou maior rendimento, assim como melhor
separagao por SDS-PAGE.

A literatura relata que a extracao fendlica produz uma amostra mais pura
(HURKMAN & TANAKA, 1986). Componentes nao protéicos como acidos
nucléicos, fendis, lipidios e carboidratos normalmente sdo responsaveis por
provocar manchas em géis bidimensionais (SARAVANAN & ROSE, 2004).
Estes elementos sdo mais facilmente removidos da amostra uma vez que
permanecem junto a fase soluvel do tampédo, enquanto as proteinas ficam

soluveis na fase fendlica.

250 KDa
150 KDa
100KDa

75KDa

50 KDa

37KDa

25KDa |

20KDa

Figura 6: Gel monodimensional dos extratos protéicos de maca (1-4) amostra 8
meses AR sem 1-MCP, (5-8) amostra 8 meses com 1-MCP, (9-12) amostra

colheita e M marcador de peso molecular coradas com Comassie Blue G250.

4.3. Quantificacdao do extrato protéico de maga

Para a quantificagédo foi preparada uma curva padréo (Fig. 7) utilizando-
se como referéncia concentragbes conhecidas de BGG (Bovine Gamma
Globulin). A partir desta curva e da equagao da reta com ela obtida, executo-se
a quantificacao das proteinas extraidas da polpa de maca, os quais podem ser
visualizados na Tabela 2.
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Figura 7: Curva padrao da absorbancia da Bovine Gamma Globulin (BGG) em
sete concentragdes(0,125mg/mL, 0,250mg/mL, 0,500mg/mL, 0,750mg/mL,
1mg/mL, 1,5mg/mL e 2mg/mL).

As quantidades totais de proteinas extraidas foram em torno de
3200pg/grama de tecido vegetal (0,32% de proteina em polpa de maca fresca).
Esses dados estdo de acordo com a literatura que relata valores de proteina
em polpa de macga entre 0,2 a 0,4%, sendo que estes valores sdo variaveis
entre as diferentes cultivares (BEVERIDGE & WEINTRAUB, 1997).

Sendo assim, torna-se claro que o método utilizado neste trabalho para
a extracdo de proteinas de maca, € de carater pratico reprodutivel tanto
quantitativamente, evidenciado pelo elevado teor de proteina extraida, quanto
qualitativamente comprovado anteriormente pela qualidade do gel

monodimensional (Fig. 6).
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Tabela 2: Quantidade de proteina encontrada pelo método de Bradford nos

extratos de macga

Amostra Descrigdo Proteina (mg/mL)
1 8 meses sem 1-MCP 8,478 £ 0,01136
2 8 meses sem 1-MCP 7,905 £ 0,05746
3 8 meses sem 1-MCP 7,709 £ 0,04004
4 8 meses sem 1-MCP 7,799 + 0,0200
5 8 meses com 1-MCP 7,539 + 0,0028
6 8 meses com 1-MCP 7,679+ 0,07171
7 8 meses com 1-MCP 8,305 + 0,02641
8 8 meses com 1-MCP 7,382 £ 0,03677
9 Colheita 8,288 + 0,01652
10 Colheita 7,855 + 0,04392
11 Colheita 7,772 £ 0,02259
12 Colheita 8,348 + 0,02351

4.4. Teste da sensibilidade de coloragao

A coloragdo com nitrato de prata, sem duvida, continua a ser o
método mais sensivel para a coloragcdo permanente de proteinas em
geéis de poliacrilamida (PINK et. al., 2010). O limite de detecgao para este tipo
de coloragéo é segundo Merril et .al. (1980) de 0,01ng por banda, porém a
coloracdo de géis em prata reduz a eficiencia da digestdo e portanto a
identificacdo das proteinas por espectrometria de massas. Na Figura 8 pode-se
visualizar o gel 1-D preparado de BSA (Bovine serum albumin) nas
concentragdes de 0,6ng a 400ng por banda. Podemos perceber que o método
de coloracdo utilizando Comassie Blue G250 apresentou alta sensibilidade,
visto que, foi possivel visualizar bandas com baixas concentragdes de
proteinas como a de 0,6 e 0,8ng. Este resultado esta de acordo com os
estudos de Pink et.al. (2010) nos quais relataram um limite de deteccdo de
0,075ng por banda de BSA.
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Figura 8: Géis monodimensionais de Bovine Serum Albumin (BSA) na

quantidades de 0,6ng a 400ng coradas com Comassie Blue G 250.
4.5. Eletroforese Bidimensional

Apos a digitalizacdo dos géis bidimensionais, cada gel foi analisado
individualmente. A deteccdo automatica dos spots, realizada através do
programa de andlises de imagens, € muito sensivel. Dependendo dos
parametros utilizados na analise, ela considera toda e qualquer alteragcéo de
intensidade do gel como spot, mascarando resultados. Por este motivo, s&o
necessarias corregdes manuais para garantir que os spots marcados
representem somente pontos protéicos.

Para cada tratamento foram feitos quatro géis bidimensionais utilizando
a amostras de quatro extracdes diferentes (Figs. 9, 10 e 11). Para a analise
quantitativa dos spots dos géis, foram utilizados os quatro géis nas amostras 8
meses AR com e sem MCP, ja para amostra que corresponde a colheita foram
utilizados apenas dois dos géis produzidos, visto que, os outros dois nao se
obteve a qualidade requeridade para este tipo de analise. O gel que
apresentou maior numero de spots foi escolhido como gel de referéncia para
comparagao entre as diferentes condi¢gdes. Foi realizado um calculo do
coeficiente de correlagdo entre os spots do gel de referéncia e os spots dos
géis das amostras estudadas, sendo encontrada uma alta correlagdo com os
géis das amostras 8 meses AR sem 1-MCP e 8 meses AR com 1-MCP, 0,7535
e 0,8972 respectivamente, e uma correlagdo moderada com a amostra colheita
que apresentou valor de 0,6678.

A reprodutibilidade entre as repeticbes da mesma amostra e
principalmente entre amostras de tratamentos diferentes possibilita a
visualizagcao de perfis protéicos diferentes e facilita a deteccdo dos spots. Pelo
programa PDQuest foram detectados 565 spots na amostra tratada com 1-

MCP, 452 spots para amostra ndo tratada, e 348 spots para amostra colheita
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(Fig. 12). Numeros semelhantes foram constatados por Song et al. (2006) que
detectou 500 spots em géis dois 2D de amostras de casca de macgas

armazenadas 8 dias sob temperatura de 20°C.

Figura 9: Géis 2D (pH 4-7) das amostras de polpa de maca na hora da colheita

corados com Nitrato de Prata.
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Figura 10: Géis 2D (pH 4-7) das amostras de polpa de magas armazenadas 8

meses em atmosfera refrigerada sem 1-MCP e corados com Nitrato de Prata.
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Figura 11: Géis 2D (pH 4-7) das amostras de polpa de magas tratadas com 1-
MCP e armazenadas 8 meses em atmosfera refrigerada coradas com Nitrato

de Prata.
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Figura 12: Numero de spots detectados nos géis bidimensionais das
amostras 8 meses AR sem 1-MCP, 8 meses AR com 1-MCP e Colheita.

A analise quantitativa diferencial, verificou que, ao se compararem os
tratamentos com e sem 1-MCP, e se considerando apenas as proteinas
presentes em ambos os tratamentos, 120 delas aumentaram ou diminuiram de
intensidade (Figura 13) ou seja, houve um aumento ou uma diminugdo na
quantidade de proteina expressa de acordo com o tratamento. Destre estes,
estdo os spots da amostra 8 meses AR sem 1-MCP que demostraram um valor
superior a 2 vezes o0 volume dos mesmos spots da amostra tratada com 1-
MCP, e os spots da amostra 8 meses AR sem 1-MCP que demostraram ter
volume correspondente a 50% ao volume dos spots da amostra tratada. Isto
demonstra, que mesmo com o tratamento com 1-MCP estas proteinas
continuaram a ser expressas, mas ndo com a mesma intensidade. Portanto,
estes fatos sugerem que o tratamento com 1-MCP influenciou o sistema
producao destas proteinas, sendo esta aumentada ou diminuida de acordo
com as fungdes das proteinas envolvidas em possiveis rotas metabdlicas que
tenham relagao ou que sao influéncias pelo etileno, como por exemplo rotas de
respiragcdo e degradacdo de compostos organicos (parede celular, acidos
organcios, amido).

Pelo mesmo programa, a um nivel de significancia de P < 0.05%, se

verificou-se que 62 spots foram detectados apenas nas amostras tratadas ou
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nas né&o tratadas com 1-MCP (Figura 14), ou seja, spots que foram expressos
somente nas amostras armazenadas 8 meses em AR que foram tratadas com
1-MCP, e spots expressos somente nas amostras armazenadas 8 meses em
AR e néao tratadas com 1-MCP ; 160 spots foram somente detectados nas
amostras correspondentes a colheita ou as amostras tratadas com 1-MCP; e,
80 spots foram somente detectados nas amostras correspondentes a colheita
ou as amostras ndo tratadas com 1-MCP. Estes resultados evidenciam que o
tratamento com 1-MCP afeta fortemente a via de transducao de sinal do etileno
(DAL CIN et. al. 2006). Sendo assim, estas proteinas diferencialmente
expressas podem ser reguladas pelo etileno e estar diretamente envolvidas em
diversas mudancas ocorridas na maturacdo e no armazenamento dos frutos
(AISIF et. al., 2009). Estas proteinas podem ser ou ter diferentes fungdes,
sendo responsaveis pelas principais mudangas nas caracteristicas do fruto,
principalmente a firmeza e a ocorréncia de farinosidade. Existem numerosos
estudos que mostram a diferenciacdo na expressao de genes que codificam
por proteinas que tem fun¢des no metabolismo de parede celular ou que estao
envolvidas no sistema de transporte destas proteinas, sendo suas expressdes
reguladas etileno dependentes (GONZALEZ-AGUERO et al., 2008; LU et al.,
2001; WILKISON et al., 1995; WANG et al., 2009; WEI et AL., 2010; SANTO et.
al.,, 2009). No entanto, sdo necessarias mais pesquisas que envolvam a
identificacdo e caracterizagdo destas proteinas e das mudancas pos-
traducionais ocorridas, e ainda um estudo que confirme o acumulo ou
repressao de seus transcritos.

Obenland et al. (2002) identificaram diversar proteinas diferencialmente
expressas entre péssegos que sofreram tratamento com 1-MCP e péssegos
nao tratados, sendo essas relacionadas com a regulagéo pelo etileno e com a
lanosidade. Nilo et al. (2010) verificou um total de 560 spots detectados em
geis 2D de proteinas extraidas de péssegos armazenados sob temperaturas e
periodos diferentes, sendo que destas, foi possivel verificar uma diferenga na

expressédo em 43 spots.
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Figura 13: Em (a) (") spots da amostra 8 meses AR sem 1-MCP (gel da
direita) demostraram ter valor superior a 2 vezes o volume dos mesmos spots
da amostra tratada com 1-MCP (gel da esquerda), e os spots da amostra
controle demostraram ter volume correspondente a 50% ao volume dos spots

da amostra tratada. Em (b) Curva demostrando limiar superior (—) e limiar

inferior ( ) , sendo o intervalo entre eles os spots que ndo demontraram

diferencas na quantidade entre os tratamentos
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Figura 14: (@) Spots diferencialmente expressos entre as amostras tratadas
com 1-MCP e armazenadas 8 meses em atmosfera refrigerada (gel da direita)
e as amostras armazenadas 8 meses sem atmosfera refrigerada sem 1-MCP

(gel da esquerda).

Figura 15: Géis
bidimensionais (Strip pH
4-7) de (a) 8 meses AR +
1-MCP, (b) 8 meses AR
sem 1-MCP e (c) colheita
coloridos com Comassie
Blue G250
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Na figura 15 sdo mostrados os geéis bidimensionais coloridos com
Comassie Blue G250, podendo-se observar que apesar da baixa resolucao dos
géis a quantificagdo do numero de spots nao foi prejudicada. A coloragédo com
Comassie Blue G250 tem a vantagem de ser compativel com a analise de
Espectrometria de Massas, visto que essa coloragado nao prejudica a eficiéncia
do processo de digestao triptica das amostras (PINK et al., 2010).

4.6. Espectrometria de massas

A partir dos resultados da analise das imagens dos géis, selecionou-se
42 spots diferencialmente expressos para identificacdo por espectrometria de
massas, sendo que dez destes spots sdo mostrados na Figura 16.

Na analise de espectrometria de massas nao foi possivel a identificacéo
de nenhum dos spots selecionados, visto que os espectros ndo apresentavam
picos tipicos de peptideos tripticos. Estes resultados devem-se provavelmente
a ineficiéncia da enzima (tripsina) utilizada no processo de digestdo. Portanto
sdo necessarios estudos na padronizagdo de um protocolo de digestdo que
seja ideal para a agao da enzima, visto que esta corresponde a uma das
etapas mais importantes dentro da fase de identificagdo dos peptideos tripticos.

Fazem-se necessarios também, juntamente com a busca de um
protocolo de digestdo, a busca de um protocolo de purificagdo dos peptideos

tripticos para analise de espectrometria de massas.
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Figura 16: Spots diferencialmente expressos a um nivel de significancia de P
< 0,05% entre as amostras de polpa de macads no momento de colheita
(Colheita), magas armazenadas 8 meses sob atmosfera refrigerada sem MCP
(8 meses AR) e magas armazenadas 8 meses sob atmosfera refrigerada com
MCP (8 meses AR +MCP).
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* Continuagéao da Figura 16.
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5. Conclusoes

Existem poucos estudos que utilizam a 2D na obtencéo de perspectiva
geral das mudangas que ocorrem na expressdao de proteinas durante o
armazenamento poés-colheita em magas. Podemos concluir que a protedmica
constitui em uma excelente ferramenta para estudo do metabolismo de frutos
durante a pos-colheita, visto que com ele detectamos um total 520 spots
diferencialmente expressos entre todas as amostras testadas. Destes, 62 spots
diferencialmente expressos entre a amostra tratada e a nao tratada com 1-
MCP. Foi possivel detectar ainda em torno de 120 spots que apresentaram
diferengas quantitativas, podendo estar diretamente associadas aos
tratamentos das amostras com o 1-MCP. Esse bloqueador do etileno é
sabidamente responsavel pelo retardamento de algumas rotas metabdlicas
relacionadas a caracteristicas sensoriais do fruto, principalmente firmeza de
polpa. Isso pode ser comprovado nos resultados apresentados e discutidos.

A identificacdo destas proteinas diferencialmente expressas é de
extrema importancia, assim como a identificacdo das possiveis mudangas pds-
traducionais ocorridas. Com estas informacdes, sera possivel fazer um estudo
completo sobre muitas das modificagdes ocorridas na pos-colheita de frutos,
sobre tudo as mudancas de firmeza e a ocorréncia de farinosidade.

E necessario um estudo complementar na identificagdo das proteinas
diferencialmente expressas para compreender quais vias estdo sendo
utilizadas nos frutos durante seu armazenamento pds-colheita. Estas analises
podem contribuir com o entendimento dos fatores que afetam o
desenvolvimento de frutos permitindo novas praticas para melhorar tanto os

processos pré quanto pos-colheita.
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