Universidade Federal do Ceara
Centro de Ciéncias
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular

Programa de Pds-Graduacdo em Bioquimica

Georgia Mesquita de Oliveira

Prospeccao de proteinas envolvidas no amadurecimenés-colheita

da graviola (Annona muricata L).

Fortaleza — CE

2011



Georgia Mesquita de Oliveira

Prospeccao de proteinas envolvidas no amadurecimeniés-colheita

da graviola (Annona muricata L).

Dissertagdo submetida ao Programa de PoOs-
Graduacédo em Bioquimica e Biologia Molecular
do Centro de Ciéncias da Universidade Federal
do Ceara como requisito parcial a obtencédo do
titulo de Mestre em Bioquimica.

Orientador: Prof. Dr. José Hélio Costa



Georgia Mesquita de Oliveira

Prospeccao de proteinas envolvidas no amadurecimends-colheita

da graviola (Annona muricata L).

Aprovada em: 30/08/211

BANCA EXAMINADORA

Prof. José Hélio Costa
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular
Universidade Federal do Cearéa

Profa. Dirce Fernandes de Melo
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular
Universidade Federal do Ceara

Dra. Maria Lucia Torres Franklin
Bolsista de Desenvolvimento Cientifico RegionalGiéPq
Universidade Estadual do Ceara



Aos meus amados pais Maria Irlanda e
Alisio, e a0 meu namorado Simao

Dedico.



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. José Hélio Costa agradeco a confiancanaentivos e a orientacdo na realizagdo

deste trabalho.

A Profa. Dirce Fernandes de Melo agradeco aos mimsee estimulo nas reunides de
segunda-feira e pela disponibilidade em particigarbanca examinadora do trabalho de

Dissertacao.

A Dra. Maria Lucia Torres Franklin pela disponibdde em participar da banca examinadora

do trabalho de dissertacao.

Ao Prof. Dr. José Tadeu Abreu de Oliveira do Degadnto de Bioquimica e Biologia
Molecular por disponibilizar o seu laboratorio @lpamentos para a realizacao de parte deste

trabalho.

Ao Prof. Dr. Francisco de Assis Paiva Campos doaflamento de Bioquimica e Biologia
Molecular por disponibilizar o seu laboratério elamentos para a realizacdo de parte deste

trabalho.
Ao Sr. Ivanildo pela gentileza por ceder as gragaltilizadas neste trabalho.

Ao Departamento de Bioquimica e Biologia Molecudar Universidade Federal do Ceara e

aos professores do Departamento.

Ao amigo Welves pela amizade incondicional e difpbdade para responder as inimeras

davidas durante o periodo do Mestrado.

Ao Joao Henrique por ter escrito o projeto sobrmtgimica da graviola no periodo do
Mestrado.

A bolsista de Iniciagdo Cientifica Khaterine Beapela ajuda no preparo do material durante
o trabalho e pela sua amizadenselho e companheirismo.

Ao amigo Vladimir por toda ajuda incondicional, f@acia e ensinamento, sempre se

mostrando acessivel e disposto na producao dossrbapmensionais.

Ao colega Thiago pelas contribui¢cdes valiosas natisses dos mapas bidimensionais.



As técnicas Natélia e Francisca pela disposicameree ajuda durante todo o trabalho.
A Deborah e Nayara por todo momento de descontrag@ioho e estimulo.

Aos todos do laboratorio de Bioenergética: Neuzajrt€, Pedro, Camila, Barbara, Karine,
Carol, Carine, Beatriz, Andresiane, Livia, Alanasén, Rafael, Dalton, Nila e Flavio pelo

agradavel convivio.

A todos os amigos da Faculdade: Juliana Monteziasla Patoilo e Suelen Carneiro que

de longe torceram pela finalizacao deste trabalho.

Aos meus pais, Maria Irlanda Mesquita de Oliveirdrancisco Alisio de Oliveira (em
memaoria) que me propiciaram a vida e a minha fodmapmo pessoa. A minha mae por me
propiciar a continuidade nos estudos até a posiggdm, pela compreensao, incentivo e amor

incondicional em todos os momentos da minha vida.

A meu irmé&o Ciro por dividir os melhores momenteswinha vida e estar presente em todos

0s piores. Aos meus sobrinhos Matheus e Mariap€ls alegria que traz para nossa familia.

Ao meu namorado Simao Melo Gurgel por todo amacigmcia, estimulo e dedicagdo na

minha vida.

Principalmente a Deus, por me confortar nas hofiast@io boas e me dar forcas para seguir

sempre em frente.

A todos que, de alguma forma, contribuiram paeafzacao deste trabalho.

vi



FONTES FINANCIADORAS

Este trabalho foi realizado gracas ao auxilio égsisites instituicdes:

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa no Estado do @etaaconcessdo da bolsa de Pos-

Graduacao a autora deste trabalho.

Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico exribldgico pelo financiamento do

projeto.

Departamento de Bioquimica e Biologia Molecularitaversidade Federal do Ceard, cujos

laboratorios esta pesquisa foi realizada.

Vii



A mente que se abre a uma nova idéia jamais voltaoéseu tamanho original.

Albert Einstein

viii



RESUMO

A graviola Annona muricata 1).€ uma fruta bastante utilizada na alimentacais po
fornece vitaminas, carboidratos, proteinas, ligiditoras e outras moléculas para nutricdo
humanaNos ultimos anos a graviola (fruto tropical exd}item apresentado uma posicao de
destaque na economia brasileira, principalmenta ftados do Nordeste como Ceara,
Alagoas, Bahia e Pernambuch. alta producdo do fruto de graviola no Nordestedae
principalmente pela floracdo ocorrer durante o do, contudo estima-se que a perda pos-
colheita chega a 50% da produc&o, como ocorre agnefrutos nativos ou exaoticos. Tal
perda pds-colheita do produto se deve a aceleaxdade desenvolvimento e senescéncia do
fruto. Apesar de haver alguns estudos sobre gegwioéntendimento bioquimico e molecular
do processo de amadurecimento € muito limitadoatawio-se importante avancar nesses
conhecimentos a fim de desenvolver estratégias @aamento da vida de prateleira desse
fruto. No presente trabalho, buscou-se por um medhatocolo de extracdo de proteinas da
polpa de graviola para gerar mapas bidimensionademtificacdo de possiveis proteinas
envolvidas no amadurecimento poés-colheita do frO®.frutos de graviola no estadio pré-
climatérico foram colhidos e deixados amadurecénaperatura de 25° C por até 8 dias.
Amostras da polpa do fruto foram coletadas nos ¢antp 2, 4, 6 e 8 dias pds-colheita e
usadas para a extracdo de proteinas e estabeléxiohergéis bidimensionais (2D). Dois
diferentes métodos de extracdo de proteinas foemtados e o0 que apresentou melhor
rendimento espotscom boa resolucdo em géis bidimensionais foi bgbolpara andlise de
proteinas. Os géis bidimensionais foram analisattesés do programa Image Master para a
identificacdo despotsespecificos e ou diferenciais, bem como deterrdmalp seus pontos
isoelétricos (pls) e de respectivas massas molesu[®M). Os dados de pl e MM foram
usados para rastrear proteinas homologas em aegimsp através de buscas nos bancos de
dadosUniProtKB/Swiss-Prot e UniProtKB/TrEMBL dispondo deais de 16 milhdes de
informacdes depositadas. Géis 2D inicialmente prioihs na faixa de pH de 3 a 10 revelaram
proteinas concentradas na regido de pHs mais adidbfato determinou que a faixa de pH
de 4 a 7 fosse usada para melhor separacaspdtsem analises seguintes. Apos analise dos
géis bidimensionais 2Epots especificos e 6pots diferenciais foram selecionados. As
analises em bancos de dados possibilitaram irdelire 26 proteinas. Entre essas proteinas,
varias estavam relacionadas com o amadurecimentutds em outras espécies tais como:

proteinas com expressao regulada pelo etilenogipeas relacionadas com o estabelecimento



das caracteristicas organolépticas do fruto e imadéedo metabolismo energético. Com
relacdo ao metabolismo enegético proteinas dalialitica, ciclo de Krebs e CTE foram
inferidas. Estudos prévios sobre a participacdo vila alternativa de elétrons no
amadurecimento climatérico da graviola foram redidos. Entretanto, nesse trabalho foi
observado que além da oxidase alternativa (AOXroewcomponentes podem participar da
regulacdo dessa via. Os resultados obtidos reveglassiveis proteinas alvo para o
desenvolvimento de estratégias bioquimicas e oecul@res no controle do amadurecimento
pos-colheita da graviola.



ABSTRACT

The soursop (Annona muricata L.) fruit is widelyedsin food, because it provides
vitamins, carbohydrates, proteins, lipids and otihefecules for human nutrition. In recent
years, soursop (exotic tropical fruit) has had @mpnent position in the Brazilian economy,
especially for northeastern states such as, Catagpas, Bahia and Pernambuco. The high
production of soursop fruit is mainly in the Nordis¢ by flowering occurs throughout the
year, however it is estimated that the post-hariesdes reach 50% of production, as with
other native or exotic fruits. Such post-harvessés of the product are due to the accelerated
rate of development and senescence of the fruithodgh some studies on Graviola,
biochemical and molecular understanding of the masittn process is very limited making it
important to move forward on this knowledge to depestrategies for increasing the shelf
life of fruit. In this study, we sought a betteofwcol for protein extraction from soursop pulp
to generate two-dimensional maps and identificabbmpotential proteins involved in post-
harvest ripening of the fruit. The soursop fruitpre-climacteric stage were collected and
allowed to ripen at 25 ° C for up to 8 days. Samplethe fruit pulp were collected at 0, 2, 4,
6 and 8 days post-harvest and used for proteinagxin and establishment of two-
dimensional gels (2D). Two different protein extrae methods were tested and the best one
concerning performance and spots with good reswlut two-dimensional gel was chosen
for protein analysis. The two-dimensional gels wamalyzed using the Image Master for the
identification of specific or differential spotss avell as determination of their isoelectric
points (IPs) and their molecular masses (MM). Theapd MM data were used to track
homologous proteins in angiosperms through seamhetatabases UniProtKB / Swiss-Prot
and UniProtKB / Tremble featuring more than 16 iwoill deposited information. 2D gels
initially produced in the pH range 3 to 10 revedleel protein concentrated in the more acidic
pHs. This fact determined the pH range 4-7 was udgedbetter separation of spots in the
following analysis. After two-dimensional gel ansily of 21 specific spots and 6 differential
spots wereselected. The analysis in databases allowed infeseabout 26 proteins. Among
these proteins, several were related to fruit fipgnn other species such as proteins with
expression regulated by ethylene, protein relatedhé establishment of the organoleptic
characteristics of the fruit and proteins of enemggtabolism. With respect to the metabolism
of proteins glycolytic pathway, Krebs cycle and EWére inferred. Previous studies on the

participation of the alternative pathway of elensadn the ripening of climacteric graviola

Xi



have been strengthened. However, this study alewest that in addition to the alternative
oxidase (AOX), other components may participatahia regulation of this pathway. The
results reveal possible protein targets for theettggment of strategies and biochemical and

molecular control of postharvest ripening of soprso
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1 INTRODUCAO

A graviola Annona muricata L) apresenta um grande potencial de comercializagao
mercado interno e grande perpectivas para a exgportaBARBOSA; SOARES;
CRISOSTOMO, 2003). A regido semiarida do Nordeststata-se por possui condicdes
Otimas de clima e solo para o desenvolvimento desie (NOBREet al, 2003). A graviola
desempenha um papel vital na nutrichio humana, gpissentam na sua cOmposiGCao
carboidratos, proteinas, lipideos e fibras (TACOQG) além de vitaminas e polifenois
(SPADAet al, 2008).

No entanto, segund{(LIMA; ALVES; FILGUEIRAS, 2010) anualmente ocorrem
inUmeras perdas deste fruto devido a varios fatalestre eles o rdpido amadurecimento e
reduzida vida pos-colheita (AZIZ; YUSOF, 1994). &ssmudancas fisioldgicas levam
progressivamente a um maior desgaste e perda didagieado fruto (SHEWFELTet al,
1999). Assim, o valor econdmico e a aceitabilidddenercado consumidor sao prejudicados

devido a diminui¢do da qualidade do produto.

Na tentativa de diminuir essas perdas, varias pEssjutem sido realizadas,
envolvendo questdes relacionadas as mudancassfis8&ACRAMENTO et al, 2003),
quimicas (LIMA et al, 2003), bioquimicas (LIMA; ALVES; FILGUEIRAS, 26) e no
controle pos- colheita (LIMA; ALVES; FILGUEIRAS, 20). Na literatura, encontram-se
varios estudos com outros frutos, investigandoazgsso de amadurecimento (SEYMOUR,
1993; BONGHI; TRAINOTTI, 2006; PRASANNA; PRABHA; TARANATHAN, 2007;),
amolecimento (VICENTEt al, 2007) e controle pos-colheita (VICENEEal, 2005).

Estes estudos esclarecem processos relacionadasmadurecimento dos frutos e
contribuem para o desenvolvimento de tecnologitcimmadas ao controle ou regulacéo.
Estas tecnologias vém utilizando ferramentas fsicimicas e de biologia molecular
(PAYASI; SANWAL, 2010). Entre os tratamentos fiscpodemos destacar; a atmosfera
modificada (RAGHAVAN et al 2005), tratamento com radiacdo gama
(SURENDRANATHAN, 2005) e revestimento de quitosofWIN et al, 2007). No
tratamento quimico destacamos; a aplicacdo de mnjaetimonato (TZORTZAKIS;
ECONOMAKIS, 2007) e 1-MCP (BRON; JACOMINO; PINHEIRQO006). A biologia

molecular utiliza plantas transgénicas com supeesgdo (GLICK, 2004) ou RNA antisenso
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(NUNEZ-PALENIUS et al, 2007) e manipulacao de fatores de transcribBord et al,
2007). No entanto, alguns métodos sao tecnologiadanigamente disponiveis ou necessitam
de grande investimento financeiro (PAYASI; SANWAIQ10).

Apesar de nos ultimos anos muitas questdes terdm eucidadas, o completo
entendimento dos processos fisioldgicos e bioquisninerentes ao amadurecimento ainda
nao foi alcangado. Novas tecnologias, como a anplisted6mica estdo permitindo identificar
e entender o padrao de expressao de proteinasfamntbs estagios do amadurecimento do
fruto. Alguns métodos de identificacdo de proteitéas sido utilizados neste sentido e
trabalhos com uma abordagem protedmica foram eswl& para diferentes fruto¥fitis
vinifera (GIRIBALDI et al, 2007; GIRIBALDI; GIUFFRIDA, 2010; ZHANGet al, 2008),
Solanum lycopersicufFAUROBERTet al, 2007; KOKet al, 2008; MOOREet al, 2002;
PIRRELLO et al, 2009; ROCCCet al, 2006),Fragaria vesca(BIANCO et al, 2009) e
Citrus sinensisMUCCILLI et al, 2009). No entanto, a utilizacdo de umas dasidgsn
principais da protedmica, a eletroforese bidimamaiguntamente com a busca em banco de
dados especificos, também podem fornecer respadéas proteinas envolvidas no

amadurecimento.

Neste trabalho, apresentamos dados que podem éorae@ maior compreensao do
papel que as proteinas exercem em vias metab@gsxiadas ao amadurecimento. Este
conhecimento possibilitara futuramente propor &sjfas que reduzam a velocidade dos

processos fisioldgicos e bioquimicos durante o ameaimento.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A Graviola

A gravioleira é classificada botanicamente segui@tY (2002) no reino Plantae,
divisdo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, orddfagnoliales, familia Annonaceae,
subfamilia Annonideae, génefmnonae espéciednnona muricata LO génercAnnonaé o
de maior importancia, pois € fonte de frutos coies como a graviolaAhnona muricatg
a pinha Annona squamo3aa condessaAfinona reticulat® a cherimoiaAnnona cherimolp

e a atemoOiaAnnonasquamosa Annonacherimola (LIMAet al, 2006).

Conforme TORRES e SANCHES (1995), a graviola é umaga ou sincarpo,
geralmente ovoide ou elipséide de cor verde esoedindo de 15 a 50 cm de comprimento e
com 10 a 25 cm de diametro, coberta por espinhmgesuwde 0,3 cm a 0,8 cm. A gravioleira
uma planta tropical originaria da América Centrdbs Vales Peruanos. Nos principais paises
produtores como a Venezuela, Porto Rico e Costa, Ris gravioleiras encontradas se
diferenciam pela forma, sabor e consisténcia des skutos. Considerando essas

caracteristicas sao conhecidos os tipos; Morada,é.Blanca (LIMA et al., 2003).

No Brasil, a gravioleira € uma arvore pequena,rgade entre 5 e 6 metros de altura,
com folhas largas de cor verde escura, de aparéecia e brilhante. Produz um fruto
comestivel, com polpa branca em forma de corac®RREA, 1984; MAAS et al, 2001). A
exploracdo comercial relativamente recente da gkavno Brasil tem dificultado um

diagndstico sobre a cultura no pais.

A regido semi-arida do Nordeste brasileiro, dessgca&omo regido produtora de
graviola por encontrar condi¢cdes 6timas de clirsale para o seu desenvolvimento (NOBRE
et al, 2003). No sertdo e litoral do Nordeste predomoircaltivo da graviola Nordestina mais
popularmente conhecida como Crioula ou Comum. &3te possui frutos cordiformes, de
casca verde escura com terminacfes estilares preetes, peso entre 1,5 e 3,0 kg, polpa
com sabor doce a sub-acido (CREZal, 2000). A gravioleira € uma das fruteiras trogica
com maior potencial para exploragdo econdmica. ésgante demanda e o interesse pela
polpa por parte do consumidor e das industriaside, sorvetes e doces, justificam a incluséo
da graviola no mercado das frutas tropicais briegdedle maior aceitacdo comercial. Além da

regido Nordeste, a graviola € amplamente cultiveedaregides Norte, Centro-Oeste e Sudeste
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do Brasil como reflexo de sua importancia (MICHEOETet al, 2001). A cultura da
graviola, além de ser utilizada na alimentacdo mameem sendo utilizada como fitoterapico
devido as suas propriedades medicinais presentesfotfzas, frutos, sementes e raizes
(MENDONCGCA et al, 2002).

Apesar do grande potencial que a cultura apresent@rasil, o pais ndo € um dos
grandes produtores, isso decorre principalmentefatta de incentivos para expansao
econbmica, pelas técnicas de manejo inadequadaspegblemas fitossanitarios que levam a
baixa produtividade (OLIVEIRA, 2001). H& vérios plemas fitossanitarios que limitam o
cultivo dessa planta, entre os quais se destabapca, considerada como uma das piores
pragas. A gravioleira € atacada também por fungmas (JUNQUEIRA et al., 2002) e
fitonematdides (CAMPOS et al., 2002; MOURA; PEDROSAONTEIRO, 1999; MOURA,;
MARANHAO; GUIMARAES, 2005; SHARMA; PINTO; LOOF, 198. Além disso, a alta
perecividade do fruto da graviola e o curto periddoconservacao apés a colheita (AZIZ;
YUSOF, 1994) sao responsaveis por altos indicespelelas e por dificuldades no
abastecimento de mercados tradicionais e poterdgac®nsumo da fruta fresca (LIMA et al.,
2010). Apesar dos problemas de conservacao posizgla graviola ainda é uma fruta pouco

estudada.

Estudo relacionado ao amadurecimento da gravioldaagé escasso. Assim, pesquisas
na tentativa de compreender melhor as transforrsagie a graviola sofre durante o
amadurecimento podera viabilizar o desenvolvimat#cestratégias biotecnoldgicas para a
reducdo de perdas pos-colheita e, portanto, melhomnservagédo da qualidade do fruto por

um periodo compativel com a demanda do mercadacodsr.



Graviala A Aia

Figura 1. Aspectos gerais (flores, folhas e frutos)Aaeona muricata L
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2.2  Amadurecimento de Frutos

Os frutos constituem um produto alimentar comemodste importante e
nutricionalmente indispensaveis. Ele é um érgédeasfizado que se desenvolve a partir de
um ovario fertilizado. Em plantas superiores oferema grande variedade de qualidades
como aroma, suculéncia, flavor e textura. Eles dps@ham um papel vital na nutricdo
humana, pela suplementacdo de nutrientes e vitam@ssenciais ao crescimento e
manutencdo da saude. Nutricionalmente, sdo ricosagboidratos (energéticos), minerais,
vitaminas (do complexo B, C e K em algumas insts)¢cp-caroteno (pré-vitamina A), e
compostos fendlicos (antioxidantes) (PRASANNA; PRA#B THARANATHAN, 2007).

O desenvolvimento do fruto é dividido em trés ppacs fases. A primeira fase é
caracterizada por divisdes celulares e crescim@pido. A segunda fase, o fruto aumenta no
tamanho, principalmente através da expansdo celdarltima fase corresponde ao
amadurecimento do fruto e é caracterizada pelaatreanmudanca nas cores, textura e gosto,
gue contribuem para a qualidade sensorial do {R#RRELLOet al, 2009).

Baseado no seu padrdo de respiracdo e na biossidiesetileno durante o
amadurecimento, os frutos colhidos podem ser fieaddos como climatérios ou néao-
climatérios. Os frutos climatéricos podem ser amexdos depois de colhidos da planta
parental. Esses frutos sdo caracterizados por eappggsum grande aumento na taxa de
respiracdo e formacédo de etileno, originando o mhémedo “pico climatérico” no inicio do
amadurecimento pés-colheita. Em seguida, ocorrequada brusca na atividade respiratéria
culminando com o envelhecimento e posterior mastéuto. (GAMAGE; REHMAN, 1999).

Ja os frutos nao-climatéricos ndo sao capazesrdagar seu processo de amadurecimento
depois de retirados da planta parental. Eles mamfimais doces ou melhoram o sabor. Esses
frutos produzem pequena quantidade de etileno emdd@ nao responde ao tratamento com
etileno externo. Os frutos nao-climatéricos apriesencomparativamente baixo perfil e
gradual declinio no padrdo de respiracdo e produlgietileno, através do processo de
amadurecimento (GAMAGE; REHMAN, 1999).

O amadurecimento do fruto é acompanhado por unteam@ento constituindo-se em
um dos fatores mais importantes que determinanabkdade e aceitabilidade do fruto para o

consumo. A polpa do fruto ou mesocarpo € uma pmanteestivel do fruto e € composta de
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uma fina parede de células de estoque parenquimdissas células sédo caracterizadas pela
proeminente parede celular consistindo de um complonjunto de polissacarideos e
proteinas. A parede celular contém: 35% de pe@b# de celulose, 20% de hemicelulose e
10% estrutural, proteinas ricas em hidroxiproliBRQWNLEADER et al, 1999). A
progressiva despolimerizacdo da principal classepalssacarideos da parede celular tal
como: pectina, celulose e hemicelulose durante adanrecimento pode levar a um excessivo

amolecimento.

Essas mudancgas séo interpostas por enzimas quécamda parede celular, como
poligalacturonase (PG), pectina metil esterase (PMiase pectato (PEL), celulose,
xiloglucana-endo-transglucosidase/hidrolase e praseque se ligam a expansinas, as quais

podem agir sequencialmente ou sinergicamente (PA¥AS., 2009).

Um dos fatores limitantes que influencia a pergaeguizo econdmico é a reduzida
vida pos-colheita. O super amadurecimento fdat®s levam a um excessivo amolecimento,
resultando em residuos e danos durante o transpantnipulacéo. O retardo do processo de
amadurecimento e senescéncia aumenta o periodiadpie e vida do fruto fresco. Aumento
de tempo de vida do fruto fresco, ndo somente ajudeodutor a evitar perdas pds-colheita
por um longo periodo, mas também resulta em valwicmal para o fruto. Parcial sucesso
tem sido alcancado para controlar ou regular o aneatmento do fruto por uma variedade
de meios, incluindo ferramentas fisica, quimicaeeblogia molecular. Nenhum método
simples é completamente efetivo no controle do ameaimento de fruto climatério. O uso
de vérias estratégias pré-colheita e pés-colhétangcessarias para controlar com sucesso o
amadurecimento do fruto (PAYASt al, 2009).

Os avancos recentes na biologia molecular tém ¢éataeima melhor compreenséo da
bioquimica do amadurecimento do fruto, tanto quaemo ajudado na manipulacdo genética
em todo o processo de amadurecimento. Essa tépoma ser usada para manipular o
processo de amadurecimento geneticamente, promoggguficantes vantagens comerciais.
O fruto resultante tem um longo tempo de vida magefeiras e sdo mais resistentes a doencas
e a fracionamento durante o transporte. O maididobke em busca desse objetivo em outros
frutos concentra-se na falta de conhecimento dgquimoica fundamental do processo de
amadurecimento. Acredita-se que no futuro muitpeess do amadurecimento poderdo ser
regulados e usados para a manipulacdo dos frutosbeneficios dos consumidores.
(PRASANNA; PRABHA; THARANATHAN, 2007).
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Nos ultimos anos, varios estudos foram dedicadosndpreensao da fisiologia dos
frutos com énfase no amadurecimento (BONGHI E TRAINI, 2006; GIOVANNONI,
2001; PRASANNA; PRABHA; THARANATHAN, 2007; SEYMOUR]1993; WHITE,
2002), no amolecimento (VICENTE& al, 2007), e controle pos-colheita e deterioracé do
frutos (VICENTEet al, 2005) (PAYASIet al, 2009), contudo, informacdes relacionadas a
proteinas envolvidas no amadurecimento ainda pexoeam escassas li@ratura.

2.3 A Era P6s-Genbmica

O desenvolvimento de tecnologias aplicadas na d¢pmlem gerado grande producgao
de informacdes na area de genbmica de plantaséstdo sequenciamento de diferentes
organismos (VIEIRAet al, 2006). Os dados gerados pelo sequenciamentgedoma,
embora relevantes sao limitados, tornando necasaaintegracdo com outras técnicas que
permitem estudar tanto os processos de transcda&oinformacdes contidas nos genes
quanto os seus produtos: as proteinas. Esta cag@tatieu inicio a uma nova etapa na
pesquisa biolégica conhecida como era pos-gendémprcamovendo o desenvolvimento e
aperfeicoamento de técnicas utilizadas nos estdedsanscritos (transcriptdmica), proteinas
(protedmica) e metabdlitos (metabolémica) todasgradas pela bioinformatica (PALSSON,
2002; WECKWERTHet al, 2004).

Embora a protedbmica tenha ganhado destaque no®s§lnos, o termo proteoma se
refere ao conjunto de proteinas que sdo expresdasgpnoma de um organismo ou tipo
celular (HAYNES; YATES, 2000). O objetivo inicialdprotedmica era a identificacdo em
larga escala de todas as espécies de proteinaduta @u tecido. As aplicacbes atualmente
sdo diversificadas para a andlise de varios aspeciocionais da proteina tal como:
modificacdes pods-traducionais, interagdo protefogea, atividade e estrutura (PARK,
2004). Aléem desses aspectos, podemos citar tamkEstudo do seu nivel de expresséao, suas
funcdes e mecanismos regulatorios (BLACKSTOCK; WHIS99).

Existem diversos tipos de estudos protedmicos. gkdagem protedmica classica é o
estudo da expressao proteica gloleab(ession proteomigsque envolve a criagdo de mapas
quantitativos das proteinas expressas em difereateslices fisiologicas onde sé&o
comparados entre eles. Informacfes deste tipo tddapodem permitir a identificacdo de
proteinas de transducéo de sinal ou identificatepmas especificas de estados patologicos e
estados fisiologicos diversos (GRAVES E HAYSTEADQ?2).
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A protedmica tornou-se uma area de pesquisa mudmipsora na ultima década,
trazendo grandes avancos e aplicacdes para quiese de areas da biologia e biomedicina
(GORG et al, 2004). As principais técnicas usadas na prote®dnsdo eletroforese
bidimensional (2D) e a espectrometria de massa (ROE& al, 2005), que combinadas com
analise computacional de imagens e base de conleuttados sao poderosas ferramentas para
identificacdo e caracterizacdo de proteinas (WILDBRR et al,, 2000).

2.4 Método de Analise

2.4.1 Extracdo de proteinas para eletroforese 2D

A qualidade da amostra protéicas € sem duvida twn ¢aitico, na obtencdo de uma
boa separacado principalmente para a eletrofores@dmsional (2D). Assim, o entendimento
das caracteristicas das proteinas torna-se impemana o estudo. As proteinas celulares tém
propriedades bioquimicas amplas, incluindo caagaahho, hidrofobicidade, susceptibilidade
a protedlise, modificacdes pos-traducionais e agfies com outras moléculas. E uma vez
que, essas propriedades variam com a espéciejoed@glesenvolvimento, célula, tipo de
tecido e condi¢cbes de crescimento, protocolos timgdes diferentes tém sido usados para
estudos protedmicos (SHEORABt al, 2009). A extracdo de proteina em plantas é
particularmente desafiadora, do que em outros @g@s devido as caracteristicas
metabolicas e estruturais dos tecidos vegetaiduimim a matriz da parede celular
(CARPENTIEREt al, 2005; SARAVANAN; ROSE, 2004; WANGt al, 2003; WANGet
al., 2006; VALCU; SCHLINK, 2006).

Os frutos séo considerados tecidos recalcitrantes eontrario de outros tecidos, eles
contém compostos que fortemente interferem na g&drale proteinas para andlise de 2D
(ROSE et al, 2004). Ha uma abundancia de compostos intetEgerpolissacarideos
(SAMAJ; THELEN, 2007), sais, polifendis (CARPENTIER al, 2005), pigmentos, acidos
nucleicos, e outros metabdlitos secundarios que padsar estrias horizontais e verticais,
manchas e numero reduzido dpots de proteinas distintamente resolvido em gel 2-D
(GOMEZ-VIDAL et al, 2008). Existem muitos estudos, abordando o debemento de
protocolos de preparacdo ideal de amostra paraedifs tecidos vegetais recalcitrantes
(CARPENTIERet al, 2005; SARAVANAN; ROSE, 2004; WANGt al, 2003; VALCU,;
SCHLINK, 2006).
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Embora, existam protocolos especificos para alfungs como uva, macga, banana,
morango e péra (PEDRESCeH al, 2007; ROSEet al, 2004; SONGet al, 2006; WANGet
al., 2006) ndo ha um protocolo especifico p#&amuricata. Aléem disso,A. muricata
apresenta interferentes na sua composicdao commoideatos (TACO, 2006), e polifendis
(KUSKOSKI et al, 2006) que precisam ser removidos na extragé@ gi#encao de um bom
resultado. O método ideal de extracdo deve serzcdpaextrair o maximo possivel de
espécies protéicas, reduzir o nivel de contamisanteimizar a degradacéo e modificacdes
protéicas e ser altamente reprodutivel (JORRIN-R@Val, 2009).

Os tecidos de plantas sdo ricos em proteases (WAMG; CHEN, 2008), que
causam degradacdes proteoliticas e perdas dena®idé alta massa molecular. As proteases
sao liberadas quando as células sao rompidas, godmorrer protedlise em larga escala, o
que leva a erros na identificacdo das proteinasliminuicdo do rendimento da proteina
desejada (RABILLOUD, 1996). O rendimento das exiescde proteinas esta relacionado ao
tamanho da pulverizacdo, geralmente quanto maris finaior sera a concentracdo de
proteinas obtidas (WANG; TAI; CHEN, 2008). Os daiétodos de extracdo utilizados neste
estudo foram baseados na precipitacdo com TCA eigigmetona ou diretamente com
TCA/acetona, um método geral que tem sido amplametitizado para a extracdo de
proteinas vegetai©DAMERVAL et al., 1986; CARPENTIERet al, 2005; JORGEet al,
2005; REQUEJO; TENA, 2005; REQUEJO; TENA, 2006; AWRet al., 2006). Assim, a
precipitacdo com acido tricloroacético (TCA) foraealizadas durante cada extracdo para
inativar as proteases. Apesar disso, deve-se lewarconta a dificuldade de se inativar

completamente todas as proteases (LAEMMLI, 1970).

Os compostos fendlicos podem construir complexesersiveis com proteinas. Por
isso, a precipitacdo das proteinas no método deRYABRt al. ( 2004) e no método de
GIRIBALDI et al. ( 2007) com &cido tricloroacétiedacetona foi muito util para minimizar a
degradacdo destes e diminuir compostos interfesentais como sais, polifenadis,
polissacarideos e acidos nucléicos. No método dRIBAILDI et al. (2007), também foi
utilizado polivinilpolipirrolidona (PVPP) (GRANIER1988; FLENGSRUD; KOBRO, 1989;
MECHIN et al, 2003) para aumentar a remoc&o de compostospalifos.

Os solventes organicos como etanol ou acetona @l@ados para a remocgéo de
lipideos que interagem com proteinas de membragatsetanto podem ocorrer perdas

significativas de proteinas se estas forem sollmissolventes organicos (GORG; WEISS;
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DUNN, 2004). Ap6s a remocdo dos compostos intenfese os polipeptideos devem ser
solubilizados. Entretanto, as proteinas obtidas psttodo de precipitacdo com TCA sé&o
dificeis de serem ressolubilizadas (NANDAKUMA& al, 2003). O tipico tampéo de
proteinas de plantas para analise de 2D, congsteMd uréia, 2 M tiouréia, 20 mM DTT, 2—
4% CHAPS, e 2% anfélitos carregados (VINCENT al, 2007; RABILLOUD, 2000;
WANG et al, 2003; WANG et al 2006; ISAACSONet al, 2006). O aumento da
solubilizacdo das amostras pode ocorrer quandailsg w ultra-som, para homogeneizar o
material e romper as células (VOET.; VOET.; PRATY99).

2.4.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida em uma dimeid® (1D-PAGE)

A eletroforese em uma dimensdo (1D) em gel de qribanida € relativamente
simples. Estes sistemas, dependendo das condigdexthcdo de proteinas, podem ser

classificados como dissociantes ou nao-dissociasgeaslo mais utilizado o dissociantes.

Em sistemas dissociantes, as proteinas sdo spadab em um tampdo contendo
dodecilsulfato de sédio (SDS), o qual é o agergsodiante mais comumente usado. O SDS
circunda uniformemente a proteina, formando umeelaicA interacdo entre o SDS e as
proteinas produz cargas negativas para todas dsima® e a magnitude dessas cargas
dependera da massa molecular das proteinas. Tedast@inas migrardo em direcao ao
eletrodo positivo durante a eletroforese e a separsera baseada apenas na massa molecular
das proteinas. As proteinas de menor massa malseulaovem mais rapidamente através do
gel do que as maiores. Este tipo de eletroforeger@mente conhecido como SDS-PAGE,
devido a combinacdo do tratamento das proteinas $D® e a eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE) (LAEMMLI, 1970).

2.4.3 Eletroforese bidimensional

A eletroforese bidimensional (2-DE), descrita poiFdrell (1975), atualmente
permanece como uma das ferramentas centrais parass®o protedmica. A introducao de
melhorias substanciais no passado rendeu a eletsefdbidimensional a capacidade de
resolver milhares de proteinas simultaneamente rarsimnples gel. A técnica é excepcional
na sua habilidade para indicar proteinas com nuadifies pos-traducionais e isoformas.

Outras aplicacGes envolvem andlise de pureza,gaiate marcadores de doencas, analise da
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diferenciagao celular, pesquisa sobre o canceseoterta de drogas (KRAJ; SILBERRING,
2008).

A eletroforese bidimensional de proteinas segus guapriedades independentes, em
dois passos principais. O primeiro passo, é aitagio isoelétrica (IEF) que permite separar
as proteinas através do ponto isoelétrico (pIp! © definido como o pH no qual a proteina
nao apresenta carga elétrica liquida e ndo podeamig campo elétrico. No segundo passo,
as proteinas sao separadas de acordo com seu pksmlar em um gel de poliacrilamida
com dodesilsulfato de sodio (SDS-PAGE) (KRAJ; SIEFENG, 2008).

A técnica é largamente utilizada no estudo de asimanicrorganismos, e tem sido
usada com sucesso na separacdo de proteinas d@spl@@HANG et al, 2000;
DOMINGUEZ-PUIGJANER; VENDRELL; LUDEVID, 1992; GRANER, 1988).

Desde a introducdo da técnica de 2DE, diversas fivaghes foram feitas,
principalmente na primeira dimenséo. Antes, os laofberam utilizados para estabelecer o
gradiente de pH para separacdo das proteinas peto soelétrico. Entretanto, o uso de
anfolito com essa finalidade tem diversos problenmaduindo a incapacidade de correrem
grandes quantidades de proteinas necessarias pai@csequéncia, pouca estabilidade do
gradiente de pH durante a eletroforese e freqiahtede reprodutibilidade dos géis entre os
laboratoérios. O uso dos gradientes de pH imobibzadPG) para a separagdo por cargas na
2DE solucionou muitos dos problemas. Ha diversixadade pH, variando de faixas ampla a
estreitas. A flexibilidade na escolha das faixapkea serem utilizadas é de grande utilidade
para separar eficientemente o maior nimero de ipestepossiveis (CLERO; BELLATO,
2002).

Apds serem submetidas a 2DE, as proteinas sadix&les através de métodos de
deteccéo especificos para cada objetivo, como yemglo, deteccdo de proteinas totais e
modificacbes pos-traducionais. Dentre os diversésodos para coloracdo de proteinas, 0s
mais usados sao coloracdo por azul de Coomasspgio por prata, devido ao custo,
facilidade de uso e compatibilidade com métodosatacterizagdo microquimica, tais como
sequéncia automatica de aminoacidos e espectranadrimassa (CLERO; BELLATO,
2002).

Apesar da técnica de 2DE ter o potencial de sepailhares de proteinas e ser a

técnica mais utilizada para a analise de proteomlasapresenta algumas limitacbes para
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proteinas muito &cidas ou bésicas, proteinas dgababundéancia e para proteinas
hidrofobicas, geralmente presentes nas membranalsres (CLERO; BELLATO, 2002).
Porém, diversos procedimentos podem ser adotadascpatornar tais limitacdes, dentre
eles, o pré-fracionamento da amostra, utilizacatadkas estreitas de pH para realizacao de
IEF, fracionamento sub-celular e/ou remocéo dasefpras mais abundantes da amostra
(HANCOCK et al, 2002).

No geral, a 2DE é um método de separacdo eficipotgue todas as proteinas numa
amostra sdo separadas simultaneamente, fornecafoionacdes Uteis sobre pl, massa
molecular, expressao e abundancia relativa e ncagiies pos-traducionais pela alteracéo da
mobilidade eletroforética (CLERO; BELLATO, 2002).

2.5 Protedmica Vegetal

A incidéncia de estudo protedmico em plantas témemtiado nos ultimos anos,
devido em parte a disponibilidade e desenvolvime®decnologias protedmicas. A maior
parte, dos estudos na area de protebmica vegdtal cescentrada em pesquisas com

organismos modelo e com as culturas que rendemsl(cAMBERT et al,, 2005).

Uma das maiores dificuldades da prote6mica vegetacapacidade de identificacao
de proteinas de espécies, cujos genomas aindaoraim Sequenciados. A identificacdo e
caracterizacdo de proteinas sdo aceleradas pelanitisidade de sequéncias gendmicas e
sequéncias expressas (ESExpressed Sequence Tagda sequéncia de ESTs as proteinas
podem ser identificadas por sequéncias de peptideasitra forma seria realizar buscas

baseada na homologia com proteinas de outras esp&getais.

Outra dificuldade encontrada na protedmica € unme freparacdo da amostra. A
extracdo do maximo numero de proteinas de umaaidia, tecido, orgdo ou organismo € o
mais importante passo para subsequente separas@dtygdo e identificacdo das proteinas
(PARK, 2004). Neste sentido, especial atencdo devedestinada ao preparo inicial da
amostra, em que diferentes métodos de extracaorpseetestados e utilizados para isolar e
testar as proteinas de tecidos vegetais (CARPENHER., 2005; NATARAJANet al,
2005). O tecido vegetal possui muitos componentes igterferem com a extracdo de
proteinas tais como: compostos fendlicos, pectic@smponentes acidos e proteinases. Além
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disso, a presenca da parede celular torna madl difextracdo do tecido vegetal do que o
tecido animal. (BARRACLOUGHt al, 2004).

Diversas pesquisas vém sendo realizadas na arpeot#®mica vegetal, como por
exemplo, analise da resposta de plantas a estrasgrsentais: baixas temperaturas (B&E
al., 2003), estresse salino (DANL al, 2005), estresse hidrico (PROTEOPAR, 2007) ou
ainda alteragcbes no perfil padrdo de expressdo roeeipas em frutos durante o
amadurecimento (GIRIBALDé&t al, 2007; ROCCt al, 2006).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estudos prospectivos de proteinas relacionadasnsmaecimento pds-colheita da

graviola(Annona muricata L).

3.2 Objetivos Especificos
% Avaliar o melhor método de extracao para graviola.

% Elaborar mapas bidimensionais reprodutiveis da gpolfp fruto durante o
amadurecimento.

% Correlacionar as proteinas inferidas com as viamlmécas ativas no processo de

amadurecimento.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta do Material Biologico

A coleta das graviolasAGnona muricata [).tipo Crioula foi proveniente do sitio
Félix, localizado no municipio de Paraipaba-Ce#4. graviolas foram selecionadas na
maturidade fisiolégica e apresentavam tamanho iméce casca sem danos fisicos. Apos a
coleta, as graviolas foram transportadas em teriyvarambiente aproximadamente a 25° C

para o Laboratério de Bioenergética, da Universsdeederal do Ceara, em Fortaleza.

4.2 Processamento do Material Vegetal

As graviolas foram lavadas com agua destilada asspara a retirada de residuos.
Elas foram separadas em cinco grupos e cada giopa trés repeticdes. Os grupos
analisados estavam no intervalo de 0, 2, 4, 6ias8de amadurecimento, apds a colheita. De
acordo com o periodo de analise, a polpa foi pesadaproximadamente 7g, congelada em

nitrogénio liguido e armazenada em freezer a -@4@ posterior analise.

4.3 Extracdo de Proteinas Totais

4.3.1 Método de Sarry et al. (2004)

O método descrito por Sarmst al. (2004) foi utilizado com modificacbes para a
extracdo de proteinas totais. Aproximadamente 7galpa foi macerada em nitrogénio
liguido até a obtencdo de um po6 finopllverizacdo com nitrogénio liquido ajuda a romper
as paredes celulares das plantas e minimiza aéooiar de protedlise e outras formas de
degradacdes protéicas. O po foi misturado com uotac@® de TCA/acetona 12,5%,
contendo 28 mM df-mercaptoetanol na proporcéo de 1:10 (p/v). Emidago material foi
filtrado e incubado durante 1 hora a -20°C paraeaipitacdo das proteinas. Posteriormente,
as proteinas foram precipitadas por centrifugacd@00g por 15 minutos a 4°C. Em
seguida, o sobrenadante foi descartado e o pradipfbi lavado duas vezes com etanol 85%.
Apoés essa etapa, o precipitado foi seco a temparaimbiente ou até o etanol evaporar

completamente.
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4.3.2 Método de Giribaldi et al. (2007)

O meétodo descrito por Giribaldt al (2007) foi utilizado para a extracdo de proteinas
totais. Aproximadamente 7g de polpa da graviolani@icerada em nitrogénio liquido até
obtencdo de um pé fino ao qual foi adicionado tampds HCI 50mM, tiuréia 2M, uréia
7M, Triton - 100 X 2%, pH 7,5 na proporcdo de (pB/) 1% ditiotreitol (DTT) e 2%
polivinilpolipirrolidona (PVPP) sob agitacdo, a@ &urante 1h. ApGs este periodo, o material
foi centrifugado a 8000g durante 30 minutos, recam#o-se 0 sobrenadante foi adicionado.
12,5% de acido tricloroacético (TCA) na proporcé2). Em seguida, esse sobrenadante foi
acondicionado a — 80 °C, durante 3 horas parapit@gdo das proteinas. Posteriormente, foi
realizada uma centrifugagéo durante 15 minutosb@dga 4°C.

Apés a centrifugacdo, o sobrenadante foi descagaa®proteinas precipitadas foram
lavadas duas vezes com acetona gelada e repetioesgrifigacdo em idénticas condi¢des. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado redelf@i seco a temperatura ambiente. As
amostras de cada grupo foram ressuspensas em@®€iutéia 2M e uréia 7M. Em seguida,
o material foi centrifugado a 10000 g por 2 minytasa a remocao de polimeros insoluveis,

para posterior dosagem de proteinas.

4.4 Dosagem de Proteinas

A dosagem de proteinas foi realizada utilizando é&octo de Bradford (1976),
utilizandoalbumina sérica bovina (BSA) como proteina padiia ponstrucdo de uma curva

de calibracéao.

4.5 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida em Condi¢cod3esnaturantes (SDS-
PAGE)

A eletroforese de proteinas foi realizada em gegdaliacrilamida 12% em presenca de
SDS (SDS-PAGE), de acordo com o protocolo despotoLaemmli (1970), adaptado para o
uso em placas. As amostras analisadas a partir émdm de Sarry et al. (2004)
correspondiam aos dias 0 e 8 e as amostras do andétedGiribaldi et al. (2007)
correspondiam aos dias 0, 2, 4, 6 e 8. As amafras) ressuspensas em tampao de amostra
SDS-PAGE 1X (Tris-HCI 62,5 mM pH 6,8, SDS 2,0% (m/glicerol 2% (v/v), B-
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mercaptoetanol 5,0% (v/v), azul de bromofenol O(t#tv) e incubadas em banho-maria a
100°C por 10 minutos. Apds esse tratamento, 18qigada amostra foi aplicada no gel de
poliacrilamida 12% e a corrida eletroforética fealizada a uma voltagem constante de 100V,
fornecida por uma font&lectrophoresis Power Supply — EPS 601, em tampgaoodida
Tris-HCI 25 mM, pH 8,3 contendo Glicina 192 mM e $D,1%.

Apods a corrida eletroforética as bandas proteioeenf coradas durante 2 horas com
Coomassie Brilliant Blue R-250 0,1% (p/v), preparath metanol 30% (v/v) e acido acético
10% (v/v). Para a visualizagdo das bandas proteaagel foi descorado por imersdo em

solucéo de metanol 30%(v/v) e acido acético 7%)(v/v

O marcador de massa molecular utilizéoioco Low-Range Rainbo(GE- Healthcare)

no volume de 5pL.

Tabela 1 Constituintes e volumes utilizados na preparaigfgel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

Volume utilizado para Volume utilizado para

Componentes main gel (12%) stacking gel (4%)
1,5 M Tris —HClI, pH 8,8 1250 pL 315 pL

30% N,N"-metil bisacrilamida 50 uL 2,5uL

10% dodecil sulfatode sédio (SDS) 2000 pL 320 pL
N,N",N,N’-tetrametiletilenodiamina (TEMED) 5 uL 0,2

10% persulfato de amdénio 5uL 12 L

H.O Milli-Q 1650 pL 1840 pL

Total 4960 uL 2490 uL

4.6 Eletroforese Bidimensional

As amostras foram solubilizadas em solucdo deatsigéio (uréia 7 M, tiuréia 2M,
DTT 65 mM, CHAPS 0,5% plv, IPG buffer 0,5% v/vaibde bromofenol 0,002% p/v) para
um volume final de 250pl. O sistema de reidratggassiva Immobiline Drystip Reswelling
Tray (Amersham Biosciences) foi utilizado e os g&im gradiente de pH imobilizado (tiras
de IPG), fabricados pela GE-Healthacare, foram ig@stem contato com a solucdo durante
16 horas. As tiras de IPG tinham 13cm de comprimentas faixas de pH estavam no

intervalo de 4 a 7. A focalizagdo isoelétricaralizada no equipamento Ettan IPGPhor Il
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(GE- Healthcare) utilizando o seguinte programagpd$so 50 volts durante 1:00 h, 2° passo
200 volts durante 1: 30 h, 3° passo 500 volts der@n30 h, 4° passo 500 volts durante 1: 00
h, 5° passo 10000 volts até atingir 18000 vot&ito

Apos a focalizacéo, as tiras de IPG foram equitibsasob agitacdo fraca em 3 ml de
solucéo de equilibrio (6M uréia, glicerol 30%, SP%, Tris-HCI 50 mM e tracos de azul de
bromofenol) com DTT (2% p/v) durante 15 minutosapagducao das amostras. Em seguida,
a mesma solucdo de equilibrio foi utilizada paguigdr as proteinas com IAA (2% p/v)
durante 15 minutos. Apés essa fase, as tiras ftramferidas para o topo de um gel e fixados

com agar 0,5%.

O SDS-PAGE da segunda dimenséo foi realizado esncgén concentracdo de 12,5%
de 14 cm x 14 cm contendo 45 mL de Main Gel subidesgem tampéao de corrida. A corrida
ocorreu em duas etapas, na primeira foi utilizaslan®/gel durante 1:00 h e na segunda 30
mA/gel até que o indicador (azul de bromofenolysaido gel (aproximadamente 5 horas). A
corrida foi realizada com voltagem constante a \3Q@ilizando a fonte Power-Supply-EPS
601 (GE- Healthcare). O marcador molecutigh Raing Raibow(GE-Healthcare) foi

utilizado no volume de 7 pL.

ApOs a corrida, os geéis foram fixados utilizandd@ssolugdes. A solugdo 1 continha
etanol 30% e &cido fosforico 2% e permaneceu ertatmovernight com os géis. A solucéo
2 era constituida de acido fosforico 2% e permameen contato com os géis durante 1 30 h,
mas a cada 30 minutos foram realizadas trocas ldgaso A solucdo 3 era constituida de
etanol 18%, acido fosforico 2% e sulfato de amd@bi®o e permaneceu em contato com 0s
géis durante 30 minutos. Em seguida, eles foramados com solu¢cdo de Coomassie
Coloidal G-250 durante a noite. Os géis foram caasmds em solugdo de acido acético 5%.

Tabela 2.Composicéo do gel de poliacrilamida utilizado ledreforese (2-DE)

CONCENTRACAO
FINAL

SOLUCOES ESTOQUES VOLUME

- . 0 T ; i 0,
Acrilamida (30%, m/v)-bisacrilamida (0,8%, 16,7 mL 12.5%

m/v)

Tampao Tris-HCl a 1,5 M, pH 8,8 10 mL 0,375 M
Dodecil sulfato de sodio (SDS) a 10% 0,4 mL 0,10%
Persulfato de amoénio a 10% 200 0,05%
N,N,N',N'-Tetrametilenodiamino (TEMED) 136 0,03%

H.O Milli-Q 12,8 mL -
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4.7 Andlise e Prospeccédo de Proteinas

Todas as triplicatas de cada gel foram escaneaitlaando-se o programa Labscan v.
5.0 (GE-Healthcare) no ImageScanner (Amersham Rinses). As imagens foram
analisadas no programa ImageMa¥tePD Platinum v.7.0 (GE-Healthcare). As imagens
foram ajustadas e assim poderam ser comparadaséas. Ospotsde cada imagem foram

detectados usando os parametros de deteccgmtie

ApoOs a deteccdo dapotsde forma automatica foi necessario adicionar mamerste
osspots No entanto, ospotseram adicionados somente se houvessem repetie@gstttm
pelo menos dois géis da triplicata. Assim,spstsseriam adicionados no terceiro gel caso
nao estivesse presente. No entanto, spatestivesse presente em apenas um gel ele nédo
seria considerado como presente na amostra. Rwosierite foi estabelecida a
correspondéncia entre os mesnspstsidentificados nos diferentes géimdtching e para
isso foi utilizada primeiramente a ferramenta audttica do programa e a edicdo manual. O
gel master foi utilizado como referéncia para todasmodificacées realizadas. O gel é
imagem virtual que compreende todosspstspresentes em todos os geéis da analise. Todas
as comparacdes entspotse entre 0s géis, assim como a edi¢do e 0 agrupardespots
foram coordenadas através do gel master.

Apds a comparagdo dos géis, spotscomuns e diferencialmente expressos foram
detectados para cada dia analisado durante o ascadento. Essespotstiveram seus
atributos determinados (ponto isoelétrico e massigceular) e em seguida foram analisados
pelo program&wiss Projpara prospeccao de proteinas relacionadas ao esnadento pos-

colheita da graviola.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise macroscopica dos frutos de graviola durante amadurecimento
pds-colheita

Os frutos de graviola, coletados 30 dias apds e@santorrespondiam ao estadio pré-
climatérico como observado por BIALE e BARCUS (1p70s tempos escolhidos para a
coleta das amostras da polpa (3 frutos para cagaoleforam: 0, 2, 4, 6 e 8 dias pos-colheita
(Figura 2). Conforme foi observado no momento dataada polpa, nos tempos 0 e 2 dias, 0
fruto apresentava-se com casca dura e de cor yaolis rigida e de cor branca, estando de
acordo com o esperado para o estadio pré-climatéios dias 4 e 6 a polpa apresentava
consisténcia mole e suculenta. As colora¢cfes daaaasla polpa foram mantidas. No dia 8,
sinais de deterioracédo do fruto foram bem visigeimo o escurecimento da casca e da polpa
que ja nao era tdo branca. A polpa estava bem mmale com caracteristicas de
apodrecimento. De acordo com o BIALE e BARCUS ()99 BRASIL (2001) o pico do
estadio climatérico € atingido 4 dias apés a ctdhemquanto que o pés-climatérico € melhor
caracterizado apés 7 dias. Portanto, os temp& 0,6 e 8 dias pds-colheita) escolhidos para
analise protedmica da polpa de graviola, utilizadase estudo, englobam os estadios pré-

climatérico, climatérico e pds-climatérico.



—

Ulavivia v uia

Figura 2. Avaliacdo macroscoépica dos diferentes estagi@rdaurecimento da Graviola.
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5.2 Avaliacdo Quantitativa das Proteinas de Graviola

Para avaliar a eficiéncia de um protocolo de e#tvaprotéica € necesséaria a
quantificacdio das proteinas no extrato (JORRIN-NO&tCal., 2009). Assim, a primeira
avaliacao foi realizada em termos da concentraggmrateinas totais presentes nas amostras,
utilizando-se o método de BRADFORD (1976).

Os rendimentos das proteinas extraidas através métbdo variaram, conforme pode
ser observado na Tabela 3. O rendimento das ergigia os dias 0 e 8° foram de 0,94 e 4,0
mg/g, respectivamente. O baixo rendimento dasedés para o dia O pode estar ligado ao
fato de que rendimentos de 0,1-1,0 mg/g, sdo namerdk obtidos quando ha um baixo teor
de proteinas e grandes quantidades de compostosecides vegetais interferindo nas
extracoes (CARPENTIER et al.,, 2005; SARAVANAN; RQSH04; SONG et al., 2006;
WANG et al., 2006). Apesar de tentativas de obteosiras protéicas mais puras a remocgao
dos interferentes das amostras extraidas através miétodo foi dificultada devido as poucas
etapas do método, bem como as peculiaridades dopooentes utilizados. Portanto, as
diferencas encontradas entre os dias 0 e 8° tadegn devido a permanéncia desses
interferentes durante a dosagem. Apesar disso, mdméde BRADFORD (1976) é
considerado mais resistente a acdo de agentefeiatdes e apresenta maior sensibilidade em

relacdo ao nivel de deteccao e logo continuou setildado.

Tabela 3. Avaliacdo quantitativa das proteinasadigapda graviola extraidas pelos métodos de Sarry
et al. (2004) e de Giribaldi et al ( 20Qi)lizando o método de Bradford (1976).

Método de Sarry et al.(2004)  Método de Giribaldi et al.(2007) de

Dias analisados de extracdo de proteinas (mg/g) extracao de proteinas (mg/g)

0 0,94 22
20, - 53
49°, - 40
6°. - 26

8°. 4 46
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As quantificacbes das proteinas extraidas seguado-protocolo de GIRIBALDI
também variaram, conforme se observa na mesmaal@ekndimento para os dias 0, 2, 4,
6, e 8 foram de 22, 5,30, 26 e 46 mg/g de proteinas, respectivamenteerianto, o
conteudo de proteinas ndo foi semelhante aos gakweontrados por GIRIBALDI et al.
(2007) que obteve nos estagios finais de amadueatomdos frutos de uva, que era apenas
de 0.29 e 0.30 mg/ g de proteinas.

A distinta quantificacdo protéica nas polpas deigla para os métodos de Sarry et al.
(2004) e GIRIBALDI et al. (2007) mostrados na Tab8lparece ser reflexo de fatores que
variam desde do conteudo de interferentes presentesada fase analisada as limitacées dos

métodos de extracdo utilizados

Contudo, a quantificacdo protéica com as amostrdsidas pelo método de
GIRIBALDI ao longo do periodo de 0 a 8 dias revelsua maior eficiéncia quando
comparada ao meétodo de extracao protéica de SARRIY (2004).

5.3 Avaliacéo Qualitativa das Proteinas de Graviola

Os perfis protéicos da polpa de graviola resulsadtess métodos de extracdo segundo
SARRY et al. (2004) e GIRIBALDI et al. (2007) foraavaliados através de SDS-PAGE. A
qualidade de migracdo das amostras pode ser obdaaatravés das Figuras 3 e 4.

A Figura 3 revela qualidade da fracdo protéica nmuativel com a desejada, tal
observacao é reflexo do grande arraste detectalpagms onde as amostras foram aplicadas.
Segundo GORG et al. (1997) ha diferenca na precit direta de extratos de proteinas
sendo que a utilizacdo de TCA/acetona (método skeg@ARRY et al. (2004)) € mais
eficiente do que TCA e acetona sozinha (métodorekyGIRIBALDI et al. ( 2007)). A
precipitacdo de proteinas com TCA em acetona é c@mnie usada. Tal protocolo de
extracdo de proteinas foi desenvolvido inicialmembe DAMERVAL et al. (1986) para
extracdo de proteinas de plantulas de trigo. Oopotd é baseado na desnaturacdo sob
condi¢cdes acidas ou condi¢gbes hidrofébicas pardamja concentrar proteinas e remover
contaminantes. No entanto, o maior problema conregigitacdo TCA em acetona € a
resolubilizacdo das proteinas precipitadas. Igiarécularmente verdadeiro para proteinas de
alto peso molecular, conforme poder ser observamloFigura 3. Isso pode explicar a

diminuicdo de proteinas maiores que 52 KDa.
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Ja a Figura 4 mostra uma qualidade superior & ddsipas extraidas pelo método
segundo SARRY et al. (2004). Quando as duas Figggascomparadas, verifica-se que as
proteinas do método de GIRIBALDdt al. (2007) estavam mais definidas que o outro
meétodo. Provavelmente esse método segundo GIRIBA&DIal. ( 2007) permitiu a
eliminacdo de muitos interferentes como: carboidrgbigmentos e compostos fendlicos. Um
dos fatores que possivelmente contribuiu paranairedicdo da maior parte desses interferentes
foi o maior tempo de precipitacdo das proteinapesor a duas horas a —80 °C (em
comparacao a 1 hora a — 20 °C, utilizado no mésetpundo SARRY et al. (2004). Além
disso, a adicao de polivinilpolipirrolidona (PVPRBybstancia que conhecidamente remove
compostos polifendlicos (GORG et al., 2004 ), dmrecontribuido para a remogdo desses
interferentes especificos. Através do método GIRIBRet al. ( 2007))., a andlise da SDS-
PAGE revelou que a precipitacdo com TCA e depois aoetona causou perda de algumas
proteinas de baixo peso molecular (Figura 4), amtlo dificuldade de precipitar tais
proteinas. Contudo, alguma perda de proteinaside paso molecular também foi observada
através do método segundo SARRY et al. (2004) (&igu
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Figura 3. Eletroforese de proteinas da polpaAteona muricataem gel de poliacrilamida 12%
(SDS-PAGE). As proteinas foram extraidas pelo ntétmdSarry et al. ( 2004) nos dias 0 e 8 e foram
aplicada 15 pg de proteinas em cada poco.. M: Maraée massa molecular; High-Range Rainbow;
Pocos 1 e 2: amostras do dia 0; Pocos 3 e 4: aanakirdia 8.
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Figura 4 Eletroforese de proteinas da polpaAtsnona muricataem gel de poliacrilamida 12%
(SDS-PAGE). As proteinas foram extraidas pelo neetedGiribaldi et al. ( 2007) nos dias 0,2,4,6 e 8
e foram aplicada 15 pg de proteinas em cada pocdladvicador de massa molecular; High-Range
Rainbow; Pogos 1 a 5: amostras do dia 0; 2, 886 e
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Aparentemente, os dois procedimentos utilizadosuentiaram na extracdo de
proteinas e consequentemente na qualidade dasrasnoltidas. Entre os dois procedimento
utilizado observou-se que o métagkgundo GIRIBALDI et al. ( 2007) foi 0 que apresent
maior qualidade no perfil protéico, provavelmen&vido ao maior nUmero de etapas com

componentes especificos que contribuiram para pulez amostras.

5.4 2-DE das Proteinas de Graviola

Os extratos protéicos obtidos através dos doisidefemétodos foram analisados por
eletroforese bidimensional. Embora o protocolo d&éRBY et al. (2004) ja tenha
demonstrado ser menos eficiente que o de GIRIBAdiRil. (2007) ( Tabela 3 e Figuras 3 e 4
) para extracdo das proteinas de polpa de gra@oiastras do 8° dia foram escolhida para
comparacao entre os perfis proteicos. Inicialmastproteinas foram separadas em tiras de

gradiente de pH imobilizado com intervalo de pHG3-1

O mapa bidimensional das proteinas extraidas pétoda de SARRY et al. (2004)
(Figura 5A) apresentou proteinas pouco resolvidasegido basica, pois possuia estrias e
poucos spots sugerindo incompleta ressolubilizacdo das prateie precipitacdo. A
precipitacdo através desse meétodo foi realizadantiirl hora a -20°C, talvez tempo
insuficiente para concentracdo de todas as prateddaa ressolubilizacdo das proteinas foi
inicialmente feita com tiuréia 2M e uréia 7M e moirmente realizada com solucédo de
reidratacdo que possivelmente permitiu que ndo smmas proteinas, mas também
compostos interferentes tenham sido carreados gur@omo resultado, um arrasto foi
observado na regido basica do mapa (Figura 5A)prablema previamente reportado para
amostras de outras espécies preparadas atravésreg#gpitacdo com TCA/acetona
(CARPENTIER et al., 2005).

Ja& o mapa bidimensional das proteinas extraidasmétodo de GIRIBALDI et al.
(2007), apresentou melhor resolugdo com véapmisdistribuidos na faixa &cida, basica e nas
regides de baixo e alto peso moleculare (Figura 6Bhsiderando as comparacdes entre 0s
dois métodos com énfase na resolucdo do mapa Idiomal revelado, o método de
GIRIBALDI et al. (2007) foi escolhido para continua estudo. As proteinas da polpa de
graviola nos tempos 0, 2, 4, 6 e 8 dias pds-ca@heittraidas pelo método GIRIBALDI et al.

(2007) foram analisadas em eletroforese 2D usdarade gradiente de pH imobilizado com
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intervalo de pH 3-10 (Figura 6). A maioria dggotsforam localizados predominantemente
na faixa &cida com a presenca de polsgEsnos extremos da faixa de pH de 3 a 10. Os
poucos spots encontrados na faixa basica podeessiioda perda de proteinas. Existem
algumas perdas de proteinas em varios estagios rolcegso de 2-DE, incluindo o
carregamento das proteinas para as tiras da paidierensdo (IPG), focalizacdo isoelétrica
(IEF) e etapa de equilibrio das proteinas (ZUO;ISPIER, 2000).

Assim, para evitar perdas de proteinas alguns dogldevem ser tomados durante o
processo de preparacdo das amostras. As proteénasdpermanecer sollveis durante as
etapas da eletroforese 2-D, principalmente nadadecalizacéo isoelétrica correspondente a
primeira dimensédo (WALKER, 2005). A solubilizacd® proteina esta intimamente ligada ao
processo de quebra de interagcdes envolvidas nagyage (RABILLOUD, 1996), que
incluem as pontes dissulfeto, pontes de hidrogéoigas de Van der Waals, interagbes
ibnicas e interagcdes hidrofobicas. Se essas idtesacndo sao suficientemente
desestabilizadas, as proteinas podem formar agregatbu precipitar, resultando em
artefatos ou perda da amostra. Isto € particulaenenitico durante a etapa de focalizacéo
isoelétrica (IEF) na primeira dimensdo, onde osblproas de agregacdo de proteinas e
precipitacdo ocorrem mais freqientemente. Portamormalmente as solucbes de
solubilizacdo contém uma série de compostos intuiagentes caotropicos, detergentes,

agentes redutores, tampdes, sais e anfélitos.

Dentre os compostos caotrépicos, a uréia é bastfictente na ruptura das ligacdes
de hidrogénio. Ela desnatura as proteinas pelo imemto das ligacbes ndo covalentes e
ibnicas entre os residuos de aminoacidos (SHAW;DERER, 2003), levando ao
desdobramento e desnaturacdo da proteina. Em stentaatiouréia € muito adequada para a
quebra das interacdes hidrofébicas, aumentanddubilszacdo de proteinas de membranas
hidrofébicas (MOLLOY et al.,, 1998; RABILLOUD, 1998)Dessa forma, como
caracteristicas do méto@iribaldi et al. (2007), a tiuréia foi usada em @amacao com uréia
para aumentar a solubilidade de proteinas de meab@OUCHERIE et al., 1995). Além
disso, diferentes detergentes, como o detergerdeidmico Triton X-100 ou o detergente
zwitteridnicos, sulfonato de 3-[(3-cloroamidoprpdimetilamonio]-1-propano (CHAPS)
(GORG; WEISS; DUNN, 2005) foram utilizados para @dig as interacdes hidrofobicas
entre os dominios de proteinas hidrofébicas, edda perda destas devido a agregacéo e
precipitacdo. Detergentes zwitterionico geralmesfegecem melhor poder de solubilizacao
(CHEVALLET et al., 1998; PERDEW; SCHAUP; SELIVONCEK, 1983).
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Adicionalmente agentes redutores como o ditiotriddDT) e o0 2-mercaptoetanol
foram usados para promover a reducao e prevemiroxidacdo das pontes dissulfeto. Tais
agentes sao necessarios na clivagem das pontaseintitermoleculares dissulfeto para se
obter um desdobramento completo da proteina (RABNMD, 1996). Anfolitos, presentes
nas solucdes de reidratagdo, também contribuem gpanalhor solubilidade das proteinas
(GORG; WEISS; HIELMELAND, 1990; WESTERMEIER; NAVERIOPKER, 2002).

Além desses cuidados para prevenir a perdas desimas, a quantidade de proteina
presente no gel é um fator importante. Sabe-saiogudos fatores para obtencdo de uma boa
resolucdo dos géis € a quantidade de proteinasadpti (GORG et al 2004 e CHANG et al
2003). GORG et al. (2004) ressalta que a aplicdedaté 1 mg de proteina pode ser utilizada
sem carregar a imagem dos géis com spots sobrepdat&KARP, LILLEY.(2007) chamam
atencdo da necessidade da reprodutibilidade desdswigerindo que sejam feitos pelos menos
triplicatas nos géis, em idénticas condi¢cOes, pairamizar possiveis artefatos advindos da

metodologia.

Portanto, foi padronizada a aplicacdo de 300 pgamiestras protéicas e foram
realizadas triplicatas. A escolha do método deragBm também é um dos fatores importantes
envolvidos na revelagdo das proteinas (WESTERMEMRROUGA, 2005). Além disso,
escolha de um método simples facilita a obtencaoedeltados. Portanto, os géis foram
corados com CBB G-250 coloidal, que além de semétodo simples apresenta um baixo
custo. A coloracao feita com o CBB coloidal permitietectar spots fracos nos géis, pois o
contato entre os géis e o corante foi prolongafim ale obter uma boa reprodutibilidade. A
reprodutibilidade entre as repeticbes do mesmayiestde amadurecimento da graviola e
principalmente entre os estagios de amadurecingttdundamentais para a visualizacao de
perfis protéicos diferentes. No entanto, a obtertgimapa bidimensional reprodutivel ndo é
somente um pré-requisito, mas também uma tarefafidésra (SAMAJ; THELEN, 2007),

pois cada etapa pode interferir na aquisicao deamdp qualidade.
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Figura 5. Mapas bidimensionais de proteinas da polpArd®na muricatano 8° dia pés-colheita. As protéinas extraidas pgtodo de Sarry et al. ( 2004)
estdo representada no mapaAs proteinas extraidas pelo método de Giribaldi.ef 2007) estdo representadas no map&8proteinas, foram separadas
na primeira dimensao utilizando tiras de IPG ngafaie pH de 3-10. A quantidade de proteinas aglit@dle 300ug.
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Figura 6. Mapas bidimensionais de proteinas da polpAmdena muricat@xtraidas pelo método de Giribaldi et al.( 200% dias 0, 2, 4, 6 e 8 pds-colheita. As proteinas,
foram separadas na primeira dimenséo utilizands te IPG na faixa de pH de 3-10. A quantidadeaeipas aplicada foi de 300ug.
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Apés terem sido feitos géis com intervalo de pF-d#® para todos os dias analisados,
optamos para obter uma melhor resolucdo nos magiaselnsionais. A escolha da faixa de
pH é um dos fatores que afetam a visualizacdo datamngas de expressdo de proteinas
(GORG et al., 1999). Portanto, foi utilizada umixdamais estreita de pH (4 a 7) distribuida
linearmente em 13 cm. Uma grande quantidade de ppdem ocorrer utilizando faixas mais
estreitas de pH para isofocalizacdo contribuindoa pa diminuicdo da co-migragédo de
proteinas em géis bidimensionais (CHAVES, 2004) abreposicdo de proteinas
(overlapping). Um maior numero de spots foram astictha faixa de pH entre 4 e 7,
mostrando que houve uma melhora significativa salogdo das proteinas quando uma faixa
de pH mais estreita foi utilizada. Nas Figuras,79,810 e 11 estdo demonstrados os perfis
protéicos dos frutos da graviola nos diferentedgiss de desenvolvimento na faixa de pH de
4-7.
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Figura 7. Mapa bidimensional da polpa d@enona muricateextraida pelo método Giribaldi et al.(
2007) correspondendo ao dia 0 pds colheita. Asefiras foram separadas na primeira dimensao
utilizando tiras de IPG na faixa de pH de 4-7. Amfidade de proteinas aplicada foi de 300ug. Os
géis foram corados com Coomassie brilhante blue
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Figura 8. Mapa bidimensional da polpa denona muricateextraida pelo método Giribaldi et al.(
2007) correspondendo ao 2° dia pds colheita. Atejprras foram separadas na primeira dimensao

utilizando tiras de IPG na faixa de pH de 4-7. Amfidade de proteinas aplicada foi de 300ug. Os
géis foram corados com Coomassie brilhante blue
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Figura 9. Mapa bidimensional da polpa denona muricateextraida pelo método Giribaldi et al.(
2007) correspondendo ao 4 dia pos colheita. Asepiras foram separadas na primeira dimenséo
utilizando tiras de IPG na faixa de pH de 4-7. Aamfidade de proteinas aplicada foi de 300ug. Os
géis foram corados com Coomassie brilhante blue
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Figura 10. Mapa bidimensional da polpa é@nona. muricataextraida pelo método Giribaldi et al.(
2007) correspondendo ao 6° dia pds colheita. Atepiras foram separadas na primeira dimensao
utilizando tiras de IPG na faixa de pH de 4-7. Amfidade de proteinas aplicada foi de 300ug. Os
géis foram corados com Coomassie brilhante blue
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Figura 11. Mapa bidimensinal da polpa denona muricateextraida pelo método Giribaldi et al.(
2007) correspondendo ao 8°dia pés colheita. Asefiras foram separadas na primeira dimenséo
utilizando tiras de IPG na faixa de pH de 4-7. Aamfidade de proteinas aplicada foi de 300ug. Os
géis foram corados com Coomassie brilhante blue
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A adequada preparacdo de amostra de proteinas,verdm seletivamente os
interferentes por meio da precipitacdo (BERKELMAISTENSTED, 1998; SHAW,;
RIEDERER, 2003) é fundamental para a analise decBebtudo as vezes as proteinas nao
sofrem 0s processos de desnaturacdo, reducédo llizaliio corretamente e assim néo

garante géis com boa resolucéo.

Os géis que tiveram problemas na corrida ndo fowlilizados para a analise
comparativa, pois perfil encontrava bem diferemde demais mapas. Logo, as chances de
erro durante a analise poderiam aumentar, atrapdtha resultado final. Comparando-se o0s
nameros de spots dos diferentes estagios de ancadargo obtidos para uma mesma faixa
de pH 4-7, pode-se observar que o 8 dia apresemtenaior nimero de proteinas de 31 a
12KDa do que o primeiro dia zero. Estes dados efdacordo com aqueles apresentados
para banana (CARPENTIER et al., 2005), para ossquaiteinas obtidas pelo método TCA

foram mais bem resolvidas na regido proxima a 2& kD

Os mapas apresentaram poucas estrias verticaisamidstque o extrato estava livre
de sal e outros agregados protéicos (GORG et%89)1No entanto, os mapas apresentavam
algumas estrias horizontais, possivelmente devidosaéficiente solubilizacdo de algumas
proteinas mais abundantes ou com maior massa rfaletusua incompleta focalizagdo na
primeira dimensdo. Alta carga de proteinas, no gesiliita no carregamento de muitas
proteinas dentro da amostra usando as tiras d@dRGa preparacao da corrida pode permitir
agregacao de proteinas. Isto pode resultar empjieezdio de proteinas em pontos isoelétricos
no qual leva a estrias horizontais. Um longo peride focalizagdo, contaminag¢do com acido
nucleico (GORG et al., 1997), componentes fendlicasboidratos (CARPENTIER et al.,
2008) podem causar estrias horizontais (RABILLOQOQ0). Mapas com boa resolucéo néao
apresentam estrias verticais ou horizontais, faofio a detec¢cdo dos spots para andlises
posteriores.
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5.5 Analise e Prospeccédo das Proteinas

As analises comparativas dos géis feitas usanéoranienta Image Master Platinum
na versdo 7.0 revelaragpotsdiferencialmente expressos nos cinco dias de ameidwento
pés-colheita analisados. Entretanto, essas analse®straram quspots especificamente
expressos nos cinco dias analisados também foraonieados. Algunspotscomuns ou
especificos ndo puderam ser adequadamente seldomois a separacao das proteinas nao
apresentava, em alguns pontos, resolucéo suficiBetga forma, foram selecionados para a
identificacdo 21spotsexpressos especificamente esgbts expressos diferencialmente. Os
spotsexpressos especificamente foram anotados nog@®@isima seta preta, ja 0S expressos

diferencialmente foram anotados com uma seta vear(€iguras de 7 a 11)

A presenca de 2, 4, 9, 4 essRotsexpressos especificamente foram observadas ros géi
dos dias 0, 2, 4, 6 e 8, respectivamente enquard®@s) Gspotsdiferenciais estavam presentes
nos dias 2, 4, 6 e 8 (Figurasl10). §sotsexpressos selecionados foram analisados ainda
através da ferramenta Image Master para a obtedgaponto isoelétrico (pl) e massa
molecular (MM) experimentais em cada estagio dedamezimento do fruto. A seguir,
dispondo desses dados, osspbtsespecificos e os 6 diferenciais foram analisadesp a
possivel identificacdo protéica através de busegsisie MMs de proteinas de angiospermas
nas bases de dados UniProtKB/Swiss-Prot (53.147%8adas) e UniProtKB/TrEMBL
(16.504.022 entradas). Considerando que uma argingpgem entre 20.000 e 60.000 genes e
embora exista razoavel variabilidade entre as éspéesses dois bancos de dados sdo bem
representativos para inferir sobre a identificagéqoroteinas na graviola, uma angiosperma
basal, da ordem Magnoliales.

Alguns spots foram relacionados com mais de umgima encontrada nos bancos de
dados. Contudo, cuidado foi tomado para correlacias proteinas da polpa de graviola com
proteinas de funcbes conhecidas no processo douapcadento de frutos em outras

angiospermas e assim se chegar a uma inferéncia.

As proteinas inferidas estéo listadas na tabeka dcdrdo com a numeracéo apots
especificos e diferenciais (1 a 27) da polpa deiglea Cadaspot com seu pl e MM
experimentais de graviola esta correlacionado c@iiddM de proteinas de angiospermas de

funcdo conhecida, predita ou hipotética Tabela 4.
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Spot pl Massa Proteina Identificada pl/MM da Acesso Funcdo metabdlica
Molecular em Angiospermas proteina no Protein Knowledgebase (UniprotkKB)
(Da)
Ethylene-responsive ) . . o
1 682 21791 transcription factor 2'1 669'25’ MW: \VIN1_ARATH (Q9XI33) X;Odre dZ"t‘Z:'rf:C‘fsagf ETILENO
WIN1 (Arabidopsis)
Nuclear transcription pl: 6.66, Mw: NFYB6_ARATH (Q84W66)
factor Y subunit B- 6 26136
(Arabidopsis) Via de sinalizagdo do ACIDO
2 6,65 26053 ABSCISICO
Trichome differentiation (fator de transcri¢ao)
protein GL1 pl: 6.66, Mw:
(Arabidopsis) 26113 GL1_ARALY (Q947R4)
GATA transcription
factor 19 pl: 6.79, Mw: GAT19 ARATH (Q6QPM2)
(Arabidopsis) 23319 Fator de transcricédo
3 6,79 23306
Cytochrome b-c1 Subunidade do Complexo Ill
complex subunit Rieske- (cadeia transportadora de
4, mitochondrial pl: 6.63, Mw: elétrons)
Nicotiana tabacum 23314 UCRI4_TOBAC (P51134)
(Common tobacco)
Glyceraldehyde-3- ) ) : ,
phosphate dehydrogena 2276623' MW: " 3210H4_SOYBN (Q210H4) xgztl’i‘;';rt?:a‘;os carboidratos
4 6,74 36702 (soybean)
Glyceraldehyde-3- pl: 6.73, Mw:

dehydrogenase C subun 36724

Q07CZ3_SOYBN (Q07CZ3)



5,86

5,95

38986

36520

Bifunctional
dihydroflavonol 4-
reductase/flavanone 4-
reductase

Pyrus communis (Pear)
Cinnamyl alcohol
dehydrogenase

Citrus sinensis (Sweet
orange)

Cinnamyl alcohol
dehydrogenase
Populus tomentosa
(Chinese white poplar)
Cinnamyl alcohol
dehydrogenase
Capsicum annuum (Bell
pepper)

Cinnamyl alcohol
dehydrogenase 22
Festuca arundinacea
Polygalacturonase-
inhibiting protein

Pyrus pyrifolia (Chinese
pear)

5,9/38674

pl: 5.86, Mw:

38934

pl: 5.89, Mw:

38927

pl: 5.86, Mw:

38958

pl: 5.83, Mw:

39022

pl: 5.89, Mw:

38913

DFRA_PYRCO (Q84KPO0)

A2IB51_CITSI (A2IB51)

B3VKY7_POPTO (B3VKY7)

B5LAT8_CAPAN (B5LATS)

Q947S1_FESAR (Q947S1)

Biossintese de Flavanoides

Defesa de planta

59
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6,25

6,34

5,45

5,24

32740

31154

28557

27741

cinnamoyl-CoA pl: 5.96, Mw:

reductase 36498
Eucalyptus pilularis

but three proteins relatec pl: 5.94, Mw:

to phenolic compounds 36584
metabolization,
cinnamyl-alcohol
dehydrogenase 5,
cinnamyl-alcohol
dehydrogenase 1, and
chorismate mutase,
Alternative oxidase 1c,
mitochondrial
Arabidopsis thaliana
Aldo/keto reductase,

32847

putative pl: 6.33, Mw:

Ricinus communis 31235
(Castor bean)

Malate dehydrogenase
Ricinus communis

(Castor bean) 28576

Ethylene-responsive pl: 5.22, Mw:

transcription factor 27758
RAP2-3

(Arabidopsis)

Caffeoyl-CoA O- pl: 5.28, Mw:

methyltransferase 2 27764

pl: 6.19, Mw:

pl: 5.44, Mw:

DOVVE7_PYRPY (DOVVE?)

D5FQ75_9MYRT (D5FQ75)

AOX1C_ARATH (022048)

BOREP9_RICCO (B9REP9)

B9T5E3_RICCO (B9T5E3)

RAP23_ARATH (P42736)
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Respiracéo alternativa
mitocondrial

Metabolismo dos carboidratos

Via de sinalizacédo de ETILENO
(fator de transcricao)
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12

13

14

15

16

5,31

6,85

6,71

6,30

4,51

4,55

15924

12742

28709

32051

14805

9865

Eucalyptus globulus
(Blue gum)

Polcalcin

Ricinus communis
(Castor bean)
Dolichol-phosphate
mannosyltransferase

Tropinone reductase
Solanum tuberosum
(Potato)

Peroxidase 59
(Arabidopsis)

Class Il peroxidase 47

Oryza sativa

Alternative oxidase,
mitochondrial
(Sauromatum
guttatum)
Acyl carrier protein
Zea mays (Maize)
Acyl carrier protein 1,
mitochondrial
Arabidopsis thaliana

pl: 5.31, Mw:

15912

pl: 6.82, Mw:

12759

pl: 6.76, Mw:

28677

pl: 6.74, Mw:

28744

pl: 6.35, Mw:

32016

pl: 6.33, Mw:

31992

pl: 6.11, Mw:

32201

pl: 4.51, Mw:

14835

pl: 4.42, Mw:

9827

CAMT2_EUCGL (Q9SWBS)

B9SC49_RICCO (BISC49)

B4FHW9_MAIZE (B4FHW9)
Q9AR59_SOLTU (Q9AR59)

Q9M3N1_SOLTU (Q9M3N1)

PER59_ARATH (Q39034)

Q5U1P6_ORYSJ (Q5U1P6)

AOX1_TYPVN (P22185)

B6UIR7_MAIZE (B6UIR?)
ACPM1_ARATH (P53665)
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Processo catabdlico do H202

Biossintese de Acidos graxos

Biossintese de Acidos graxos
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18

19

20

21

22

23

24

5,76

6,03

6,69

5,02

6,52

5,07

5,62

5,22

23545

21808

42326

12415

10439

24719

22901

115565

Acyl carrier protein pl: 4.32, Mw:

Zea mays (Maize) 9912

Lactoylglutathione lyase pl: 5.72, Mw:

Zea mays (Maize) 23556

Germin-like protein 2-4

erzg satlvg subsp. 21790

japonica (Rice)

Flavin-containing

monooxygenase pl: 6.73, Mw:
42387

UDP-glucosyltransferase
Ricinus communis

(Castor bean) 12417
NADH-ubiquinone
oxidoreductase fe-s

protein 10406

Ricinus communis
(Castor bean)
Ethylene-responsive

transcription factor 1B pl: 5.03, Mw:

(ERF1B) 24695
Arabidopsis thaliana
Ubiquinone biosynthesis

protein pl: 5.67, Mw:

Ricinus communis 22871
(Castor bean)

pl: 6.11, Mw:

pl: 5.28, Mw:

pl: 6.49, Mw:
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B6U944_ MAIZE (B6U944)

B6UGWS8_MAIZE (B6UGWS)

GL24_ORYSJ (Q6ESFO0) Defesa de planta

YUC10_ARATH (Q9FVQO0) Biossintese de auxina

B9S0C2_RICCO (B9S0C?2) Transferéncia de grupos lilexos

Atividade
BI9TA68 RICCO (B9TA68) NADH dehydrogenase
(ubiquinona)

Inducéo por Etileno, jasmonato,

ERF92_ARATH (Q8LDC8 o . .
- Q ) Acido salicilico (SA)

Processo de biossintese da

BOREC5_RICCO (BORECS) Ubiquinona

Calcium-transporting pl: 5.36, Mw: CA2_ARATH (023087) Transporte de calcio
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26

27

6,82

5,83

6,54

18815

32484

19354

ATPase 2, endoplasmic 115831
reticulum-type
Arabidopsis thaliana

Triosephosphate

isomerase pl: 6.15, Mw:
: 32481

Zea mays (Maize)

Ethylene-responsive

transcription factor pl: 6.41, Mw:

ERFO071 19347

Arabidopsis thaliana

B4F820_MAIZE (B4F820)

ERF71_ARATH (022259)
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Metabolismo dos carboidratos
(via glicolitica)

Via de sinalizacdo de ETILENO
(fator de transcricao)
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As proteinas inferidas revelaram possiveis viasabtdicas ativas durante o
amadurecimento pos-colheita da graviola. Em frutsgles (tempos 0 e 2° dias), as proteinas
especificas/diferenciais foram relacionadas comnsttacdo de sinal, metabolismo
respiratorio, transporte e sintese de proteinasmJ&utos maduros/senescentes (4°, 6° e 8°
dias) foram encontradas proteinas relacionadasdedesa, energia, trasnporte, transducgéo de
sinal, metabolismo secundario e metabolismo regpica(Tabela 4).

Entre as proteinas identificadas, 4 delas foraaci@hadas com fatores de transcricdo
responsivos ao horménio etileno, spots 1°, 10°agt&o presentes no 6 dspot 22°que esta
presente no 2 dia e spot 2jfe esta presente no 8 dia (Figuras 8, 10 e 1liaimdio que este
horménio estaria atuando em diferentes fases dmegso de amadurecimento pos-colheita da
graviola. Sabe-se que o etileno est4 envolvidondaigdo do inicio do amadurecimento
(PRASANNA; PRABHA; THARANATHAN, 2007) em frutos aiatéricos. O processo se
inicia com a transducdo do sinal, no qual o etilseoliga em célula alvo através de
receptores, desencadeando a ativacdo de fatoretadscricio e inducdo de genes
relacionados ao etileno (GIOVANNONI, 2004). Fatodestranscricdo responsivos ao etileno
(ERFs) séo proteinas que respondem a sinais exlexres para modular a expressao génica
positivamente ou negativamente (GU et al.,, 2008judbs com ameixa revelaram que o
proprio acumulo deERFs estava relacionado com uma producdo diferenaigdatileno
durante o amadurecimento do fruto (EL-SHARKAWY &(009). Desta forma, podemos
sugerir que a presenca de fatores de transcrig@omsivos ao etileno durante a transicéo de
fruto verde para maduro na graviola pode estaddiga producdo de etileno, levando a

inducéo de genes relacionados com o amadurecirderftato.

As transformacdes iniciadas pelo etileno provocamdancas nas caracteristicas
organolépticas do fruto e isso é acompanhado peteeato, diminuicdo ou constancia das
vias metabdlicas no tecido vegetal. Na graviolarffarida a presenca da peroxidase (spot 14,
Tabela 4) no 4° dia de maturacdo. De acordo comALRM al. (2002) essa proteina foi
encontrada no fruto da graviola até o 4° dia dedameimento e a suatividade foi
aumentada nesse periodo. A peroxidase (POD) dsidoreada com as mudangas na cor,
variacbes de aroma, alteracées no teor de vitangnamidancas na textura (KAO, 2003;
CAMPOS et al., 2004; MACIEL et al., 2007). Além stis a peroxidase funciona protegendo
os tecidos vegetais contra os efeitos toxicos fldyHormado durante o metabolismo celular.
As peroxidases (PODs) estao localizadas nas c&akafutas na forma parcialmente soltvel

no citoplasma e parcialmente insolUvel quando Agamlvalentemente e ionicamente a parede
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das células (CLEMENTE, 1998). No periodo de matimagia um aumento da atividade
enzimatica devido ao aumento da solubilidade darend AURENTE; CLEMENTE, 2005)
promovendo maiores mudancas no amadurecimento uto. fPortanto, ela tem sido
considerada uma das principais enzimas respongaelaisiualidade e deterioracdo em muitos
frutos (MELLO; CLEMENTE, 1996). Outra proteina idicada, relacionada com
caracteristicas organoléptica foi a cinamil alcdesidrogenase (CAD) (spot 5, Tabela 4).
Essa enzima esta envolvida na biossintese de ctwsp@omaticos (MITCHELL;
JELENKOVIC 1995). Além disso, ela esta relacionaden o desenvolvimento e defesa da
planta contra estresses abibticos e bidticos (KIBDFSKI et al., 1992; MITCHELL et al.,
1994; RAES et al. 2003).

Ao longo do amadurecimento ocorrem alteracdes lioigas que podem desencadear
um processo de estresse, induzindo a expressagotlinps relacionadas a resposta ao
estresse como as proteinas de defesa. A progeimain-like (GLPs) (spot 18) foi inferida
estar presente no 4°dia do amadurecimento. De @aoom EL-SHARKAWY et al. (2010)
esssa proteina esta relacionada com a defesaaea@smulacdo no amadurecimento do fruto
parece ser regulada pelo etileno. Outra proteifeciomada a defesa de acordo com a
literatura € a proteina inibidora da poligalactass (PGIP) (MATTEO et al., 2006). No
referido estudo tal proteina (spot 6, Tabela 4)inferida ser expressa diferencialmente no 6°
dia do amadurecimento. As PGIPs sédo glicoprotednasntradas em plantas interagindo com
poligalacturonase (PG) secretada por microrganigmtsgénicos. As poligalacturonases séo
enzimas que degradam a acido poligalacturénicoamadp celular. As PGIPs sintetizadas
pelas plantas retardam as funcbes das poligactesn@G), prevenindo a degradacdo da
parede e limitando o crescimento de patégenos aragp(OESER et al., 2002). Os frutos
maduros, nos quais tem sido observada uma mencessgo de PGIPs, sdo mais suscetiveis
ao ataque de patégenos (LORENZO et al., 2001; CHl.e006).0 possivel aumento de
PGIPs no 6° dia de amadurecimento da graviola pudiear o aparecimento de patégenos

contribuindo ainda mais para a degradagao do émdase avancada de amadurecimento.

Algumas proteinas foram relacionadas com a ativagienzimas do metabolismo
energético como enzimas da via glicolitica, ciadokdebs e cadeia transportadora de elétrons
(CTE). A glicdlise é uma via central do metabolismo, ppisndo as demandas energéticas
aumentam subitamente, a glicose € oxidada paraugprodnergia na forma de ATP. Na
glicdlise, varias reacfes sao catalisadas por wgaéscia de 10 enzimas para liberar duas

moléculas do piruvato. Entre essas enzimas estédosa-fosfato isomerase (spot 26), e a
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Gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase (spot 4), fqueam inferidas aqui estar presentes no
amadurecimento da graviola. A triose-fosfato is@ser participa convertendo
diidroxiacetona fosfato em gliceraldeido-3-fosfaROCCO et al. (2006) observou um
aumento dos niveis dessa enzima no tomate madéroa Kliceraldeido 3 fosfato
desidrogenase catalisa uma etapa subsequente dhcuidtica convertendo gliceraldeido 3
fosfato em bifosfoglicerato. Em uva, um fruto ndionatérico, os teores dessa enzima séo
aumentados no fruto verde (GIRIBALDI et al., 20074l diferenca em relacao aos resultados
de graviola, apresentados nesse estudo, podestéicfwo devido a graviola ser um fruto
climatérico e a regulacdo da via glicolitica serismzecessaria no amadurecimento que é

acompanhado por um pico respiratério tipico.

A malato desidrogenase (spot 9) foi identificada6hdia de amadurecimento. Alguns
estudos tém relacionado tais proteinas com o amecichento de frutos. TAUREILLES-
SAUREL et al (1995) observaram que a atividade da malato aegdase foi elevada em
bagas de uva durante o amadurecimento. ROCCO e{(2a06) identificou malato
desidrogenase aumentada em um cultivar de tomadarmaPor outro lado, GIRIBALDI et
al. (2007) identificaram a malato desidrogense, rasve pouca mudanca durante o
desenvolvimento da uvaA malato desidrogenase apresenta isoformas citoasole

mitocondriais.

O aumento da malato desidrogenase (MDH) mitocondnaamadurecimento pode
ser explicado quando avaliamos a sua participag@iometabolismo respiratério. Nas
mitocondrias, a malato desidrogenase atua na réiagéido ciclo de Krebs reduzindo NAD a
NADH e gerando oxaloacetato (OAA) que deve sermegelo ao final de cada volta
(MARZZOCO; TORRES, 2007). A producédo de OAA deve capaz de reagir com outro
acetil-CoA e continuar o ciclo de Krebs, o NADH guaido serd oxidado na fosforilagdo
oxidativa para producdo de ATP (TAIZ; ZEIGER, 20038 no citoplasma, a enzima malato
desidrogenase (MDH) catalisa a reacdo de OAA paatatm produzindo NAD que é
necessario para a glicolise. No entanto, se o maltisolico € transportado para o vacuolo,
entdo a atividade MDH citosolica sera de conduaiméese de malato, a partir de OAA, até
que o equilibrio seja restabelecido. Levando-se@msideracdo que, o acido malico aumenta
durante o amadurecimento da graviola (LIMA et 2002). A malato desidrogenase parece
funcionar no sentido da sintese de acido malice,igiluenciara na qualidade organoléptica
da fruta madura. A glicolise e o ciclo de Krebs s&s do metabolismo primario da célula,

portanto ndo € de surpreender que estas protejteiane presentes em um processo com um
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alto requerimento energético como é o amadureconeBtsas vias estdo ativas no

amadurecimento produzindo substrato para a caded#éttons mitocondrial.

Apés a colheita do fruto, a respiragdo torna-seda® mais importantes processos
fisiolégicos em frutos climatéricos. A mitocondritlesempenha um importante papel no
metabolismo energético, sendo responsavel por om garacteristico de liberacdo de £O
durante o amadurecimento. Entdo, nesse contexfosskca a participagdo de enzimas da
via glicolitica, do ciclo de Krebs, bem como da Caiicontradas como possiveis enzimas

envolvidas no amadurecimento da graviola.

Como enzimas da CTE envolvidas no amadurecimentgralola pode-se inferir
sobre a presenca da NADH ubiquinona oxidoredudsgs® 21), componente do complexo |
da CTE, localizado na membrana interna da mito¢dn@ complexo | (NADH: quinona
oxidorredutase) é um ponto de entrada para elétrarsadeia de transporte de elétrons. Na
mitocondria o complexo | oxida NADH regenerando AN+ para a matriz mitocondrial. Os
dois elétrons da oxidacdo do NADH véo reduzir a Wiquinona) para UQH2 (ubiquinol)
na membrana interna. O complexo | € cada vez meaisnhecido como um dos principais
contribuintes para a formagdo de ROS (espéciewasale oxigénio). No amadurecimento
também foi identificada proteinas da biossintesahliguinona (spot 23). As cadeias laterais
de ubiquinona sdo produzidas através da via dgseisoides. Na verdade, a biossintese de
isoprendides envolve o movimento de acetil CoAeemitocondria e citoplasma. O acetil
CoA utilizado no citoplasma para a biossintesesdpéntenil difosfato (IPP) € derivado a
partir do citrato, que vem do piruvato a partirgli@dlise. Este citrato é transferido para o
citoplasma e entdo transformado em oxaloacetatocetilACOA, que podem entdo ser
incorporados em mevalonato, e, portanto, em IPBseamaformando a cadeia prenil de

ubiquinona.

Curiosamente, além da NADH ubiquinona oxidoredw®asle um possivel aumento
de ubiquinona disponivel, também foi inferida arespao diferencial da oxidase alternativa
(AOX) (spot 7) ao longo do amadurecimento da glavearacterizando assim a participacao
da via alternativa de transporte de elétrons mitddal. A via alternativa de transporte de
elétrons € uma via nao fosforilante, e tem na @dddternativa (AOX) seu principal ponto de
modulacdo. A explosdo respiratoria tipica do preaesle amadurecimento de frutos
climatéricos tem sido associada principalmenteeseirca dessa via alternativa de elétrons
(ALMEIDA et al., 1999; CONSIDINE et al., 2001; BRAS 2002).
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A via alternativa de transporte de elétrons mitoc@h foi muito bem caracterizada
em polpa de graviola durante o amadurecimento plbeita (0 a 8 dias) por BRASIL et al.
(2002). O referido autor estudou essa via de t@tesmle elétrons através da atividade da
AOX, que se apresentou ser no minimo 2 vezes neaomitocondrias de polpa de fruto
maduro quando comparada a de fruto verde. O picproducédo de CPOe etileno foram
coincidentes com o climatérico respiratério, e ocmw@ao mesmo tempo em gque 0 aumento do
consumo de oxigénio pela via alternativa. BRASILakt(2002) através de resultados de
immunoblottings, revelaram a presenca de uma bamdéica 34 k Da em frutos de até 4 dias
pds-colheita. Em frutos do 5° ao 8° dia pos-cothésenescéncia), 3 proteinas com massas
moleculares aparentes de 32, 34 e 36 kDa foranmames. Tais bandas foram relacionadas
com a possivel existéncia de uma familia multiggrda AOX diferentemente expressa
durante o amadurecimento da graviola. Nos resudtatitidos através do presente estudo, a
proteina AOX obtida por inferéncia de pl e MM agr#gava uma massa molecular de 32740
Da (spot 7) que é aproximadamente coincidente corassa molecular de uma das bandas de
AOX detectadas por BRASIL et al. (2002). Entdojrassomo observado por BRASIL et al.
(2002), os resultados presentes, também sugerempantaipacdo da via alternativa de
elétrons no amadurecimento climatérico da gravimaiudo com a regulacdo dessa via pode
envolver além da AOX, quantidade de ubiquinona deoutros componentes da via como a
NADH ubiquinona oxidoreductase.
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6 CONCLUSAO

Neste estudo, o método de extragdo de proteinesia®do para polpa da graviola
permitiu gerar mapas bidimensionais reprodutivagsado possivel a analise comparativa dos

mapas em diferentes estadios de maturacao.

A partir dos mapas bidimensionais foi possivel pegsar e inferir sobre as proteinas
relacionadas ao amadurecimento através de buscharero de daddsniProtKB/Swiss-Prot
e UniProtKB/TrEMBL Entre as proteinas inferidas estavam algumadwdas na regulacao
pelo etileno, defesa do fruto e metabolismo enexgénde foram expressas mais fortemente,

mostrando que essas vias séo ativas e fundamdataiste o amadurecimento.

Os resultados observados no presente estudo tanef@ngam sobre uma participacéo
da via alternativa de elétrons no amadurecimeimoatérico da graviola, entretanto, além da
oxidase alternativa (AOX), outros componentes pareparticipar da regulacdo dessa via

como: quantidade de ubiquinona e ou expressao daNiquinona oxidoreductase.

A investigacédo iniciada neste trabalho revela pessiproteinas alvo para aplicacao
de estratégias bioquimicas e ou moleculares noaterdo amadurecimento pds-colheita da
graviola.
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