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INTRODUCAO

Alteracdes na textura de frutos, tais como a farinosidade de polpa em macés da variedade
‘Gala’ t8m sido relacionadas & aco de enzimas que modificam a parede celular (GOULAO et al.,
2007; NOBILE et al., 2011) sendo que algumas destas tém sua transcri¢éo e atividade influenciadas
pelo etileno (BENNETT; LABAVITCH, 2008).

Entre as enzimas que modificam a parede celular, destaca-se a a-L-arabinofuranosidase
por apresentar atividade ressaltada em estadios avancados de amadurecimento (GOULAO et al.,
2007). Em macd, andlises filogenéticas da sequéncia codificadora dos genes de a-L-
arabinofuranosidases tém demonstrado que estes sdo agrupados em duas familias: a familia das
Glicosil Hidrolases 51 (GH51), onde estd incluido o gene MdAF1 (GOULAO et al., 2008), e
Glicosil Hidrolases 3 (GH3), onde esta agrupado o gene MdAF3, cuja transcricdo foi demonstrada
em associacdo ao aparecimento da farinosidade de polpa em gendtipos de macad suscetiveis ao
distarbio (NOBILE et al., 2011). Entretanto, estudos adicionais sdo necessarios a fim de avaliar a
dependéncia de MdAF3 ao etileno.

Assim, o presente trabalho apresenta resultados preliminares que sugerem a influéncia do
etileno sobre a regulagdo transcricional dos genes MdAFl e MdAF3 que codificam o-L-
arabinofuranosidases das familias GH51 e GH3, respectivamente. Para tal, foi avaliada a transcrigdo
dos dois genes em frutos tratados com etileno exdgeno e com o inibidor 1-MCP (1-
metilciclopropeno), em comparacdo ao nivel transcricional dos genes MdACO, que codifica a
enzima ACC oxidase - &cido aminociclopropano carboxilico oxidase, envolvida na biossintese de
etileno - e MAERF1, que codifica um fator de transcrigdo da superfamilia APETALA2/ETHYLENE
RESPONSE FACTOR, e € relacionado a sinalizacdo mediada pelo etileno.
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MATERIAL E METODOS

A analise transcricional foi realizada empregando macés (Malus domestica Borkh) do
clone Baigent (cv. Gala), colhidas em pomares comerciais do municipio de Caxias do Sul, na safra
2009. Os frutos foram transportados até a sede da Embrapa Uva e Vinho, onde receberam
tratamentos com 10 ppm de etileno ou 625 ppb de 1-MCP (Agro Fresh - 0,14%). Frutos da
condicdo controle ndo foram tratados. Uma parcela dos frutos tratados e ndo tratados foi mantida
em temperatura ambiente (x 25°C) durante 12 dias, enquanto a outra parcela foi armazenada sob
refrigeracdo (AR) por 6 meses a 0°C e +95% de umidade relativa.

Neste trabalho, sdo relatados resultados preliminares, obtidos por RT-gPCR (transcricéo
reversa — reacdo em cadeia da polimerase em tempo real), referentes a transcricdo dos genes
MdAF3, MdAF1, MdACO e MdERF1 em frutos mantidos por 9 dias a temperatura ambiente e por
2, 4 e 6 meses sob AR. Para a avaliacdo do acumulo de transcritos, extraiu-se 0 RNA da polpa dos
frutos segundo o método modificado de Zeng e Yang, 2002. Em seguida, o DNA genbémico foi
eliminado por tratamento com DNAse | (BioLabs) e a primeira fita de cDNA foi sintetizada
utilizando a enzima M-MLV-Reverse Transcriptase (Promega). Finalmente, a analise do acimulo
de transcritos foi feita por PCR em Tempo Real (QPCR) em equipamento StepOne (Applied
Biosystems) utilizando-se do kit SYBR® Green PCR Master Mix (Life Technologies). A

quantificacdo relativa dos transcritos foi efetuada pelo método 274¢T

, sendo o gene MdACT, que
codifica uma B-actina, utilizado como controle enddgeno e o cDNA referente a colheita utilizado

como amostra referéncia. As analises foram conduzidas fazendo-se uso de replicatas técnicas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da analise transcricional estdo exibidos na Figura 1, onde o baixo nivel de
transcricdo do gene MdACO demonstra que o tratamento com 1-MCP foi eficiente em reduzir a
sintese autocatalitica de etileno, pois os niveis de transcricdo desse gene foram menores nos frutos
tratados com o inibidor em todos os periodos avaliados. Esse resultado comprova a inibi¢do da agédo
do etileno pelo 1-MCP na situacdo experimental utilizada. O composto 1-MCP é um inibidor
competitivo do etileno, ocupando seus sitios receptores e impedindo sua acdo (BLANKENSHIP;
DOLE, 2003).

A transcricdo do gene MdAF3 foi fortemente induzida pelo tratamento com etileno, e
reduzida com o uso do 1-MCP. Exceto em 6 meses sob AR, MdAF3 apresentou um comportamento
transcricional bastante semelhante a MdACO, como pode ser visualizado na Figura 1. Esses
resultados demonstram que o gene € positivamente regulado pelo etileno. Essa regulacdo positiva
pelo etileno e a presenca de transcritos até 6 meses de armazenamento, com pico de transcri¢cdo aos
2 meses, sugerem o envolvimento da atividade transcricional de MdAF3 com a farinosidade de
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polpa em maca ‘Gala’, que é observada em frutos desta variedade apds o terceiro més de AR
(BRACKMANN, 1992). De forma complementar, esta sendo conduzido um trabalho adicional
incluindo a andlise do comportamento transcricional de MdAF3 e a atividade enziméatica -L-

arabinofuranosidase, a fim de avaliar uma possivel resposta bioquimica a transcrigdo do gene.
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Figura 1 - Agrupamento hierarquico baseado no perfil transcricional de MdACO, MdERF1, MdAF3
e MdAF1 em resposta ao etileno e 1-MCP, em diferentes tempos de armazenamento (9 dias, 2,4 e 6
meses). O perfil transcricional esta representado por escala de cores (heatmap), conforme a legenda,
onde a cor verde representa 0s mais baixos acimulos de transcritos e a cor vermelha os mais altos.

Os valores de acumulo de transcritos estdo expressos em logs.

A transcricdo do gene MdAFL1 foi extremamente baixa em frutos controle, o que indica que
sua transcricdo ndo tem influéncia sobre as mudangas na textura de frutos durante o
amadurecimento e senescéncia em macas armazenadas sob AR. No presente trabalho, também foi
observado que o tratamento com etileno propiciou um aumento consideravel nos transcritos MdAF1
demonstrando que a expressdo deste gene é regulada positivamente por etileno. Em relagdo aos
demais genes avaliados, MdAF1 apresentou um comportamento transcricional Unico em todos 0s
periodos, apresentando maior similaridade apenas com MdAF3 em 6 meses sob AR.

O gene MdERF1, que codifica uma proteina com um dominio de ligacdo ao DNA,
funcionando como fator de transcri¢do envolvido em respostas ao etileno (WANG et al 2007), néo
se mostrou exclusivamente dependente do etileno, ja que apresentou alta transcricdo nos frutos
tratados com 1-MCP, principalmente aos 9 dias em temperatura ambiente e 2 meses sob AR. Esses

resultados reforcam a hipotese de que o etileno ndo € o unico regulador transcricional de MAERF1.
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Porém, aos 4 meses sob AR, o perfil transcricional de MdERF1 foi semelhante ao de MdACO,
indicando maior influéncia do etileno sobre a transcricdo deste gene neste periodo quando 0 mesmo
comportamento foi também observado em MdAF3. Ainda assim, ndo é possivel afirmar que a
transcricdo de MdERF1 tem relagdo com o perfil transcricional dos genes codificadores de enzimas

de parede celular estudados neste trabalho.

CONCLUSAO
A transcri¢do dos genes MdAF3 e MdAF1 mostra-se dependente da presenca de etileno em
todos os periodos avaliados, diferentemente de MAERF1 que apresenta alto acimulo de transcritos
em frutos tratados com 1-MCP. Houve alta similaridade entre 0 comportamento transcricional de
MdAF3 e MdACO, o que ressalta a influéncia do etileno sobre o primeiro gene. Com base nestes
resultados, pesquisas mais aprofundadas visando esclarecer a fungdo de MdAF3 na farinosidade de
polpa da cultivar “Gala” estdo em andamento.
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