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RESUMO

A manga (Mangifera indica L.) € cultivada em areas tropicais e subtropicais,
principalmente em paises em desenvolvimento. Os maiores produtores s&o a india,
China, México, Indonésia, Tailandia, Paquistdo e Brasil, mas, por ser uma fruta
altamente perecivel, suas exportacbes tém sido limitadas. Durante o
amadurecimento, as frutas adquirem caracteristicas que as tornam adequadas para
0 consumo como consequUéncia de alteracbes metabolicas dependentes, em larga
medida, da expressdo de genes especificos. Uma vez que as proteinas sao 0s
elementos efetores da expressdo génica, a analise de proteomas pode auxiliar na
identificacdo de pontos de controle do metabolismo determinantes para a qualidade
desses alimentos. Assim, o objetivo do trabalho é identificar spots de proteinas
diferentemente abundantes durante o amadurecimento a partir dos mapas 2D-DIGE
das polpas de mangas (Mangifera indica L.) da cultivar Keitt nos estadios pré-
climatérico e climatérico. Apds extracdo das proteinas e separacao por 2D-DIGE, as
imagens dos géis obtidas foram analizadas com o software PDQuest, utilizando o
teste T de Student para a andlise estatistica. Dentre 0s spots protéicos bem
resolvidos e considerados na analise, os 47 que apresentaram-se diferentemente
abundantes entre os estadios estudados foram removidos dos géis, suas proteinas
digeridas e, enfim, sequenciadas por espectrometria de massas. Foram obtidas as
identidades provaveis de 58 proteinas diferentes a partir da comparacdo das

sequencias obtidas com banco de dados NCBI2010, utilizando o software Mascot.
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ABSTRACT

Mango fruit (Mangifera indica L.) is cultivated in tropical and subtropical areas, mainly
in developing countries. India, China, Mexico, Indonesia, Thailand, Pakistan and
Brazil are the major producers, but its trade has been limited due the highly
perishable nature of the fruit. During ripening, the fruits acquire characteristics that
make them appropriate for consumption as a consequence of metabolic changes
dependent on the expression of specific genes. As proteins are the effector elements
of gene expression, proteome analysis can help the identification of metabolism
keypoints that could influence the fruit quality. Thus, the aim of this study was to
compare the protein maps of mango pulp (Mangifera indica L. cv. Keitt) in pre-
climacteric and climacteric stages, in order to identify protein spots that differ in
abundance in these two stages. After protein extraction and separation by 2D-DIGE
technique, the gel images obtained were analyzed with PDQuest software, using the
Student’s T-test for statistical analysis. We obtained 47 spots differently abundant
between the stages studied, that were excised from the gels and its proteins digested
with trypsin and sequenced by mass spectrometry. We obtained the identities of 58
distinct proteins from the search of the peptide sequences against NCBI2010

database using the software Mascot.
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SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt ettt et ae ettt et e et eas st e e e sraeseesreaeas 13
I RN 1 0= o £ PP 13
1.2 A importancia do etileno N0 amadureCiMentO............ceeeieeiiriiiiiiiiiiian e e eeeeieens 17
1.3 Gendmica funcional € 0 amadureCimento..............uuuiiiiiieiirieiiiiiii e 20

R I o (0] (=T0 ] 1 (o= RSP 22

2. OBUIETIVO. ..ttt ettt ettt e ettt e e e e e e e s ettt e e e e e e e e e e e nnnnaeeeaaeas 25

3. Material € METOUOS ... .ccoiie i s 26
3.1 Amostragem de mMaterial..........oooeeuiiuiiiiii e 26
3.2 Caracterizac8o do amadureCimentO ...........cceuuurruiiiieeeeeeeeeeiiiee e e e e e eeeaee 26

3.2.1 Medidas de respiracao (CO2) € €tileno ........coevvvieiiiiiiiiiiii e 26
3.2.2 AMIdOo € aGUCAreS SOIUVEIS......uuuiiii e e e e e e 28
3.3 Distin¢do dos estagios fisioldgicos para a analise protedbmica ........................ 28
3.4 Extracdo e quantificacdo de proteinas.............cceieeiieeieiieeiiiiiie e 29
3.5 Eletroforese em condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE).......ccccoeeeevvvvevviinnnnnnn. 30
3.6 COlOraGa0 UOS OIS .. .oiiiiiiiiiieee ettt e ettt e e e e e e et r e e e e e e e e e e e anneees 30
3.7 Eletroforese bidimensional...............uiiiiiiiiiii 31
3.7.1 Focalizacéo isoelétrica (primeira dimenSao) ...........ccevvvvviiiieeeeeeeeeeiiiinnn. 31
3.7.2 SDS-PAGE (segunda diMeNSE0) ........cceuuuuummiiiieeeeeeeeiiiiiiiaee e e 32
3.8 Marcacao das proteinas com fluor6foros (CyDye).......ccoevveeveeeeiiiiiiiiiiiiieeeee, 33
3.8.1 Purificacdo dos extratoS Prot@iCOS..........cuuuuuriiiieeeeeeieiiiiiiie e e e e e e e eeeeaines 33
3.8.2 Padréo interno e amostras para analise 2D-DIGE ...............cccevvvvvviinnnnnnn. 33
3.8.3 Reacao de MarCaGao Prot@ICA ........couuiiiuuiiiiiiiee et 35
3.9 Aquisicao e analise das imagens dOS QEIS ......uuueieeeeeeereeeeiiiiiie e e e e e 35
SRS Tt I =T [ o= T Jo F= S 1 = Vo =] 0 1P 36
3.9.2 Deteccao e validagcao dOS SPOLS.......ccccveeviiiiiiiee e e e e 36
3.10 EXCISA0 dOS SPOLS U8 INLEIESSE ....vvuniiieeeieiieiiiiee et 38
00 R B o TS = Lo T ot o o 10 1] 1] 1 - 38
L2 LC-MSIMS .ot e e a e e e e e e e e e 39

4. RESULTADOS E DISCUSSAOD. ..ot oottt 41
4.1 Caracterizacdo do amadurecimento pos-colheita dos frutos...........cccceeeeeeenne. 41
A A =Y (0 RS 30 [T o] 0] (=T = 1S 45

4.3 Obtencgdo dos mapas protéicos bidimensioNaiS.............evevveveveeeveeeeeeeeeeeeeeeeeene. 46



4.4 Analise diferencial dOS SPOLS .......uiiiiiieiiieeeicie e 50

4.5 Sequenciamento das proteinas por espectrometria de massas...................... 55
4.6 Classificaca@o funcional das proteinas...........ccceeeeeeeriiieiiiiiiine e 67
4.6.1 FiXAGAO0 A€ CAMDONO......uuuiiiiiiiiiiii e 68
4.6.2 CataboliSMO €NEIrgELICO.......uuiiiieeeeeeeeitce et e e e 72
4.6.3 FILOIMMONIOS ...ttt 75
4.6.4 Biossintese de metabolitos SECUNAANIOS .........uuuiiiiiiiiiies 78
4.6.5 Proteinas de defeSa .......coociuiiiiiiiii e 78
4.6.6 RESPOSIA @ BSIIESSE.....uiiiiiiiiiiieeee ettt e et e e e e ees 81
4.6.7 Resposta a estresse OXidatiVO ............uuvuiiieiieeeirieiiiiiiiee e ee e 84
4.6.8 DEMAIS PrOLEINAS ...uuvuiiiiiiiiii s 86
5. CONSIDERACOES FINAIS ....coiieeeeeeeeeeeeeeee ettt eaens 90

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......oooveeeeeeeeeeeeeeeee e 92



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. O Ciclo de Yang e a biossintese de etileno (Modificado de YANG, 1984)........cccccccccvveernen. 18

Figura 2. Interag6es entre os elementos basicos de um sistema biolégico. As setas grossas ilustram a
transcricdo (de DNA para RNA), a traducdo (de RNA para Proteinas), e atividade enzimatica
(proteinas para metabdlitos). As setas mais finas indicam interac6es adicionais. (Modificado de
BAGINSKY, 2009). ... uteiiutieeitieeatee et etee e steeeatee e abeeaabeeesabeeabeeaabeeeaabeeaabeeeasbeeeabbeeambeeanbeeeabeeesbeeeaneeeanneeas 23

Figura 3. Esquema da Mistura dos estratos protéicos das polpas de manga para utilizacdo como
[oF=To [ = To 1 (=1 o T TR PR PERTR 34

Figura 4 . Perfis de respiracdo, producéo de etileno e teores de amido e aglicares sollveis totais em
mangas da cultivar “Keitt” durante 0 amadurecimento pos-colheita de trés diferentes amostragens. (A,
B e C). Valores expressos pela <média> = erro padrao, N = 4. ......ccccveeeiiiieeeiiiiieeesiie e esiee e ssiraee e 42

Figura 5. Perfis de agUcares sollveis durante o amadurecimento da manga Keitt de trés diferentes
amostras (A, B e C). Valores expressos pela <média> £ erro padréo, N = 4. ....coccveeeiviieeeiiieee e i 43

Figura 6. Eletroforese SDS-PAGE (10% poliacrilamida) dos extratos protéicos das amostras de
mangas da cultivar Keitt. Amostras dos grupos pré-climatérico e climatérico respectivos as
amostragens: “A”: pocos 1 e 2, “B": pocos 3 e 4, “C": pocos 5 e 6. Os marcadores de massa molecular
séo representados por MM, eXpresS0S €M KD@. ......eiiiii it e e e e e 46

Figura 7. Perfis dos extratos protéicos das amostras de mangas da cultivar Keitt em 2D-PAGE
(12,5% acrilamida). Imagens representativas dos grupos pré-climatérico (A) e climatérico (B).
Marcadores de massa molecular estdo representados Por MM. .........ccoooiiiiiiiiiiianiniiieeeee e 47

Figura 8. Imagens representativas de separacdes por 2D-DIGE dos extratos protéicos das amostras
de mangas da cultivar Keitt. (A) Amostra pré-climatérica marcada com Cy5. (B) Amostra climatérica
marcada com Cy5. (C) Padrdo interno marcado com Cy3, relativo ao gel da imagem (A). (D) Padréo
interno marcado com Cya3, relativo ao gel da imagem (B). .......oouiiiiiiiiii e 49

Figura 9. Gel 2D-DIGE com indicacéo dos spots de proteinas com variagdo de abundancia durante o
amadurecimento da manga. A imagem representativa do gel 2D-DIGE foi gerada pela combinacao
das imagens individuais de fluorescéncia de dois géis. Em cada gel foi aplicado o pool das amostras
(marcado com Cy3) e o extrato de proteinas de mangas pré-climatéricas ou o de mangas climatéricas
(marcado com Cy5). As imagens de fluorescéncia Cy5 dos dois géis foram combinadas, sendo
arbitrariamente atribuida cor azul para representar a fluorescéncia derivada das proteinas da amostra
de mangas pré-climatéricas e cor vermelha para a fluorescéncia das proteinas de mangas
climatéricas. Os nimeros no alto indicam a faixa de separacéo da focalizacao isoelétrica (pH 4-7) e a
esquerda esta indicada a posicdo dos marcadores de peso molecular (97 kDa a 14,4 kDa). As setas
destacam os spots estatisticamente diferentes, selecionados pelo teste T de Student (p<0,05), e
identificados pelos respectivos nimeros de identificagdo (SSP) gerados pelo software PDQuest (Bio-
Rad). Intensidades médias descritas conforme tabela 2. ... 54

Figura 10. Classificacdo funcional das proteinas inferidas a partir da identificacdo dos peptideos
sequenciados dos spots com variacdo de abundancia durante 0 amadurecimento. ..........ccccceeeeevinnes 67

Figura 11: Fixacdo de Carbono em organismos fotossintéticos (Adaptado de Kegg Pathway
ko00710). As enzimas catalizadoras de cada etapa do processo estéo identificadas por seus numeros
EC dentro dos retangulos. Os retdngulos sem preenchimento ndo foram identificados e apenas
ilustram e completam as outras etapas. Os retangulos destacados em verde indicam as enzimas
identificadas em maior abundancia no estadio pré-climatérico nas amostras de mangas da cultivar
Keitt: EC 1.1.1.82; 1.1.1.37; 1.1.1.39; 1.1.1.40 — enzimas malicas/malato desidrogenase; EC 2.6.1.1
— aspartato aminotransferase; EC: 2.2.1.1 - trancetolase; EC: 2.7.2.3 — fosfoglicerato quinase; EC
4.1.1.39 — subunidade grande da Rubisco; EC: 5.3.1.1 — triosefosfato isomerase..............cccccvveeeeennn. 69



Figura 12 : Glicdlise e gliconeogénese (Adaptado de Kegg Pathway 00010). As enzimas catalizadoras
de cada etapa do processo estdo identificadas por seus nimeros EC dentro dos retangulos. Os
retdngulos sem preenchimento ndo foram identificados e apenas ilustram e completam as outras
etapas. Os retangulos destacados em verde indicam as enzimas identificadas em maior abundancia
no estadio pré-climatérico nas amostras de mangas da cultivar Keitt: EC 2.7.2.3 — fosfoglicerato
quinase; EC 5.3.1.1 — triosefosfato isomerase; EC 5.4.2.2 — fosfoglicomutase; EC 4.2.1.11 — enolase;
EC 1.2.1.3 — aldeido desidrogenase. O retangulo destacado em vermelho indica a enzima identificada
em maior abundancia no estadio climatérico: EC 1.1.1.1 — alcool desidrogenase. ..........cccccuvvveeevienns 71

Figura 13. Sintese de etileno a partir do metabolismo dos aminoacidos cisteina e metionina.
(Adaptado de KEGG Pathway ko00270, 2010). As enzimas catalizadoras de cada etapa do processo
estao identificadas por seus nimeros EC dentro dos retédngulos. Os retangulos sem preenchimento
ndo foram identificados e apenas ilustram e completam as outras etapas. Os retangulos destacados
em verde indicam as enzimas identificadas em maior abundancia no estadio pré-climatérico nas
amostras de mangas da cultivar Keitt: EC 2.5.1.6 — AdoMet sintase; EC 3.3.1.1 — S-adenosil-L-
homocisteina hidrolase; EC 2.5.1.47 — CISteiNa SINASE. ........cccevviiiiiiiriieree e 77

Figura 14. Ciclo glutationa-ascorbato. (Adaptado de JIANG e FELDMAN, 2005 e KEGG Pathway
00053). As enzimas catalizadoras de cada etapa do processo estdo identificadas por seus nomes
dentro dos retangulos. As enzimas ascorbato peroxidase (EC1.11.1.11) e dehidroascorbato redutase
(EC 1.8.5.1) foram encontradas em maior abundancia no climatérico. As outras enzimas apenas
ilustram as outras etapas O CICIO. ........oiiii it e e e e e e e e e e e e e enneeeeeeas 85

Figura 15. Metabolismo de metilglioxal (Adaptado de KEGG Pathway 00620). As enzimas
catalizadoras de cada etapa do processo estdo identificadas por seus numeros EC dentro dos
retdngulos. Os retangulos em azul ndo foram identificados e apenas ilustram e completam as outras
etapas. O retdngulo destacado em vermelho e branco indica que a enzima foi identificada em maior
abundancia no estadio climatérico nas amostras de mangas da cultivar Keitt: EC 4.4.1.5 —
lactoilglutationa liase (QIOXAIASE 1)......uuiiiiiiiiiiiiiiiie e e s e e e e e e s e e e e e s s e e ee e e e e e s nnnreneees 87



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Composicdo das misturas de extratos protéicos marcados com fluoréforos utilizados na
=L E= V[ TSTCIN o] o) (=0 3 1o VR RS 34

Tabela 2. Intensidade média dos spots selecionados pelo teste T (p<0,05). ....ccoovcvvveieeeeeiiiciiieeneeenn, 51

Tabela 3. Proteinas de Mangifera indica L. identificadas através da analise DIGE durante o
amadureCimento O frULO. ... ... e nanan 57



13

1. INTRODUCAO

1.1 Amanga

A manga (Mangifera indica L.) € uma dicotiledénea da familia Anacardiaceae,
cultivada nos tropicos, bem com nas areas subtropicais, principalmente em paises
em desenvolvimento. Existem mais de 150 cultivares de manga produzidas no
mundo, sendo o género alimenticio mais importante para os habitantes dos trépicos,
depois da banana (LIZADA, 1993; MOLINA et al., 2004).

Rica em agua, carboidratos, acidos organicos, pigmentos, vitaminas e
minerais, sua qualidade e valor nutricional € influenciado pelas diferentes cultivares,
pelas suas caracteristicas metabolicas e condicbes ambientais de desenvolvimento
e pelo estadio de maturidade (MANICA et al., 2001).

Diversos frutos carnosos, durante sua maturagdo, mostram um aumento
rapido e significativo em sua taxa respiratoria que pode coincidir com mudancas
esperadas em sua cor, sabor e textura. Frutos que exibem este padrao respiratorio
sao classificados como climatéricos. Este pico respiratério marca o ponto maximo do
amadurecimento do fruto e o inicio de sua senescéncia. Além disso,
concomitantemente, ha um aumento dramatico na biossintese do horménio gasoso
etileno, que gradualmente declina (TAIZ, 2002; THARANATHAN, 2006; FENNEMA,
2007).

A manga é considerada climatérica, apesar de muitas divergéncias existirem
sobre 0 momento exato quando o climatério ocorre, variando entre as diversas
cultivares (LIZADA, 1993; BERNARDES SILVA, 2000). Seu amadurecimento é um
processo complexo e geneticamente programado, que promove uma infinidade de
transformacdes bioquimicas, deixando os frutos com caracteristicas adequadas para
o consumo, fornecendo importantes nutrientes e compostos com atividade bioldgica,
como as fibras alimentares e anti-oxidantes (GIOVANNONI, 2001).

Em média, a maturacdo poés-colheita da manga pode levar de 2 a 9 dias,
dependendo do cultivar e do grau de maturidade no momento da colheita (MANICA
et al., 2001).

Seu amadurecimento ndo é prolongado o suficiente para permitir o transporte
de longas distancias e, por este motivo, apesar do grande volume comercializado, as
exportacdes de manga tém sido limitadas. (LIZADA, 1993; BERNARDES SILVA,
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2004). Ainda assim, o Brasil, a india e o México, dominam o mercado de
exportacbes de manga, e, além destes, outros paises asiaticos também estédo
presentes na lista dos maiores produtores mundiais, como China, Indonésia,
Tailandia e Paquistao (FAO, 2007).

O Brasil oferece excelentes condi¢gbes para desenvolvimento e produgéo da
manga. Contudo, a producdo esta concentrada em poucas cultivares, sendo que a
cultivar Tommy Atkins domina cerca de 80% da area plantada (PINTO et al., 2002).
Dentre outras cultivares de importancia comercial no Brasil, pode-se citar: Bourbon,
Extrema, Irwin, Espada, Rosa, Uba, Kent, Haden, Palmer, Van Dyke e Keitt.

Segundo Bernardes Silva (2000), as cultivares Van Dyke e Haden
apresentam pico respiratorio no quarto dia pés-colheita, enquanto Tommy Atkins n&o
apresentou pico respiratorio significativo no mesmo periodo, sugerindo a
possibilidade de té-lo ocorrido anteriormente a colheita, entretanto, houve um leve
aumento na taxa respiratoria ao fim do amadurecimento. Foi sugerido que nessas
trés cultivares, a producédo de etileno estaria relacionada com a senescéncia e nao
com o pico respiratorio, sendo dificil precisar a ocorréncia das principais mudancas
fisico-quimicas do amadurecimento, o que dificulta estudos mais detalhados sobre
algumas alteracbes metabdlicas importantes para a qualidade.

Em contraste a diversas cultivares, o amadurecimento dos frutos da cultivar
Keitt estd diretamente ligado a sua colheita. Durante seu desenvolvimento,
apresenta baixos niveis de acucares e cerca de 8% em massa de amido acumulado
em sua polpa, que, em poucos dias apds sua colheita, é degradado, contribuindo
para a sintese e o acumulo dos acUcares solaveis. Além disso, apresenta
comportamento tipico de um fruto climatérico, com picos de etileno enddgeno e
respiracéo claramente definidos (BERNARDES SILVA et al., 2003; PERONI et al.,
2008; BERNARDES SILVA et al., 2008).

As mudancas fisicas e quimicas que ocorrem nos frutos durante o
amadurecimento sao irreversiveis e muitas estao relacionadas com a degradacao de
organelas e constituintes quimicos, bem como a acdo de enzimas, que afetam sua
qualidade e conservagdo apds a colheita. Durante o amadurecimento da manga,
ocorrem varias alteragdes na firmeza da polpa, na composicdo e teor dos acidos
organicos, nos teores de amido, acUcares totais, compostos fendlicos e
carotendides, na pigmentacdo da casca e da polpa, na diminuicdo de acidez, entre

outros, correspondendo as mudancgas dos fatores sensoriais: cor, textura, sabor e
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aromas. Estes fatores, além de deixarem o fruto mais atrativo para o consumo,
deixam-no mais sensiveis a infec¢cdes por patdégenos, a injurias mecéanicas e a
variacfes de temperatura durante seu armazenamento e transporte (LIZADA, 1993;
BERNARDES SILVA, 2004; THARANATHAN, YASHODA e PRABHA, 2006;
CHITARRA e CHITARRA, 2005; BRECHT e YAHIA, 2009).

A coloracdo da casca de mangas é a principal caracteristica utilizada pelo
consumidor para julgar a qualidade do fruto maduro e sua alteragdo ocorre atraves
da degradacéao da clorofila presente nos cloroplastos, durante sua transformacéo em
cromoplastos e consequente sintese de outros pigmentos amarelados e
avermelhados (AWAD, 1993; LIZADA, 1993).

A perda da coloracdo verde da casca indica o amadurecimento do fruto e é
evidente em diversas cultivares, porém, algumas cultivares como a Keitt, ainda
retém tons esverdeados, mesmo quando madura, apresentando tons mais
avermelhados quando ja em estado de senescéncia (BRECHT e YAHIA, 2009).

A polpa contém altas concentracdes de carotendides, que aumentam com o
amadurecimento, desenvolvendo coloracdes que variam de creme a amarelo-
alaranjado intenso, dependendo da cultivar (EMBRAPA, 2004; BRECHT e YAHIA,
2009).

Na cultivar Keitt, o teor total de carotendides aumenta de 12,3 para 38,0 ug/g
do estadio “de vez” para o maduro, ja na Tommy Atkins, 0 aumento é de 17,0 para
51,2 ug/g, sendo os carotendides [-caroteno e violaxantina 0s principais
responsaveis por este aumento em ambos casos. Além destes carotenoides, sao
encontrados outros como a B-criptoxantina, zeaxantina, luteoxantina e neoxantina,
que, assim como 0 B-caroteno e violaxantina também atuam como pré-vitamina A,
contribuindo com a melhoria do valor nutricional do fruto (MERCADANTE,
RODRIGUEZ-AMAYA e BRITTON, 1997; MERCADANTE e RODRIGUEZ-AMAYA,
1998).

Seguida da mudanca de cor, a diminuicdo da firmeza da polpa é a
transformacdo mais caracteristica durante o amadurecimento, pois afeta diretamente
sua qualidade, vida de prateleira e a resisténcia ao transporte e ao ataque de
microorganismos (AWAD, 1993; LIZADA, 1993).

A alteracdo da textura ocorre principalmente devido aos fatores: perda de
agua, podendo reduzir de 5 a 10% da massa fresca do fruto diminuindo sua turgidez;

degradacdo do amido em frutos onde seu teor € muito alto; e devido a hidrolise
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enziméatica de pectinas, celulose e hemicelulose provocando alteracdes nas
estruturas da parede celular e da lamela média (AWAD, 1993; TUCKER, 1993).

O amaciamento de mangas € iniciado na parte interna da polpa, préximo a
semente, progredindo para camadas mais externas do fruto. Em mangas das
cultivares Tommy Atkins e Keitt, foi verificado que as partes mais internas das
polpas, préximo a semente, possuem menor textura que as partes externas, abaixo
da casca, mas em mangas Keitt, a parte exterior se mantém firme por mais tempo do
gue na cultivar Tommy Atkins (LAZAN et al., 1993; MITCHAM e McDONNALD,
1992).

Os valores médios avaliados na firmeza das mangas sdo decrescentes com o
avanco da maturacao e variam entre as cultivares. No Brasil, hA uma indicacao de
valores antiga, utilizada como norma, em que os frutos que com valores entre 8,5 a
11,4 kgf, medidos com um penetrdmetro, estariam aptos para serem exportados
(MANICA et al., 2001).

O sabor e 0 aroma sdao critérios importantes no valor de mercado de toda fruta
e sao resultados de uma complexa interacdo entre diversas substancias,
principalmente entre os acgUcares, 4cidos organicos e compostos volateis (AWAD,
1993).

No desenvolvimento de mangas, ha o acumulo de amido, que é hidrolisado
rapidamente durante a maturacdo apos a colheita, contribuindo com o aumento no
conteudo de sélidos soluveis totais (SST — medidos em °Brix) e com o sabor doce da
fruta, elevando o contetdo dos agucares glicose, frutose e sacarose, sendo este o
mais predominante no fruto maduro (AWAD, 1993; LIZADA, 1993; BERNARDES-
SILVA, 2000; MANICA et al., 2001).

Em mangas pré-climatéricas fisiologicamente desenvolvidas ha predominio
dos &cidos malico e citrico e, em menores quantidades, oxalico, succinico,
oxalacético, alfa-oxiglutarico e piravico (MANICA et al, 2001). Com o
amadurecimento, hd um decréscimo no conteudo destes acidos e consequente
aumento no pH, devido sua utilizacdo como fonte de energia no processo
respiratério celular e, também, como fonte de carbono na sintese de agucares
(CHITARRA e CHITARRA, 2005; BERNARDES-SILVA, 2000). A manga Keitt é
considerada um fruto acido, apresentando valores de pH entre 3,69 a 5,4 (MANICA
et al., 2001).
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O aroma caracteristico da fruta contribui significativamente para o seu sabor e
se deve a presenca de compostos volateis sintetizados principalmente durante os
estadios finais da maturacdo. A manga representa um exemplo Unico, em que cada
cultivar apresenta alta diversidade de odores (PANDIT et al., 2010). J& foram
identificados mais de 300 compostos volateis em 20 cultivares diferentes de mangas
(PINO et al., 2005), porém, muitos ndao contribuem diretamente com o aroma do
fruto. Os volateis ativos mais predominantes em alguns cultivares séo terpenos,
lactonas, aldeidos, ésteres e alguns acidos graxos (AWAD, 1993; BRECHT e
YAHIA, 2009).

Os frutos da cultivar Keitt sdo muito grandes, de forma ovalada, alongada,
oblonga, chegando a pesar mais de 1 kg, com cor amarelo-esverdeada e sinais
fracos de vermelho. Sua polpa € sulcosa e firme, com maior numero de fibras nas
proximidades da base ou perto da semente. Essa cultivar é considerada irma da
Tommy Atkins, tendo sido introduzida no Brasil na década de 60, junto com as
cultivares Palmer, Van Dyke, Irwin, Rubi e outras (MANICA et al., 2001; EMBRAPA,
2004).

As caracteristicas do amadurecimento de mangas da cultivar Keitt, com pico
respiratério e de producdo de etileno claramente definidos, associados com a
degradacdo do amido e a sintese de agucares sollveis no periodo de alguns dias
apos a colheita, fazem dessa variedade um interessante modelo para estudos sobre

0 amadurecimento da manga.

1.2 A importancia do etileno no amadurecimento

Durante a maturacao, as diversas mudancas bioquimicas e estruturais que
ocorrem nos frutos sdo resultados da acédo de diversas enzimas, coordenadas a
partir de genes e de hormoénios vegetais, como o etileno, considerado o gatilho do
amadurecimento (CHAVES, 2006).

O etileno, que se apresenta na forma gasosa, atua como hormdnio vegetal
afetando muitos processos do desenvolvimento da planta como o metabolismo
celular, a germinacdo de sementes, senescéncia de flores e folhas, crescimento e
diferenciacdo de raizes, abscisdo de folhas e o amadurecimento de frutos. Esse
horménio é biologicamente ativo em quantidades minimas e seus efeitos fisioldgicos

sdo extremamente importantes. Tanto os frutos climatéricos como 0s nhao-
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climatéricos sao capazes de produzi-lo, mas apenas nos primeiros esta sintese
ocorre de maneira autocatalitica, ou seja, o proprio hormdnio induz a expressao das
enzimas responsaveis por sua producao (TAIZ, 2002; THARANATHAN, 2006).

Esse horménio vegetal é sintetizado a partir de intermediarios do ciclo da
metionina ou Ciclo de Yang, apresentado na figura 1 (YANG, 1984). A etapa
limitante do processo é a conversédo da S-adenosil-metionina (AdoMet) em acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), catalisada pela S-adenosil-L-metionina
metil-tio-adenosina-liase (ACC sintase). A Ultima etapa do ciclo, a conversdo do ACC
em etileno, requer oxigénio e é catalisada pela enzima ACC oxidase (1-

aminociclopropano carboxilato oxidase). O grupo H3C—S da metionina é “reciclado”

pelo Ciclo de Yang e entdo conservado para a sintese continua.
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Figura 1. O Ciclo de Yang e a biossintese de etileno (Modificado de YANG, 1984).
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A liberagdo enddgena do etileno apds a colheita dos frutos desencadeia
alteracdes quase que imediatas em alguns frutos, tornando-os propicios a infestacédo
por patogenos e a perda pos-colheita, diminuindo assim a vida de prateleira dos
mesmos e alterando seu valor comercial (GIOVANNONI, 2001). De forma similar,
reagOes controladas pelo etileno durante o amadurecimento podem ser induzidas
pela exposicdo da fruta a atmosfera contendo etileno exégeno, de modo a produzir
coloracdo externa homogénea, por exemplo (SALVEIT, 1999).

Dentre as técnicas aplicadas na pos-colheita de frutos, a aplicacdo de
inibidores de etileno promove o retardo no amadurecimento, permitindo estender a
vida Gtil de prateleira e, assim, o prazo de comercializacéo.

Este controle do amadurecimento por parte do etileno ocorre devido a
modulacdo de um grande numero de genes, envolvidos em uma série de reacbes
metabdlicas, gerando respostas distintas e de intensidade variavel em diferentes
tecidos vegetais (CHAVES, 2006).

Analises moleculares da acédo do etileno geram informacdes que, juntamente
com analises da utilizacdo de seus inibidores, facilitam a descoberta de genes
etileno-dependentes cujas expressdes possam estar relacionadas a regulacdo do
amadurecimento de frutos e seus atributos de qualidade.

Em estudo com tomates mutantes caracterizados pelo amadurecimento
inibido, Lincoln e Fisher (1985) observaram que niveis baixos de producéo de etileno
reduziram e até inibiram transcricdo de alguns genes. Nos ultimos anos, vém-se
identificando familias de genes, genes especificos e fatores de transcricdo (CHEN et
al., 2005), que regulam a sensibilidade de diferentes vegetais ao etileno, podendo
induzir ou até inibir o amadurecimento em tomate (ALBA, et al., 2005) e em kiwi (YIN
et al., 2008).

Hadfield et al. (2000) isolaram 16 cDNAs de expressao regulada durante o
amadurecimento de meldes cv. Charentais. Ao utilizar a fruta mutante, com inibicdo
do gene que codifica a enzima ACC oxidase, observou a existéncia de trés grupos
de genes com expressao reduzida: dois deles influenciados pela exposi¢cao da fruta
ao etileno, sendo um grupo sem alteragbes significativas e um grupo regulado por
vias independentes do etileno; e o um terceiro grupo maior, aparentemente
independente do etileno, porém, regulado por outros fatores dependentes do etileno.

Todos estes estudos mostram que a expressao génica € determinante para a

ocorréncia dos eventos caracteristicos do amadurecimento de frutos climatéricos,
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exemplificado pela maneira como o etileno desencadeia seus efeitos. A
compreensao da regulacdo do amadurecimento, de como e quais genes Sao
ativados e/ou desativados, pode ser a chave do entendimento do processo.

Uma vez que um conjunto de genes é afetado e existe relacéo entre eles, é
necesséaria a utilizacdo de metodologias abrangentes como as ferramentas da
gendbmica funcional. Assim, é possivel o esclarecimento de questbes do
metabolismo que possam contribuir para a resolugcdo de questdes praticas que

dizem respeito a um produto de grande importancia comercial como a manga.

1.3 Genbmica funcional e o0 amadurecimento

A determinacao da sequéncia completa do genoma humano foi um importante
passo no campo da genética (KANDPAL et al., 2009) e 0 mapeamento de genes em
plantas também acompanhou este avanco. Hoje em dia, diversas plantas superiores
como a Arabidopsis thaliana, o arroz (Oryza sativa), o alamo (Populus sp.) (LONG et
al., 2008), o milho (Zea mays) (SCHNABLE et al., 2009), o cacau (Theobroma
cacao) (ARGOUT et al., 2011), dentre outras, tém seus genomas completamente
seqguenciados.

Porém, apenas com sequéncias completas de nucleotideos no DNA néo é
possivel elucidar muitos dos processos biologicos. As células de um organismo,
apesar de possuirem 0 mesmo genoma, apresentam diferentes funcgdes,
morfologias, composi¢cdo de proteinas expressas e metabdlitos, o que tornou
importantissimo o estudo da expressdo dos genes, a quantidade expressa e o
funcionamento dos seus produtos.

Um amplo estudo do genoma, com o objetivo entender como 0s genes e a
informacéo genética estdo organizados no DNA presente nos nucleos das células, e
como essa organizacdo determina a sua funcdo é o que caracteriza os estudos
sobre gendmica funcional (HATZIMANIKATIS, 2000). Na caracterizacao funcional de
um genoma, ao contrario dos métodos tradicionais, sdo necessarios estudos
abrangentes, de alta resolucdo e de quantificacao rigorosa dos produtos do genoma,
levando a novos campos de pesquisa: a transcriptdmica (estudos com mRNA), a
protedmica (proteinas) e a metabolémica (metabolitos). As abordagens “Gmicas”
visam o entendimento do metabolismo celular como um todo, integrado, e ndo em

partes diferentes e independentes (ZHANG et al., 2010). A modulacdo da expressao
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génica pode ser efetuada na transcricdo, nas taxas de degradacdo de mRNAs e
proteinas, nos niveis de eficiéncia da traducdo e distribuicdo das proteinas entre
compartimentos subcelulares. Aléem disso, a regulacdo da transcricdo e da atividade
enzimatica pode ocorrer por acumulo de metabdlitos e interacdes regulatorias dos
acidos nucléicos entre si e com as proteinas, evidenciando a complexidade do
controle genético do amadurecimento (SMITH et al., 1977; GIOVANNONI, 2001;
BAGINSKY, 2009).

A transcriptbmica se baseia no estudo da expressdo dos genes, na qual
moléculas de mRNA produzidas na célula a partir de seu genoma sdo estudadas,
possibilitando a obtencdo de dados mais precisos sobre a regulacdo da transcricao.
Entretanto, devido a mecanismos de regulacdo pos-traducdo, a quantidade de
proteinas expressas pode nao ser proporcional a quantidade de mRNA produzido.
Assim, visando uma caracterizacdo em larga escala, tem-se a protedmica, definida
como a andlise sistematica de “todas” as proteinas de uma célula ou tecido em um
determinado momento, sob uma dada condicdo, refletindo a expressdo das
moléculas que mais influenciam a bioquimica e o funcionamento celular. Ja a
metabolémica é o estudo dos metabdlitos em funcdo de condicbes genéticas ou
ambientais e permite o estudo de mecanismos de regulacédo do metabolismo celular
(CULLIS, 2004; SILVA e SILVA et al., 2007; BAGINSKY. 2009).

A integracdo dos dados produzidos pelas diferentes “6micas” contribuem
enormemente para a identificacdo de pontos chave no entendimento de processos
de interacao, regulacdo e caracterizacao de sistemas biolégicos (FUKUSHIMA et al.,
2009). Na éarea agricola, com o genoma sequenciado, 0S genes previstos e suas
funcdes definidas, a transferéncia e a expressdo de genes exdgenos em ceélulas
vegetais tornam-se poderosas ferramentas para pesquisa e geracdo de plantas
transformadas, com fendétipos Uteis e perceptiveis, inatingiveis por melhoramento
genético convencional como, por exemplo, a producdo de proteinas com capacidade
de promover resisténcia a insetos, virus, herbicidas (POZUETA-ROMERO, 2002;
LONG et al.,, 2008), enriqguecimento do valor nutricional (PAINE et al., 2005;
BUTELLI et al., 2008) e producao de vacinas (SANDHU et al., 2000).

Como apresentado no item anterior, a expressao da informacéo genética &
um evento de fundamental importancia na pds-colheita, pois coordena as alteracées
no aroma, sabor, cor e textura durante o amadurecimento dos frutos. Com base em

estudos sobre o tomate, genes envolvidos em alteragbes como o acumulo de
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acucares soluveis, degradagédo da parede celular e sintese de pigmentos durante a
maturacdo ja sao conhecidos (GIOVANNONI, 2004; ALBA et al., 2005;
THARANATHAN, 2006; FENNEMA, 2007; GODOY et al., 2009). A analise de frutas
transformadas geneticamente e estudos da expressdo de diversos genes
relacionados ao amadurecimento sugerem a existéncia de uma cascata regulatoria
do amadurecimento, ainda a ser definida (GIOVANNONI, 2004).

Diversas vias metabolicas sdo dependentes da expresséo de alguns genes de
enzimas relacionadas ao amadurecimento. Niveis aumentados de enzimas
especificas podem ser observados em numerosos vegetais apés a colheita, durante
a maturacdo de frutos, como aldolase, carboxilase, clorofilase, fosforilase,
peroxidase, fenolase, transaminase, invertase, fosfatase, o-metiltransferase,
catalase e oxidase de acido indolacético. Muitas dessas enzimas surgem como
resultado da sintese de novo e tém uma meia vida in situ relativamente curta
(GIOVANNONI, 2004; THARANATHAN, 2006; FENNEMA, 2007).

A composicao protéica celular € dinamica, varia em resposta as condicdes
externas impostas a planta ou com seu proprio estagio de desenvolvimento. Desse
modo, a analise em escala gendmica da expressao protéica é relevante, uma vez
gue aprofunda o conhecimento dos principais agentes do metabolismo celular,
complementa os estudos das outras abordagens e pode revelar informacodes

importantes sobre o amadurecimento.

1.3.1 Protebmica

A analise protedmica tem um papel central na biologia, pois complementa a
analise do genoma, do transcriptoma e do metaboloma (figura 2). O proteoma é o
resultado da expressdo génica, sintese ribossomal e degradacdo proteolitica.
Representa uma importante fonte de informacéo, sendo um dos campos que mais se
desenvolve na pesquisa bioldgica em grande escala, pela -caracterizacéo
quantitativa e qualitativa da expressao protéica global, incluindo a sintese de
polipeptideos, degradagdo, modificacdes pds-traducédo, sinalizagdo e interacdo das
proteinas com outros componentes celulares. O proteoma € o produto direto do
genoma transcrito e traduzido gerando informacdes cruciais para a compreensao
global do funcionamento celular (BAGINSKY, 2009; ROSE e SALADIE, 2005;
WILKINS et al., 1997; ZOLLA et al., 2008).
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proteina/proteina:
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dindmicos e estaticos
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Figura 2. Interacdes entre os elementos basicos de um sistema biol6gico. As setas grossas ilustram a
transcricdo (de DNA para RNA), a tradugdo (de RNA para Proteinas), e atividade enzimatica
(proteinas para metabdlitos). As setas mais finas indicam interac6es adicionais. (Modificado de
BAGINSKY, 2009).

Dentre as inUmeras aplicacdes da protedbmica, pode-se citar na medicina a
identificacdo e desenvolvimento de biomarcadores, alvos de drogas, diagndstico e
prognostico de doencas (AHMED, 2010). Em ciéncia dos alimentos, a protedmica ja
foi aplicada no estudo de equivaléncia de culturas transgénicas, controle de
qualidade, rastreabilidade (JORRIN-NOVO et al., 2007), verificacdo de efeitos
adversos da transgenia e avaliacdo da variabilidade natural de culturas, dentre
outros (RUEBELT et al., 2006).

Atualmente, a eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-PAGE),
combinada com a espectrometria de massas (MS) ainda é o método mais
amplamente utilizado para comparar proteomas de plantas na tentativa de identificar
proteinas diferencialmente expressas (ZOLLA et al., 2008).

A eletroforese bidimensional separa as proteinas de acordo com seu ponto
isoelétrico e massa molecular. Tradicionalmente, a identificacdo de diferencas
estatisticamente significativas entre dois ou mais mapas protéicos por géis 2-D exige
a corrida e analise de um grande namero de géis. No entanto, a reprodutibilidade na
comparacdo de proteomas por este método € diminuida devido as variacdes
técnicas na preparacdo de amostras e nos parametros de corrida dos géis. A anélise
das imagens e validacdo dos spots em diferentes géis pode ser uma tarefa

complicada quando os padrées diferem ou quando apenas mudancas sutis nas
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proteinas de menor importancia estao presentes (WANG et al., 1997; CARPENTIER
et al., 2005; KNOWLES et al., 2003).

Uma forma eficaz na tentativa de eliminar a variacdo de gel para gel € a
utilizacao da técnica de eletroforese em gel diferencial (DIGE) que permite a analise
de até trés proteomas em um unico gel, sendo um padréo interno comum a todos os
géis, e duas amostras diferentes marcadas com fluoréforos distintos (CyDye) (UNLU
et al., 1997). Assim, apenas as proteinas marcadas com seu proéprio fluoréforo séo
visualizadas. Além disso, a DIGE emprega marcacéo de proteinas com uma ampla
faixa dindmica de deteccdo e apresenta sensibilidade superior a coloragdo de géis
por métodos com prata, possibilitando a realizagcdo de estudos protedmicos de
natureza quantitativa com maior precisao, exatiddo e sensibilidade (TONGE et al.,
2001; KNOWLES et al., 2003).

Informagbes sobre as maiores variacbes protéicas durante o
desenvolvimento, amadurecimento e resposta a diferentes tipos estresses de
algumas frutas de importancia comercial ainda sdo escassas e limitadas a alguns
frutos como tomate (ALBA et al.,, 2005; ROCCO et al.,, 2006; FAUROBERT et al.,
2007; PAGE et al., 2010), morango (BIANCO et al., 2009), péra (PEDRESCHI et al.,
2009), péssego (RENAULT et al., 2008; LARA et al., 2009; BORSANI et al.,2009;
NILO et al., 2010; ZHANG et al., 2010), laranja (KATZ et al., 2007; MUCCILLI et al.,
2009) e limdo (PIGNATARO et al.,, 2010). Até o presente momento ndo se tem
conhecimento sobre publicacfes deste género relacionadas a manga.

Como dito anteriormente, mangas da cultivar Keitt apresentam
comportamento tipico de frutos climatéricos, o que as tornam modelo para estudos
relacionados ao amadurecimento da fruta. Suas etapas durante 0 amadurecimento
pos-colheita sdo distintas e bem definidas facilitando a identificacdo de proteinas
diferencialmente expressas ao comparar dois estadios deste periodo.

Uma melhor compreensdo molecular do amadurecimento pés-colheita de
mangas Keitt pode contribuir para o desenvolvimento de novas variedades, para
melhorar o entendimento sobre processos fundamentais na melhoria da qualidade e
também para desenvolvimento de tecnologias para o controle do amadurecimento.

Assim, o desenvolvimento dos mapas protéicos de mangas Keitt utilizando a
tecnologia DIGE pode trazer informacdes sobre as alteragcdes moleculares sofridas
pela manga, em se tratando de proteinas, durante o amadurecimento e tambéem

revelar proteinas que possam atuar no controle de pontos especificos do processo.
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2. OBJETIVO

Identificar proteinas com significativa variacdo de abundéncia durante o
amadurecimento da manga (Mangifera indica cv. Keitt), a partir da comparacao dos

mapas protéicos das polpas de mangas nos estadios pré-climatérico e climatérico.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Amostragem de material

Frutos de mangueira (Mangifera indica L.) da cultivar Keitt foram obtidos de
uma producdo comercial localizada no municipio de Joanopolis, Estado de Séao
Paulo. Os frutos, que estavam no ponto de colheita comercial, ainda pre-
climatéricos, foram colhidos de maneira aleatdria pelo produtor e trazidos para o
laboratério no mesmo dia.

Para as analises de acompanhamento do amadurecimento, os frutos foram
lavados com agua corrente, divididos aleatoriamente em dois grupos e armazenados
em duas camaras com temperatura (25°C) e umidade (90%) controladas e
amostrados durante seu periodo de amadurecimento pés-colheita. Desse modo,
foram realizados dois experimentos distintos de caracterizagdo do amadurecimento,
de maneira simultanea, intitulados “A” e “B”. Uma terceira amostragem, “C”,
caracterizada anteriormente a este trabalho em nosso laboratério por Bernardes

Silva (2004), também foi utilizada para a andlise protedbmica.

3.2 Caracterizacédo do amadurecimento

3.2.1 Medidas de respiracédo (CO ») e etileno

Para os ensaios de medidas de respiracao (CO,) e etileno de cada uma das
amostragens “A” e “B”, quatro frutos foram amostrados de cada uma das camaras
durante todos os dias até a senescéncia.

Seringas plasticas, sem émbolo, de volume conhecido (74 mL), e com os
bicos conectados a tubos plasticos vedados, foram anexadas pela base a casca dos
frutos integros com auxilio de fita adesiva, de forma a constituir uma camara capaz
de concentrar os gases produzidos por uma &rea de 5,31 cm? da superficie dos
frutos, por no minimo 1 hora. As analises de CO, e etileno foram realizadas
coletando pelo bico da seringa anexada ao fruto, uma amostra do gas nela
encerrado. Para as analises de CO, foram tomadas aliquotas de 1 mL e de 10 mL

para etileno.
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O CO; e o etileno foram medidos através de cromatografia gasosa
(Cromatografo modelo HP 6890), sendo o etileno detectado por ionizacdo de chama
(FID) e o CO; por detector de condutividade térmica (TCD), utilizando-se uma coluna
HP-PLOT Q com 30 m de comprimento e 530 um de diametro interno, com injetor e
detector a 250 e corrida isotérmica a 30C. A inj ecdo dos gases foi realizada
manualmente com seringa GAS Tigth, propria para este fim. Foi utilizado o hélio
como o gas de arraste, no volume de 0,8 mL/min para etileno e 4 mL/min para CO,
(PURGATTO, 2002).

Apoés as andlises dos gases, os frutos foram entdo pesados, 0s perimetros
maiores e menores de cada um dos quatro frutos amostrados foram medidos com
auxilio de fita métrica e os respectivos raios calculados, considerando perimetros
circulares. Sendo a manga uma fruta de forma esferéide e oblonga, sua area de
superficie foi calculada a partir da utilizacdo da formula da &rea total da superficie de

um esferdide oblongo:

) b 1+ sen (E)
— AN — ] —
Area = 2m [a +S€H (E) n( cos (E) )]

E = arccos (E)
a

onde, “a” € o raio maior, “b” o raio menor e “E” a excentricidade angular (BEYER,
1987).

Em seguida os frutos foram descascados, as polpas picadas, congeladas em
nitrogénio liqguido e armazenadas a -80°C, para sua posterior utilizacdo como
amostra nas analises subsequentes.

Para estimativa das taxas respiratorias e de producdo de etileno, foram
realizados calculos levando em consideracdo a massa, a area da superficie da fruta,
as analises dos gases padrdes, o tempo decorrido entre a vedacao das seringas e a
tomada das amostras dos gases produzidos pelas frutas. Os resultados obtidos
foram expressos pelos valores médios da producédo de gas durante cada dia apés a

colheita, junto com o respectivo erro padréo.
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3.2.2 Amido e acgucares soluveis

O conteudo de amido foi determinado enzimaticamente como descrito por
Cordenunsi e Lajolo (1995). A extracdo procedeu-se da seguinte maneira:
homogeneizou-se 0,5 g de amostra da polpa dos frutos de manga (triturada em
nitrogénio liquido) em 5 mL de hidroxido de sodio 0,5 N, sendo neutralizado em
seguida com 5,0 mL &cido acético 0,5 N e completando o volume para 25 mL em
baldo volumétrico com agua deionizada. Uma aliquota de 1 mL foi utilizada para
precipitacdo do amido com etanol, de modo que a concentracéo final deste fosse de
80%, seguido de duas centrifugacées a 9000g por 15 minutos, descartando o
sobrenadante. Apds a secagem do precipitado ao ar, foi adicionado 1 mL de solucéo
de amiloglicosidase (14 U/mL) e a glicose liberada determinada pelo sistema glicose
oxidase/peroxidase/ABTS, segundo método de Bergmeyer (1974), utilizando como
padrdo a glicose.

Os acucares soluveis foram extraidos homogeneizando-se cerca de 1,0 g da
amostra da polpa dos frutos (triturada em nitrogénio liquido) em 5,0 mL de etanol
80% a 80°C. O homogenato foi mantido sob agitacdo mecéanica a 80°C por 20
minutos e centrifugado a 9000g por 15 minutos. A extracao foi repetida trés vezes,
0s sobrenadantes combinados e o volume final corrigido com etanol 80% para 25
mL. A partir de uma aliquota de 1 mL, o etanol foi evaporado a vacuo a 43°C (em
sistema speed vac) e o residuo retomado em agua. Os acUcares solUveis foram
identificados e quantificados, através de HPLC (Cromatografo Dionex DX 500)
acoplado a detector de pulso amperométrico, utilizando coluna CarboPac PA1l
(Dionex), em corrida isocratica com fluxo de 1 mL/min de NaOH (18 mM).

3.3 Distin¢ao dos estagios fisioldgicos para a anal ise protedmica

Os pontos do periodo pés-colheita utilizados nas analises protedmicas foram
escolhidos de modo que as trés amostragens pudessem ser comparaveis e ter
caracteristicas distintas e representativas de dois estadios distintos, permitindo,
entdo, a analise das proteinas envolvidas. Os dois grupos de frutos comparados

apresentaram as seguintes caracteristicas:
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* Verdes — Recém-colhidas, pré-climatéricas, com baixas taxas de respiracao e
producdo de etileno, polpa com alto teor de amido e baixo teor de acgUcares
soluveis;

e Maduras — Climatéricas, com alto teor de acgucares soluveis e demais

caracteristicas de maturacao plenamente desenvolvidas.

3.4 Extragdo e quantificacdo de proteinas

O meétodo empregado na extracdo de proteinas totais da polpa das frutas dos
trés experimentos foi baseado no protocolo descrito por Carpentier et al. (2005),
utilizando fenol tamponado com Tris para extracdo das proteinas seguido da
precipitacdo com acetato de aménio em metanol.

As amostras da polpa da manga foram trituradas em nitrogénio liquido e, em
seguida, 1,0 g do pulverizado foi ressuspendido em 5 mL de tampéo de extracéo
gelado (Tris-HCI 50 mM pH 8,5, EDTA 5 mM, KCI| 100 mM, DTT 1%, sacarose 30%,
coquetel inibidor de protease SIGMA-ALDRICH (P9599) 10 pL), e agitados por 30
segundos. Aos extratos foram adicionados 5 mL de fenol tamponado com Tris-HCI
(pH 8,0) gelado e as amostras foram agitadas por 15 minutos a 4°C. Em seguida,
foram centrifugadas a 6000g por 30 minutos a 4°C e as fases organicas coletadas e
re-extraidas com 5 mL de tampdo de extracdo, repetindo o processo. Apos a
segunda centrifugacdo, as fases organicas foram coletadas e as proteinas
precipitadas a partir da adicdo de 25 mL de solucdo de acetato de aménio 100 mM
em metanol e incubacdo a —-20°C por no minimo 16 horas. Seguiu-se por
centrifugacéo a 16000g por 45 minutos a 4° C, descartando os sobrenadantes. Os
precipitados foram lavados com acetona gelada adicionada de ditiotreitol (DTT) a
0,2%, deixados secar por 30 minutos na capela e ressuspendidos em 1 mL de
tampao de lise (uréia 7M, tiouréia 2M, CHAPS 4% e DTT 1%, 0,5% anfélitos de pH a
ser utilizado) ou em 1 mL de tamp&o de lise para analise DIGE (uréia 7M, tiouréia
2M, CHAPS 4%, Tris 10 mM pH 8,5).

As proteinas foram quantificadas usando o 2-D Quant Kit da GE Healthcare,
seguindo as instru¢des do fabricante. Neste processo ocorreu ligagdo especifica de
ions cobre as proteinas do extrato e o cobre nao ligado foi medido através de um
agente colorimétrico por leitura em espectrofotometro a 480nm. A concentragéo foi

estimada ao comparar os valores lidos com a curva padrao de albumina de soro
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bovino (BSA). A absorbéancia lida no espectrofotdmetro foi, portanto, inversamente
proporcional & concentracado da amostra.

3.5 Eletroforese em condi¢des desnaturantes (SDS-PA  GE)

Para realizacdo de eletroforese em condigbes desnaturantes, foram
confeccionados mini-géis de poliacrilamida em presenca de detergente aniénico e
agente desnaturante dodecil-sulfato de sddio (SDS), de 0,75 mm de espessura, 7 cm
de altura e 9 de largura. O gel de separacdo, com 10% de poliacrilamida, tinha 6 cm
de altura, enquanto o gel de concentracdo, com 3,75% de poliacrilamida, tinha 1 cm
de altura, segundo metodologia classica (LAEMMLI, 1970).

Os volumes dos extratos protéicos de cada amostra equivalentes a 30 ug de
proteinas foram adicionados a solugédo tampao de amostra trés vezes concentrado,
de modo a atingir sua a concentragcdo de uso (0,0625 M Tris-HCI pH 6,8, 10%
Glicerol, 2% SDS, 0,05% Azul de Bromofenol e 5% B-mercaptoetanol). Em seguida,
foram aplicados em cada poco do gel e também aplicou-se o marcador de massa
molecular LMW calibration kit for SDS eletrophoresis (GE Healthcare) composto de
fosforilase b (musculo de coelho), massa molecular 97 kDa, albumina (soro bovino),
massa molecular 66 kDa, ovoalbumina (ovo branco de galinha) 45 kDa, anidrase
carbbnica (eritrécito bovino) 30 kDa, inibidor de tripsina (soja) 20,1 kDa e a-
lactoalbumina (leite bovino) 14,4 kDa.

Os mini-geis foram entdo submetidos a tenséo fixa de 200V por 45 minutos.

3.6 Coloracao dos géis

Os géis unidimensionais, bidimensionais preliminares e os preparativos, foram
submetidos a processo de coloracdo das proteinas totais utilizando o reagente azul
de coomassie (Coomassie Brilliant Blue G250) coloidal, de acordo com Westermeier
(2006), com pequenas modificacdes.

Os géis foram lavados com &gua mili-Q e incubados em solugdo corante
(sulfato de aménio 10%, acido fosforico 2%, azul de coomassie G250 5% e etanol
19,6%) por no minimo 2 dias. Apos este periodo, os geéis foram lavados novamente
com agua mili-Q e transferidos para solucdo tampéao de neutralizacao (Tris 0,1M, pH

6,5 ajustado com acido fosférico) por 3 minutos, descorados com etanol 50% até a
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coloragdo desejada e, em seguida, os géis foram transferidos para a solucdo
fixadora (sulfato de amoénio 20%) por no minimo 12 horas a 4T, repetindo o

processo caso fosse necessario.

3.7 Eletroforese bidimensional

Os extratos protéicos das amostras foram submetidos a eletroforese
bidimensional, combinando a separacdo baseada no ponto isoelétrico (pl), por
focalizacdo isoelétrica (IEF), na primeira dimensdo com a separacado por peso
molecular em SDS-PAGE, na segunda dimensao.

Durante os géis preliminares e no preparo dos géis analiticos com extratos
protéicos marcados com fluoroforos, os géis de poliacrilamida foram confeccionados
em escala reduzida, ja os géis preparativos, utilizados para excisdo dos spots, em

escala maior.

3.7.1 Focalizacéo isoelétrica (primeira dimensao)

Utilizou-se tiras de gradiente de pH imobilizado de 7 cm para os testes e para
as analises das amostras marcadas com fluoréforos e de 24 cm para os geéis
preparativos (Immobiline DryStrip pH 4-7, GE Healthcare). As tiras de 7 cm foram
reidradatas com 125 pL de extrato contendo 100 pg de proteinas, enquanto nas de
24 cm com 450 pL de extrato contendo 750 pg de proteinas. Em ambos os casos a
reidratacdo foi feita de modo passivo, com o extrato deixado em contato com a tira
por um periodo entre 10 a 20 horas, com utilizacdo de 6leo mineral para cobri-las,
evitando evaporacao e formacao de cristais de uréia.

A aparelhagem Ettan IPGphor Il (GE Amersham Biosciences) foi utilizada na
focalizagcdo das amostras utilizando 50 pA por tira de gradiente de pH imobilizado e
20T de temperatura. Para as tiras de 7 cm, a progr amacéao utilizada foi 300 V por 4
horas, aumento gradativo até 1000 V por 30 minutos, aumento gradativo até 5000 V
por 1 hora e 30 minutos, por fim, mantendo a 5000 V por 36 minutos, totalizando 6
horas e 36 minutos para completar a separacdo das proteinas por seu ponto
isoelétrico. Quando dos géis preparativos, tiras de 24 cm, a programacao foi: 500 V

por 1 hora, aumento gradativo até 1000 V por 7 horas, aumento gradativo até 8000
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V por 3 horas, por fim, mantendo a 8000 V por 5 horas e 36 minutos, totalizando 16
horas e 36 minutos.

ApOs este processo, as tiras utilizadas foram armazenadas a -80C até o
momento da separacdo por massa molecular, no entanto, as tiras que continham
proteinas marcadas com fluoroforos, foram cobertas com papel laminado de modo a

estarem protegidas da exposicéo da luz.

3.7.2 SDS-PAGE (segunda dimenséo)

Na preparacdo para a separacdo por massa molecular, as tiras foram
incubadas sob temperatura ambiente em solucdo tampao de equilibrio (Uréia 6 M,
Tris-HCI 75 mM pH 8,8, glicerol 29,3%, SDS 2% e tracos de azul de bromofenol) em
duas fases:. primeiramente adicionou-se 1% de DTT em quantidade suficiente da
solucdo tampdo de equilibrio para incubar as tiras por 15 minutos, descartando a
solucdo no final; em seguida, da mesma maneira, foi realizada a incubacdo na
solucéo adicionada de 2,5% de iodoacetamida.

Sendo o DTT um forte agente redutor em pH alcalino, colocaram-se as tiras
em contato com a solugdo de equilibrio, para que ocorresse a reducdo dos
grupamentos sulfidrila e pontes dissulfeto das proteinas, prevenindo a formacéo de
interligacdes de residuos de cisteina das proteinas. Ja a iodoacetamida tem o papel
de alquilar e estabilizar os grupos sulfidrila das proteinas protegendo-as da reacéo
de formacéo de pontes dissulfeto, além de reagir com o DTT residual, inibindo sua
acao.

Durante os testes, confeccionaram-se mini-géis de poliacrilamida de 12,5% de
concentracdo em presenca de SDS, de dimensdes 7 cm de altura, 9 de largura e 1
mm de espessura para as tiras de 7 cm. Para as analises propriamente ditas,
utilizaram-se géis de 20 cm de altura, 26 de largura e 1 mm de espessura, em que 2
tiras foram posicionadas na parte superior de cada gel (minimizando variacdes
relativas a técnica). Os géis preparativos foram confeccionados com as mesmas
dimensdes, entretanto, utilizando-se tiras de 24 cm. As tiras foram fixadas nos géis
utilizando gel de agarose a 0,5% em tamp&ao de corrida Tris 25mM, glicina 0,192 M,
pH 8,3 contendo 0,1% de SDS e tracos de azul de bromofenol. As eletroforeses

foram realizadas fixando tensdo maxima de 200 V para cada par de mini-géis e no
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caso dos géis maiores, fixou-se poténcia maxima de 17 W por gel e temperatura de
25TC.

3.8 Marcacao das proteinas com fluoroéforos (  CyDye)

3.8.1 Purificagé@o dos extratos protéicos

Na purificacdo dos extratos protéicos destinados a analise DIGE, foi utilizado
o kit Ettan 2D Clean-up Kit (Ge Healthcare) que precipita as proteinas do extrato
quantitativamente através da adicdo de agentes precipitantes e centrifugacao,
seguido da lavagem do precipitado com solucdo especifica para remocdo dos
interferentes e, apds nova centrifugacéo, solubilizacdo do precipitado no tampéao de
lise para analise DIGE. Apdés a verificacdo e ajuste do pH do extrato, sua

concentracéo foi novamente determinada como descrito no item 3.3.

3.8.2 Padréo interno e amostras para analise 2D-DIG E

A tecnologia DIGE permite a corrida de até trés amostras diferentes em um
mesmo gel, sendo uma delas correspondente a padrao interno comum a todos o0s
géis SDS-PAGE bidimensionais. O padrao interno é um pool de todas as amostras
do experimento e, portanto, contém todas as proteinas de cada amostra. Ele é
usado para combinar e normalizar os perfis protéicos das amostras de géis
diferentes, minimizando a variacdo entre os géis, facilitando as analises e permitindo
a quantificacdo das diferencas entre as amostras com precisao estatistica.

Uma mistura de 50 pug de extrato protéico de cada amostra foi promovida para
ser utilizada como padrao interno, como mostrado a figura 3.

Neste trabalho, utilizou-se o esquema de marcagdo com dois marcadores
fluorescentes: Cy3 e Cyb5, para marcacdo do padrdo interno e das amostras,
respectivamente. Para a realizacdo da focalizacdo isoelétrica das amostras, apés a
reacdo de marcacao, 50ug de cada amostra e 50ug do padrdo interno, foram
aplicados em cada tira de pH imobilizado. A tabela 01 apresenta a composi¢cao das

misturas dos extratos protéicos aplicados.
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Figura 3. Esquema da Mistura dos estratos protéicos das polpas de manga para utilizacdo como

padréo interno.

Tabela 1. Composicao das misturas de extratos protéicos marcados com fluoréforos utilizados na

andlise protedmica.

Mistura Cy5 Cy3

1 S0 pg 50 pg
Extrato protéico pré-climatérico da amostragem A Padréo Interno

2 50 pg S0 pg
Extrato protéico pré-climatérico da amostragem B Padrao Interno

3 50 ug S0 pg
Extrato protéico pré-climatérico da amostragem C Padrao Interno

4 S0 pg 50 pg
Extrato protéico climatérico da amostragem A Padréo Interno

5 S0ug S0 pg
Extrato protéico climatérico da amostragem B Padréo Interno

6 S0 pg 50 pg

Extrato protéico climatérico da amostragem C

Padrédo Interno
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3.8.3 Reacdo de marcacgdo protéica

A reacdo de marcacdo das proteinas foi realizada com o uso do sistema
fluorescente de marcagdo minima (Amersham CyDye DIGE Fluors — minimal dyes —
for Ettan DIGE, GE Healthcare), que promove ligacdo covalente entre o grupamento
amino ligado ao carbono épsilon de uma lisina da molécula protéica e um grupo
éster NHS reativo da cianidina, via ligacdo amida.

Seguindo instrucdes do fabricante, os fluoréforos foram entéo reconstituidos
em dimetilformamida (DMF) e diluidos a concentragdo de uso: 400 pmol de cada
marcador para 50 pg de proteinas presentes na amostra. A reacdo ocorre por 30
minutos e foi interrompida pela adicdo de 1 pL de solucédo 10 mM de lisina para cada
50 ug de proteinas. A amostra protéica relativa ao padrao interno foi constituida da
mistura de 50 pg de proteinas de cada amostra, sendo marcadas com a quantidade
proporcional de Cy3. Dessa forma, como dito anteriormente, apds a marcacao, em
cada tira de pH imobilizado aplicou-se 50 pg de amostra marcada com Cy5 e 50 ug
de padrdo interno marcado com Cy3, prosseguindo com as eletroforeses

bidimensionais.

3.9 Aquisicdo e analise das imagens dos géis

A aquisicdo das imagens dos géis foi feita com o uso do sistema VersaDoc
4000MP (Bio-Rad) que capta imagens digitais de alta resolugcdo por camera com
sistema cooled CCD, juntamente com a utilizacdo do software Quantity One (Bio-
Rad).

As imagens dos géis corados com azul de coomassie foram adquiridas
utilizando fonte de luz branca, sem filtros. Para as amostras marcadas com
fluoréforos, utilizou-se o LED verde (55313 nm) e filtro de emissdo 605150 nm BP
(Band Pass) para as amostras marcadas com Cy3, e LED vermelho (648£3 nm) com
filtro de emissdo 695+55 nm para as marcadas com Cy5, sendo esses parametros
definidos pelo fabricante.

O tempo de exposicéo foi de 5 minutos com imagens sendo obtidas a cada 30
segundos (dez imagens), dentre as quais, a melhor imagem de cada amostra foi

selecionada para as analises.
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Para todas as andlises computacionais das imagens DIGE, utilizou-se do
software PDQuest Advanced, versao 8.0.1 (Bio-Rad).

3.9.1 Edicéo das imagens

A fim de manter as mesmas dimensdes das imagens, minimizar distor¢des e
facilitar o processo de analise, a funcéo de recorte do software PDQuest foi utilizada.
Os parametros de tamanho e posicoes a serem recortadas foram salvos e aplicados
em todas as imagens.

Nenhuma edicdo relativa a brilho e contraste foi realizada para que nao
influenciasse nos resultados, jA que poderia alterar a intensidade dos spots

detectados.

3.9.2 Deteccéo e validagao dos spots

Quando um aparelho oOptico é utilizado para transformar um sinal biolégico em
sinal digital computadorizado, forma-se uma imagem composta de minusculos e
individuais pixels. Cada pixel tem uma coordenada X e Y (horizontal e vertical) de
posicionamento na imagem, e um valor Z que € a intensidade de seu sinal. Para um
dado spot de determinada area ser visivel e quantificavel, a intensidade de seus
pixels deve ser maior que a intensidade dos pixels que formam o plano de fundo da
imagem. Sua intensidade total € a soma das intensidades de todos seus pixels. A
intensidade média é a intensidade total dividida pelo numero de pixels do spot. A
unidade do sinal produzido pela intensidade de cada spot € a densidade 6ptica.

Com os valores obtidos das intensidades de cada spot, o software PDQuest
aplica analises quantitativas, qualitativas, estatisticas e booleanas, a fim de
comparar 0s grupos. Para isso, utilizou-se o assistente de experimentos do software
PDQuest, que mostra passo a passo como realizar as detecgbes e analises
multicanal das imagens.

Primeiramente foram selecionadas as imagens pertencentes aos grupos a
serem comparados, aos respectivos canais de leitura do fluoréforo e aos padrdes
internos. Em seguida, determinaram-se os parametros de deteccdo dos spots
através da escolha de: um spot de intensidade fraca, para indicacdo da sensibilidade

de deteccdo e o menor nivel a ser detectado; um spot de tamanho pequeno (menor
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qgue o spot fraco), para os parametros de escala de tamanho; e também o maior e
mais largo spot da imagem, que ajusta os parametros do raio de subtracdo do plano
de fundo da imagem, bem como a remocédo de estrias e ndo deteccdo de falsos
spots.

Selecionou-se a opg¢édo de ajuste das imagens para reduzir os efeitos de
alteracbes no posicionamento geral, provocados tanto por seu processo de
aguisicdo quanto por defeitos nos geéis. Deste modo, os spots detectados séo
facilmente correlacionados entre as imagens.

Durante a deteccdo automatica dos spots, foi selecionada a op¢ao para que o
software escolhesse automaticamente a imagem a ser tratada para se tornar o “gel
mestre”, baseando-se na melhor qualidade dos spots detectados. Em seguida, a
imagem digital original foi filtrada e suavizada de modo a destacar os spots. A partir
destes destaques, foi criada uma imagem sintética em trés dimensdes denominada
imagem Gaussiana, removendo toda espécie de estria, reflexos, artefatos que
possam interferir nos spots presentes na imagem digital original, facilitando o
processo de quantificagdo. O software utiliza este modelo Gaussiano a fim de criar
uma imagem ideal, com separacdes bem definidas entre os spots, para que possam
ser devidamente identificados e quantificados. Todas as andlises realizadas pelo
software sdo processadas na imagem Gaussiana (“gel mestre”), preservando a
imagem original e a filtrada, para que, a qualquer momento, haja a possibilidade de
visualiza-las e fazer corre¢cfes necessérias em determinacdes de falsos spots.

As imagens das amostras marcadas com Cy5 foram comparadas umas as
outras por meio de normalizagdo com o padrdo interno marcado com Cy3. O
algoritmo selecionado para a normalizacéo foi o Local Regression Method, sugerido
pelo fabricante. Este algoritmo € menos susceptivel a outliers do que uma simples
regressao linear e também corrige diferencas na eficiéncia da reacdo de marcacao
das proteinas nos géis.

Apés a deteccdo e validacdo automatica, todos os spots foram revistos
manualmente para que se eliminasse qualquer deteccdo errbnea pelo software.
Neste caso, consideraram-se validos 0s spots presentes em, no minimo, 3 géis de
cada grupo de frutas e também presentes em todas imagens dos padrdes internos.

O grupo climatérico foi comparado com o grupo controle pré-climatérico e,
para analise quantitativa, foram selecionados spots com aumento ou diminuicdo de

expressao de 1,5 vezes, ou seja, aumento da expressdo maior que 50% e
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diminuicdo da expressdo maior que 33%, em relacdo ao grupo controle pré-
climatérico. Na andlise qualitativa, foram selecionados 0s spots presentes em
apenas um dos grupos. Para andlise estatistica, utilizou-se o teste T de Student (p <
0,05), para comparar os valores médios das intensidades de um spot de um grupo
de frutas com o outro. A partir destes resultados foi possivel a aplicacdo de analises

booleanas de uni&o e interseccéo.

3.10 Exciséo dos s pots de interesse

ApoOs a identificacdo dos spots com significativa variacdo de abundancia,
foram confeccionados géis preparativos utilizados para a coleta dos spots de
interesse. Utilizando a metodologia ja descrita, posicionou-se o0 gel sobre um
transiluminador e os spots foram removidos com o auxilio de um bisturi e
armazenados em solucdo de &cido acético 10% a -80C para, posteriormente,

proceder a digestao e identificacdo dessas proteinas por espectrometria de massas.

3.11 Digestéo com tripsina

Os spots isolados foram descongelados e fragmentados com auxilio de
bisturi, de modo a obter partes de aproximadamente 1 mm® em microtubos de 1,5
mL. Em seguida, foram imersos em solucdo contendo metanol 50% e acido acético
2,5 % em agua purificada, por 2 horas, substituindo a solugcdo por mais 1 hora em
temperatura ambiente, para promover a descoloracéo e remoc¢ao do SDS do gel.

Com os geéis descoloridos, proseguiu-se com a desidratacdo, adicionando
acetonitrila (100%) por 5 minutos, repetindo o processo e, ao final, descartar a
acetonitrila e levar os microtubos para evaporar 0 excesso com auxilio de aparelho
evaporador.

As proteinas nos géis foram submetidas a reducdo com solucdo de DTT 10
mM por 30 minutos, e alquilagdo com solugéo de IAA 50 mM por outros 30 minutos.

Posteriormente, os géis foram lavados com solucdo de 100 mM de
bicarbonato de amonio por 10 minutos e submetidos aos processos de desidratacao
com acetonitrila (100%), por 5 minutos a temperatura ambiente, reidratatacdo com
bicarbonato de aménio 100 mM e, por fim, novamente desidratacdo com acetonitrila,

evaporando 0 excesso.
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Em seguida, adicionou-se solucao de tripsina a 20 ng/uL em bicarbonato de
amoénio 50mM por 30 minutos em banho de gelo para reidratar os fragmentos dos
géis, prosseguindo com a adicdo de bicarbonato de aménio 50 mM em quantidade
suficiente para cobrir os géis e incubacéo durante 16 horas a 37°C. A extracao dos
peptideos foi promovida através da adicdo de solugédo contendo 5% de acido formico
por 10 minutos a temperatura ambiente, removendo o sobrenadante para outro
microtubo. Logo apds, adicionou-se solucéo acido férmico 5% e acetonitrila 50% por
mais 10 minutos no tubo contendo os fragmentos de géis, coletando o sobrenadante
para 0 novo tubo contendo a solugao anterior. Por fim, evaporou-se o extrato no
evaporador por aproximadamente 40 minutos de modo que restasse
aproximadamente 1 ul de solucdo e armazenou-se a —20°C até a realizacdo da

analise.

3.12 LC-MS/MS

Os microtubos contendo peptideos foram levados até o Laboratorio de
Espectrometria de Massas, do Laboratério Nacional de Biociéncias, Centro Nacional
de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM) — Associacdo Brasileira de
Tecnologia de Luz Sincrotron (ABTLuUS), em Campinas-SP, para a realizacdo das
analises de espectrometria de massas.

Os peptideos foram solubilizados em 12 pL de éacido formico 0,1% e
transferidos para vials especificos para a realizacdo das analises. O seqienciamento
dos peptideos foi promovido em plataforma de cromatografia liquida online UPLC
(nanoAcquity UPLC, Waters) acoplada a espectrometria de massas com fonte de
ionizagdo por eletron-spray (ESI) e analisador de massas Q-TOF Ultima API
(MicroMass/Waters).

Os espectros MS/MS gerados durante o sequenciamento dos peptideos
foram processados pelo software MassLynx v4.1 (Waters) e processados
posteriormente pelo software MASCOT (www.matrixscience.com) que comparou as
sequencias obtidas com as depositadas no banco de dados NCBI2010 através do
tipo de busca MS/MS lon Search, com 0s seguintes parametros: modificagao fixa
carbamidometil (C); modificacdes varaveis de oxidacao (HW e M); valores de massa
monoisotopicos; massa protéica irrestrita; tolerancia da massa do peptideo de + 0,1

Da; tolerancia da massa do fragmento de £ 0,1 Da; maximo de clivagens perdidas: 1.
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A identificagdo dos espectros e possiveis similaridades com proteinas ja
sequenciadas e depositadas no banco de dados foi feita automaticamente e os
parametros selecionados no relatério da busca (Peptide Summary Report) foram:
método padrao de scoring; limite de significAncia p<0,01; exigir um hit protéico que
inclua ao menos um peptideo em negrito vermelho (filtra peptideos ou proteinas
duplicadas ou homélogas do relatério).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacdo do amadurecimento pos-colheitad  os frutos

Os frutos das amostragens “A” e “B” foram recebidos em fevereiro de 2009 e
ap0s limpeza e armazenamento em camaras com temperatura e umidade
controladas, foram deixados amadurecerem. As analises de CO; e etileno foram
encerradas quando os frutos apresentaram sinais de avancada senescéncia, como
excessivo amolecimento da polpa.

A amostragem “C” foi realizada por Bernardes Silva (2004), e a caracterizagcéo
dos perfis de CO, e etileno foi feita utilizando metodologia diferente para a tomada
de gases, mas, a titulo de comparacao, seus dados também sdo mostrados. Seus
resultados foram obtidos a partir da medida de uma aliquota de gas encerrada numa
jarra lacrada por ao menos uma hora, contendo um exemplar da amostra, ou seja, a
producdo de gases pelo fruto foi estimada pela alteracdo da atmosfera encerrada na
jarra. No caso das amostragens “A” e “B”, os valores obtidos resultaram da producao
de gases a partir da area da superficie do fruto coberta pela base da seringa
acoplada a ele, e, através de célculos, extrapoladas para a area total do fruto.

A figura 4 mostra que as amostragens realizadas neste trabalho (“A” e “B”),
assim como a amostragem de Bernardes Silva (2004) (“C”), apresentaram picos de
respiracao e etileno, caracterizando o climatério. Na amostragem “A”, houve um pico
de respiracdo no 6° dia pés-colheita e outro ao final das leituras, no 9° dia e, para o
etileno, houve um pico no 7° dia pds-colheita. Na amostragem “B”, houve um pico de
respiracdo no 6° dia pos-colheita e outro no 9° dia, enquanto que para o etileno
houve um pico no 8° dia pés-colheita. Como se pode observar, na amostragem “C”,
houve producdo acentuada de CO, no 8° dia pos-colheita e no 9° dia para o etileno.
Em todas as amostragens, os picos foram observados quando os frutos ja se
apresentavam com caracteristicas de maduros, com alteracbes marcantes na textura
da polpa, mais discretas na cor de polpa e sabor adocicado.

Com relacdo a degradagcdo de amido, houve um perfil comum as trés
amostragens, com um aparente aumento depois da colheita, perceptivel ao redor do

3° dia, seguido de um decréscimo até niveis minimos.
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Figura 4 . Perfis de respiracéo, producéo de etileno e teores de amido e acglcares solUveis totais em
mangas da cultivar “Keitt” durante o amadurecimento pés-colheita de trés diferentes amostragens. (A,
B e C). Valores expressos pela <média> + erro padréo, n = 4.



43

s] *

50 J |—=—Glicose
1 |—* Frutose
45 | |—>— Sacarose

40

35
30—-
25—-
20—-

15

Carboidratos (mg/g)

10

Dias pos-colheita

55 (B)
50 | ™ Glicose
{ |~ Frutose

45 |—o— sacarose

40
35—-
30—.
25—-

20

Carboidratos (mg/g)

154

Dias pos-colheita

55 ©

. ’
50 —=— Clicose
4 |—*— Frutose

45+ |—o— sacarose

40
354
304
251
20

15

Carboidratos (mg/g)

10

O—F———7T T T T T T T T T T 1
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 100 1

Dias pos-colheita

Figura 5. Perfis de agUcares sollveis durante o amadurecimento da manga Keitt de trés diferentes
amostras (A, B e C). Valores expressos pela <média> + erro padréo, n = 4.
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A andlise dos acgucares soluveis (figuras 4 e 5) mostrou que durante o
amadurecimento da manga Keitt houve acumulo de glicose, frutose e sacarose, ndo
sendo detectada a presenca de outros acucares pela metodologia aplicada. A
sacarose foi o principal acucar soluvel encontrado no fruto maduro e seu acumulo se
deu a partir do 4° dia pds-colheita. J& o menor teor de amido foi encontrado no 8° dia
para as amostragens A e B, enquanto na amostragem C, no 10° dia (figura 4).

Os teores de amido e de acucares totais, quando avaliados em conjunto ao
longo do amadurecimento da manga Keitt, mostram de maneira gradual um aumento
do teor de aglcares em concordancia com a diminui¢cdo dos teores de amido, logo, o
teor final de agucares solluveis pode ser creditado ao carbono acumulado pelo fruto
na forma de amido.

As analises fisico-quimicas mostraram que a cultivar Keitt apresentou tipico
comportamento climatérico durante o amadurecimento, apesar de ndo terem sido
observadas alteragBes significativas da cor do fruto durante todo o periodo
analisado.

As amostragens “A” e “B” foram satisfatérias, apesar de certa
heterogeneidade dos frutos. Em relagcdo aos perfis de respiracdo e producéo de
etileno, os valores foram superiores aos apresentados por Bernardes Silva (2004) e
Koike (2007). Entretanto, um padrdo se repetiu nas trés andlises: um pico de
respiracdo antes do pico de etileno, em concordancia com a descricdo de Biale e
Young (1981), que incluiram a manga no grupo de frutas as quais o etileno aumenta
apos o pico de CO,. Ja os teores de amido e de acglcares estdo de acordo com 0s
obtidos por esses autores e também por Siméao e colaboradores (2008).

Apesar das eventuais diferencas entre as amostragens, isso nao invalida seu
uso nas analises dos perfis de proteinas, pois os dois estadios de maturacédo foram
claramente identificados nos trés experimentos, havendo, portanto, uma triplicata
bioldgica, necesséria para analise protedmica.

Assim, a partir dos resultados acima descritos, os frutos escolhidos para
analises posteriores foram: aqueles amostrados no dia da colheita, para as amostras
pré-climatéricas; e para as climatéricas, os frutos com as taxas de respiracao
proximas de seu pico, uma vez que as andlises de acucares soluveis ja indicavam o
completo amadurecimento, assim como a aparéncia da polpa dos frutos. Logo, para

as trés amostragens, o material relativo ao dia da colheita foi selecionado como
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representante do periodo pré-climatérico e, para o periodo climatérico, o 7° dia pos-
colheita para as amostragens “A” e “B”, e 0 8° dia p6s-colheita para amostragem “C”.

4.2 Extratos de proteinas

Os tecidos vegetais ndo séo fontes abundantes de proteinas e contém altos
niveis de proteases, enzimas oxidativas, polissacarideos, lipideos, compostos
fendlicos e metabdlitos secundarios que interferem na extracdo, separacdo e
identificacdo protéica. Dessa forma, o protocolo escolhido para extracdo deve ser
otimizado de forma a ser reprodutivel e seu extrato conter a maior diversidade de
proteinas possivel, reduzido nimero de contaminantes, além de evitar a degradacao
e modificacdo protéica (JORRIN-NOVO et al, 2009; WANG et al., 2008;
CARPENTIER et al., 2005).

O método descrito por Carpentier e colaboradores (2005) utilizando fenol tris-
tamponado como extrator e solucdo de acetato de amoénio em metanol como
precipitante mostrou-se eficiente para as amostras de manga apds pequenos
ajustes. Os trés minutos descritos no método original ndo foram suficientes para
separar completamente as fases organica e aquosa do veiculo extrator e, além
disso, a maior parte do tecido vegetal ficava retida na interface, dificultando a coleta
na fase organica. Com a alteracdo do tempo de centrifugacdo para, no minimo, 30
minutos, esse problema foi contornado. Com isso, chegou-se ao rendimento de
aproximadamente 1 mg de proteinas extraidas para cada 1 g de tecido pulverizado.
Esse rendimento equivale ao obtido nas extragbes de maméao, apos ajustes ao
meétodo, também realizadas em nosso laboratorio (NOGUEIRA, 2010).

Para verificar a qualidade dos extratos protéicos, foi realizada a eletroforese
SDS-PAGE como descrito no item 3.5 e revelado de acordo com o item 3.6. A figura
6 corresponde a imagem do gel contendo as amostras relativas as extracdes dos
trés experimentos, onde podem ser observados perfis protéicos muito semelhantes
entre elas, ndo havendo diferencas significativas quanto as bandas protéicas
principais e suas respectivas mobilidades. As bandas estavam bem definidas,
visiveis por toda extensdo do gel, refletindo a extragcdo de proteinas de diversos
tamanhos. N&o foram observadas estrias verticais ou outras alteracdes que
sugeririam contaminac¢do das amostras. Portanto, os extratos obtidos mostraram-se

adequados para as analises posteriores.
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20.1

Figura 6. Eletroforese SDS-PAGE (10% poliacrilamida) dos extratos protéicos das amostras de
mangas da cultivar Keitt. Amostras dos grupos pré-climatérico e climatérico respectivos as
amostragens: “A”: pocos 1 e 2, “B": pocos 3 e 4, “C”": pocos 5 e 6. Os marcadores de massa molecular
séo representados por MM, expressos em kDa.

4.3 Obtencgdo dos mapas protéicos bidimensionais

Antes das analises propriamente ditas, os extratos foram submetidos a
eletroforeses bidimensionais e o melhor perfil de separacéo foi obtido com aplicagéo
de 100 pg de proteinas nas fitas de pH imobilizado de 7 cm de comprimento,
focalizacao isoelétrica no intervalo de pH de 4 a 7 e mini-géis a 12,5% de acrilamida.

Os géis obtidos, corados de acordo com a metodologia descrita no item 3.6
de Materiais e Métodos, apresentaram spots com boa resolucao, sem presenca de
estrias verticais e horizontais nos géis, além de perfis semelhantes nos respectivos
grupos. A figura 7 mostra dois géis representativos dos perfis das amostras pré-
climatérica e climatérica em corrida conjunta com marcadores de massa molecular.
Os spots estdo bem distribuidos ao longo da faixa de pH empregada e a maioria se
encontra entre 97 kDa e 30 kDa. Nos dois grupos, observa-se uma grande
guantidade de spots agrupados, porém definidos, na faixa de 66 kDa e também

variagcdes na intensidade nas regidoes abaixo de 45 kDa.
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Figura 7. Perfis dos extratos protéicos das amostras de mangas da cultivar Keitt em 2D-PAGE
(12,5% acrilamida). Imagens representativas dos grupos pré-climatérico (A) e climatérico (B).
Marcadores de massa molecular estdo representados por MM.

Nos métodos convencionais de estudos protedmicos as proteinas sao
visualizadas por técnicas de coloracdo ndo-especificas e depois de reveladas, as
imagens sdo quantificadas por densitometria, sendo esperado que as diferencas na
intensidade da coloragdo possam ser correlacionadas com as diferencas na
guantidade de proteinas. Tal estratégia é frequentemente criticada por ser de baixo
rendimento e apresentar grandes variacdes de gel para gel que complicam a analise
das imagens.

Em um estudo anterior, Tonge e colaboradores (2001) consideraram que a 2-
D DIGE é a tecnologia de ponta na deteccdo de proteinas de géis 2-D porque ela
oferece a possibilidade Unica de padronizacéo interna, reduz o nimero de géis que
devem ser produzidos e sua quantificacdo € sensivel. Além da analise das imagens,
gue é mais simplificada, a deteccdo de diferencas reais € substancialmente maior
sobre os métodos existentes.

As cianidinas utilizadas na técnica DIGE satisfazem os requisitos necessarios
para que ndo haja alteracdes na mobilidade eletroforética relativa das proteinas
durante a corrida. Entretanto, devido a hidrofobicidade dos fluoroforos, a reagéo de
marcagdo pode causar alteracbes na solubilidade das proteinas durante a
eletroforese (UNLU et al.,, 1997). Para evitar estas e outras alteracdes como a
precipitacdo protéica antes da entrada no gel, a purificacdo dos extratos faz-se
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necesséria, jA que elimina sais, lipideos, acidos nucléicos, detergentes e outros
interferentes.

Além disso, os fluoréforos sdo projetados para ter uma resposta linear na
variacdo na concentracdo das proteinas oferecendo grande sensibilidade
(BARBIER-BRYGOO, 2004). Entretanto, no estudo sobre a reprodutibilidade dos
resultados na comparacdo entre pares de diferentes combinacdes de fluoroforos
CyDye, Tonge e colaboradores (2001) revelaram que o marcador Cy2 é um
fluoréforo fraco, com sinal mais préximo ao produzido pelo plano de fundo e também
que a combinagcdo Cy3 versus Cy5 era marginalmente menos variavel e mais
confidvel do que outras combinacdes.

O sistema de marcacao com dois fluoréforos (Cy3 e Cyb5) foi, posteriormente,
demonstrado por Karp e Lilley (2005) ser de maior reprodutibilidade e melhor custo-
beneficio para analises comparativas entre dois grupos de amostras, exigindo menor
namero de replicatas, evitando variacdes de um gel para outro e melhorando a
confiabilidade dos resultados, com alta poténcia estatistica.

Assim, para promover reprodutibilidade, além das trés replicatas bioldgicas,
duas replicatas experimentais foram executadas, maximizando a confianca das
analises estatisticas. Para isto, 2 tiras de (7 cm pH 4-7) de cada uma das amostras
pré-climatérica e climatérica das amostragens “A”, “B” e “C, foram submetidas a
focalizacao isoelétrica, totalizando 12 tiras. Para cada amostragem, foram realizadas
2 corridas eletroforéticas em géis SDS-PAGE de 24 cm de comprimento, totalizando
6 géis. Foram afixadas as tiras referentes aos periodos pré-climatérico e climatérico
de cada amostragem em seus respectivos géis. Assim, com duas tiras em cada gel,
evitou-se, a variacado de gel para gel.

Ao fim do processo, as imagens de geéis obtidas foram suficientes para
utilizacdo na andlise comparativa de mapas protéicos utilizando dois fluoréforos e
ainda foi um numero superior a0 minimo de seis necessarias para atingir poténcia
estatistica de 0,8 (KARP e LILEY, 2005).

Imagens representativas dos géis em cada estadio, juntamente com seu

respectivo padrao interno, podem ser observadas na figura 8.
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Figura 8. Imagens representativas de separacdes por 2D-DIGE dos extratos protéicos das amostras
de mangas da cultivar Keitt. (A) Amostra pré-climatérica marcada com Cy5. (B) Amostra climatérica
marcada com Cy5. (C) Padrdo interno marcado com Cy3, relativo ao gel da imagem (A). (D) Padréo
interno marcado com Cy3, relativo ao gel da imagem (B).
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4.4 Andlise diferencial dos spots

Foram detectados nas imagens, em média, 365 spots, dos quais 206 bem
definidos, validados, normalizados e escolhidos para as analises.

Na analise qualitativa, sdo determinados os spots que foram detectados em
um grupo e nao no outro. Nesse trabalho, foram estimados os valores dos spots
saturados que, na imagem gaussiana apresentam valor de intensidade igual a zero,
nao sendo quantificados por este método. Assim, quando essa opcdo foi
selecionada, o valor total do pico do spot foi estimado e considerado na analise.
Como resultado, trés spots estavam presentes apenas no estadio pré-climatérico e
dois spots no climatérico.

Para analise quantitativa, foram detectados 71 spots com variacdes de
intensidade além do limite de 1,5 vezes, quando comparados com 0S respectivos
valores de intensidade no grupo controle pré-climatérico. Destes, 36 spots
apresentaram aumento de abundéancia superior a 50% e outros 35 spots
apresentaram diminuicdo de expressao maior de 33% em relacdo ao grupo controle,
incluindo os resultados da analise qualitativa.

Contudo, para que fossem selecionados apenas os spots com diferencas
estatisticamente significativas, foi empregado o teste T de Student, com nivel de
significancia de 95%, para que houvesse apenas 5% de probabilidade de erro. Esse
teste comparou os valores médios de densidade éptica de um spot normalizado de
um grupo de frutas com o outro. Os valores das intensidades médias destes spots
estdo descritos na tabela 2, onde a coluna SSP € o numero de identificacdo do spot
atribuido pelo software; as colunas “Climatéricas” e “Pré-climatéricas” correspondem
as intensidades médias dos spots nos respectivos grupos de frutas; a coluna “Razéo
C/PC” indica as variacdes dos valores meédios das intensidades dos spots no grupo
“Climatérico” em relagdo ao “Pré-climatérico”; por fim, as letras sobrescritas indicam:
“d”, spots com diminuigdo de abundancia maior que 33%, “u”, spots com aumento de
abundéancia acima de 50% e “s”, spots saturados. Nas tabelas, o valor exibido pela
coluna “Razéao C/PC” foi calculado pelo préprio software e, mesmo quando houve a
deteccdo do spot em apenas um dos grupos, existe um valor especificado, porém,
para melhor compreensao, foi omitido. Assim, quando aplicada a analise estatistica,

47 spots dentre os 206 validados foram selecionados (p<0,05) (tabela 2).



Tabela 2. Intensidade média dos spots selecionados pelo teste T (p<0,05).

SSP Pré-climatéricas Climatéricas Razdo C/PC
0603¢ 2054146,9 1121687,6 0,55
0604° 1490985,0 698351,7 0,47
1302 3410328,5 2320752,3 0,68
1404 1556125,5 2053982,9 1,32
1502 1453758,5 914900,9 0,63
1601 845956,6
1604¢ 1428689,6 781391,3 0,55
2305¢ 6219019,0 4092114,8 0,66
2402 8007683,0 5958909,5 0,74
2403 2465979,8
2501¢ 14703938,0 8862350,0 0,60
2502 4678601,0 3316771,3 0,71
2608 1163806,0 798318,8 0,69
3102° 6142766,0 3226148,5 0,53
3204 29667840,0 21724376,0 0,73
3206 13863232,0 9383174,0 0,68
3301¢ 28474335 1268102,6 0,45
3307 3934286,3 2943414,8 0,75
3311 3670303,5
3501 4428547,0 3072528,5 0,69
3502¢ 4109346,5 21444478 0,52
3609 2298350,8 1586489,3 0,69
4602 842364,1 622875,2 0,74
5102" 1159178,9 3000480,5 2,59
5202" 3281670,8 20175172,0 6,15
5212° 1108578,0 27290766,0 24,62
5305" 1181662,5 2858001,8 2,42
5401 2230561,8 1777311,8 0,80
5603 1650765,0 982208,4 0,60
6105 4554220,0 2401726,8 0,53
6203° 1673225,0 18668930,0 11,16
6205" 8924183,0 15600867,0 1,75
6206 2900067,5 3333162,0 1,15
6301 2651699,0 2123363,8 0,80
6406" 525000,3 927846,8 1,77
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Tabela 2 (Continuacao). Intensidade média dos spots selecionados pelo teste T (p<0,05).

SSP Pré-climatéricas Climatéricas Razéo C/PC
6507 3755919,5 2566946,0 0,68
6605" 5903131,5 10213502,0 1,73
7101 3859469,5
7202" 1321984,4 12808663,0 9,69
7207" 849621,2 8854491,0 10,42
7301 2130621,3 1629797,9 0,76
7402 1378579,9 2055448,5 1,49
7608 5699538,5 4329533,5 0,76
8103" 4486176,0 7591305,0 1,69
8210" 1816129,9 2835896,3 1,56
8303 2547525,0 2157513,5 0,85
9302 9611553,0

SSP: nimero de identificacdo do spot; C: coluna relativa ao valor de intensidade média do
correspondente spot do grupo de frutas climatéricas; PC: coluna relativa ao valor de intensidade
média do correspondente spot do grupo de frutas pré-climatéricas; Razdo C/PC: calculada pelo
software PDQuest (Bio-Rad) e omitida nos casos de spots presentes em apenas um dos grupos de
frutas; d: spots selecionados pelo software com variacdo negativa (diminuicdo de abundancia maior
gue 33% em relacdo ao periodo pré-climatérico); u: spots selecionados pelo software com variagao
positiva (aumento de abundéancia acima de 50% em relagdo ao periodo pré-climatérico); s: spots
saturados, com valor de intensidade média estimado pelo software PDQuest (Bio-Rad).

Quando os resultados estatisticos foram intersectados com as analises
quantitativa e qualitativa, observou-se que tanto os trés spots presentes apenas no
estadio pré-climatérico (1601, 3311 e 9302) e os dois spots do climatérico (2403 e
7101) foram, também, estatisticamente diferentes (tabela 2). Além disso, dentre os
71 que mostraram variacdes na intensidade fora dos limites de 1,5 vezes, o software
indicou 20 spots com diferencas significativas, sendo 10 com aumento de expressao
acima dos 50% e outros 10 com diminuicdo de expressao maior que 33%, em
relacdo ao periodo pré-climatérico, excluindo os spots qualitativos, os saturados e 0s
que estao nos limites marginais (tabela 2).

A figura 9 é uma imagem multicanal, na qual, utilizando recursos do software,
duas imagens, representativas dos grupos de frutas, foram distorcidas e ajustadas

para sobreposicdo e melhor visualizacdo das alteracbes na abundancia das



53

proteinas. Optou-se pela coloracdo azul para a imagem do grupo pré-climatérico e
vermelha para a do grupo climatérico. Assim, quanto mais azulados os spots, mais
abundantes nas frutas pré-climatéricas e, da mesma forma, quanto mais
avermelhada, mais abundantes nas climatéricas. Quando as intensidades sao
intermediarias, um tom rosaceo pode ser visualizado, resultado da sobreposicéo dos
tons azuis e vermelhos em iguais intensidades. Ainda na figura 9, sdo apontados o0s
spots selecionados para identificacdo por espectrometria de massas.

O numero de spots selecionados foi similar ao de outros trabalhos com frutos
climatéricos. Utilizando a mesma tecnologia, Pedreschi e colaboradores (2009)
encontraram 43 spots diferencialmente expressos na polpa de péras submetidas a
atmosferas especificas; Lara e colaboradores (2009) encontraram 52 spots no
mesocarpo de péssegos submetidos a tratamentos térmicos; porém, Renaut e
colaboradores (2008) encontraram quase trés vezes mais: 114 spots
diferencialmente expressos em cascas de péssegos. Esta variacdo encontrada nos
experimentos depende ndo somente da amostra ou modelo biolégico, mas também
do software, do profissional, dos tratamentos aplicados, equipamentos e protocolos
utilizados, etc., gerando resultados Unicos para cada estudo (Karp e Lilley, 2005).

A maioria dos spots selecionados apresentou variacdbes menores que 1,5
vezes em sua abundancia, entretanto, foram estatisticamente validados, com 95%
de confianca nos resultados. Sendo assim, todos os 47 spots selecionados pela
analise estatistica foram isolados de geéis preparativos e foram submetidos a

digestdo com tripsina e sequenciados por espectrometria de massas.



54

pH 4 | | 7

MW
(kDa)

97 1

Ge0S

14,4 L

Figura 9. Gel 2D-DIGE com indicacéo dos spots de proteinas com variagdo de abundancia durante o
amadurecimento da manga. A imagem representativa do gel 2D-DIGE foi gerada pela combinacao
das imagens individuais de fluorescéncia de dois géis. Em cada gel foi aplicado o pool das amostras
(marcado com Cy3) e o extrato de proteinas de mangas pré-climatéricas ou o de mangas climatéricas
(marcado com Cy5). As imagens de fluorescéncia Cy5 dos dois géis foram combinadas, sendo
arbitrariamente atribuida cor azul para representar a fluorescéncia derivada das proteinas da amostra
de mangas pré-climatéricas e cor vermelha para a fluorescéncia das proteinas de mangas
climatéricas. Os nimeros no alto indicam a faixa de separagdo da focalizagdo isoelétrica (pH 4-7) e a
esquerda esta indicada a posi¢do dos marcadores de peso molecular (97 kDa a 14,4 kDa). As setas
destacam os spots estatisticamente diferentes, selecionados pelo teste T de Student (p<0,05), e
identificados pelos respectivos nimeros de identificagdo (SSP) gerados pelo software PDQuest (Bio-
Rad). Intensidades médias descritas conforme tabela 2.
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4.5 Sequenciamento das proteinas por espectrometria de massas

Os espectros resultantes do sequenciamento dos 47 spots por ESI-Q-TOF
MS/MS foram analisados utilizando o software MASCOT e comparados com
sequéncias depositadas na base de dados de proteinas NCBI atualizada em agosto
de 2010 (11346708 sequéncias; 3868708671 residuos).

Dentre os 47 spots, foram inferidas 58 proteinas diferentes e 2 isoformas,
totalizando 60 identificacdes a partir dos peptideos sequenciados, sendo 36 spots
contendo apenas uma proteina e 11 spots com mistura de proteinas, como pode ser
observado na tabela 3. Nela estdo relacionadas: a descricdo original da proteina
obtida (como aparece na busca) e sua provavel identidade, o nimero de acesso (gi),
0 organismo de origem da proteina com maior similaridade, o numero de
identificacdo do spot (SSP), a massa molecular (MM) experimental e tedrica, o ponto
isoelétrico experimental e previsto, a razdo da intensidade média dos spots entre 0s
grupos Climatérico/Pré-climatérico (proveniente da analise dos géis), a pontuacéo
(score) do MASCOT, o numero de consultas que correspondem a proteina
(Matches) (entre parénteses, o numero de consultas repetidas), o numero de
sequéncias de peptideos correspondentes (entre parénteses o numero de
sequéncias repetidas), a porcentagem da sequéncia total protéica coberta e o
namero de acesso do gene que codifica a proteina homdéloga em Arabidopsis
thaliana (TAIR — www.arabidopsis.org).

Os pontos isoelétricos e massas moleculares experimentais foram calculados
e comparados com os dados teoricos. A maioria dos spots identificados mostrou boa
relacdo com a massa molecular tedrica, com poucas discrepancias que podem ser
explicadas por modificagcdes poés-transcricdo, mobilidade eletroforética anormal ou
mesmo apresentar massa molecular diferente para algumas proteinas de Mangifera
indica.

De acordo com Aulak e colaboradores (2004) e Chandramouli e Qian (2009),
€ comum encontrar multiplas proteinas ocupando o mesmo spot em um gel,
problema que poderia ser contornado através da utilizagdo de géis ainda maiores
nas separagdes e intervalos de pH com faixas mais estreitas, aumentando a area de
separacao entre 0s spots, promovendo um “zoom” e aumentando a cobertura do

mapa proteico.
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Nos spots que apresentaram misturas de proteinas, foram identificados
peptideos ora de dominios conservados entre proteinas, ora especificos de outras
classes protéicas, com perfis de mobilidades similares. Contudo, ndo se pode
afirmar com certeza que todas as diferentes proteinas presentes em determinado
spot tém sua abundancia alterada, uma vez que nao foi possivel estabelecer quais

dos peptideos identificados exerceu maior influéncia na analise.
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Tabela 3. Proteinas de Mangifera indica L. identificadas através da andlise DIGE durante o amadurecimento do fruto.
. MM Cobertura Homélogo
Identidade provavel da No. de . pl Razdo Mascot N em
SSP . Organismo exp./teor. Matches Sequéncias da . :
proteina acesso exp./prev. C/PC Score P Arabidopsis
(kDa) Sequéncia
(TAIR)
, Fredicted protein (familia  uoo 4940007  POPUUS 505 654 4357620 055 625 19(6) 11(5) 20% AT1G79750
0603 da enzima malica) trichocarpa
d . . ..
0604"  Malic enzyme, putative — uopeeagagq  RICINUS o g 655 445/598 047 590 18(4) 11(2) 20% AT5G25880
(familia da enzima malica) communis
1302 Unknown (provavel
Esterase D/ S- 0i|255636647 Glycine max 37,8/30,1 4,50/6,65 0,68 279 9(5) 3(2) 16% AT2G41530
formilglutationa hidrolase)
. Oryza sativa
1404 Os0690192600 (provavel 115466876 japonica  54,8/48,6 4731603 1,32 671 14(2) 14(2) 37% AT1G53750
ATPase — familia AAA) Group
1502 Aldehyde dehydrogenase, Ricinus
putative (aldeido 0i|223550539 COMMUNIS 56,8/58,7 4,59/7,14 0,63 494 10(5) 8(4) 13% AT3G48000
desidrogenase)
1601 PREDICTED: Malate
dehydrogenase (NADP+) (i|225445108 Vitis vinifera 68,9/65,7 4,56 /6,27 489 16(4) 10(3) 16% AT5G25880
(superfamilia malica)
16049 Phosphoglucomutase, Ricinus
putative 0i|255573724 communis 67,7/635 4,73/553 0,55 676 20(5) 13(5) 22% AT1G23190

(fosfoglicomutase)




Tabela 3 (Continuagao) . Proteinas de Mangifera indica L. identificadas através da analise DIGE durante o amadurecimento do fruto.
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Homoélogo
Identidade provavel da No. de . MM pl Razdo Mascot N Cobertura em
SSP . Organismo exp./teor. Matches Sequéncias da . :
proteina acesso exp./prev. C/PC Score P Arabidopsis
(kDa) Sequéncia
(TAIR)
Predicted protein Pobulus
provavel malato gl : ) ) , ) , 0
2305° svel mal i|224061310 hp 41,3/357 4,91/853 0,66 359 5(3) 5(3) 14% AT1G53240
desidrogenase) trichocarpa
Cytosolic .
2402 hosphoglycerate kinase  gi|121485004 HZL']?]TSS“S 46,8142,3 4,88/582 0,74 890 21(9) 14(6) 34% AT1G79550
(fosfoglicerato quinase)
2403 Aég‘l’chocglddihs{grrgggr?;‘:;3 gilos3s2es27 V" d%ggra 51,1/421 491/6,03 - 435 10(3) 93) 13% AT1G77120
Ribulose-1,5-bisphosfate
2501° laﬁgrebgﬁ%‘l‘j‘ﬁi‘f/&ﬁﬁgﬁ(‘;‘;ge gi|62902725 g;gi‘;fgraa 58,3/51,9 4,83/6,00 0,60 1170 60(25) 20(10) 43% ATCG00490
grande de Rubisco)
2502 Eg'fe?r'ﬁ;rieacglpg;gf;?;' gil225455555  Vitis vinifera  55,8/48,3 4,85/6,17 0,71 1043 26(9) 15(7) 34% AT2G36530
2608 U”ttggé"k”et(glg’s";"e' 0i|118481093 triF; ﬁgg!;‘;a 71,4/80,9 4,99/6,29 0,69 531 14(4) 11(4) 19% AT2G45290
GroES chaperonin, Ricinus
3102° putative (provéavel gi[255550363 U S 26,6/266 520/889 053 335 15(7) 5(3) 18% AT5G20720

chaperonina cpn10)




Tabela 3 (Continuagao) . Proteinas de Mangifera indica L. identificadas através da analise DIGE durante o amadurecimento do fruto.
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Homoélogo
Identidade provavel da No. de . MM pl Razdo Mascot A Cobertura em
SSP . Organismo exp./teor. Matches Sequéncias da . :
proteina acesso exp./prev. C/PC Score P Arabidopsis
(kDa) Sequéncia
(TAIR)
Predicted protein Pobulus
3204 (provavel proteina da 0i|224140937 rop 353/315 5,16/5,29 0,73 287 6(1) 6(1) 19% AT5G62740
P trichocarpa
familia Band 7)
Hypothetical protein
3206 SORBIDRAFT 039006130 s 15050109 SOMONUM g 5575 517/536 0,68 407 9(4) 6(3) 27% AT3G55440
(provével triosefosfato bicolor
isomerase)
Unknown (provavel
3206 subunidade alfa tipo 3 de @i|255641143 Glycine max 29,0/27,5 5,17/5,60 0,68 396 8(3) 6(3) 25% AT2G27020
proteasoma)
Acyl-[Acyl-carrier-protein]
33p1¢ desaturase /Stearoyl-CoA  jpynpqyy  ATBDIODSIS ) o) 50 5041605 045 451 14(3) 9(3) 23% AT2G43710
9-desaturase (provéavel thaliana
estearoil-ACP desaturase)
Predicted protein
(provavel enoil ACP PooulUS
3307 redutase — proteina da 0i|224053010 ~op 41,0/41,7 5,21/9,23 0,75 634 20(7) 10(5) 32% AT2G05990
o trichocarpa
superfamilia NADB
Rossmann — Fabl
Predicted protein Pobulus
3311 (provavel aspartate 0i|224143258 P 48,0/51,1 5,08/8,67 843 18(6) 15(4) 30% AT4G31990

aminotransferase)

trichocarpa
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Tabela 3 (Continuagao) . Proteinas de Mangifera indica L. identificadas através da analise DIGE durante o amadurecimento do fruto.

MM Cobertura Homélogo
Identidade provavel da No. de . pl Razdo Mascot N em
SSP . Organismo exp./teor. Matches Sequéncias da . :
proteina acesso exp./prev. C/PC Score P Arabidopsis
(kDa) Sequéncia
(TAIR)
PREDICTED: hypothetical
3501 QroeIn soform 1 (Provavel - ;125456806  Vitis vinifera  55,8/53,7 503/575 069 792 17(6) 13(6) 28%  AT4G13940
hidrolase)
ATPase subunit 1 Citrullus
3502¢ (provavel subunidade alfa @i|295311633 lanatus 58,8/55,6 5,03/6,02 0,52 1193 23(10) 19(8) 37% ATMGO01190
de ATP sintase)
Predicted protein
3609 | (Provavelchaperona- — .o54105135  POPUS  op 0 e s 5197701 0,69 329 8(1) 8(1) 11% AT4G12400

HSP70 - Tetratrico peptide trichocarpa

repeat (TPR) profile)

Ribulose-1,5-bisphosfate
agop  carboxylaseloxygenase - g5ga,  Juanulloa a5 0 597,641 074 249 18(1) 7(1) 17% ATCG00490

large subunit (subunidade aurantiaca
grande de Rubisco)
Superoxide dismutase Hevea
5102" [Mn] (superéxido 0464775 brasiliensis  246/259 543/7,10 2,59 314 9(5) 5(2) 21% AT3G10920
dismutase Mn) rastiensis
5202  Chitinase (quitinase)  gi|189014948  Mandifera o5 5,064 547/577 6,15 586 13(7) 8(5) 31% AT3G54420

indica




Tabela 3 (Continuagao) . Proteinas de Mangifera indica L. identificadas através da analise DIGE durante o amadurecimento do fruto.

61

Homoélogo
Identidade provavel da No. de . MM pl Razdo Mascot A Cobertura em
SSP . Organismo exp./teor. Matches Sequéncias da . :
proteina acesso exp./prev. C/PC Score P Arabidopsis
(kDa) Sequéncia
(TAIR)
Predicted protein Pobulus
5212° provéavel adenilato 0i|224136530 ~op 28,5/22,2 5,62/5,28 24,62 216 3(2) 3(2) 16% AT5G26667
trichocarpa
quinase)
5212° pirg,g‘;[‘aot‘évsne(f’r:g;’gagﬁca) 0i[224032889  Zeamays 28,5/23,1 562/539 24,62 163 4(0) 4(0) 21% AT1G01050
gp1ps  'haumatin-like protein 1 55099401 PYIUS = »85/262 562/507 24,62 89 302) 1(1) 4% AT1G20030
(taumatina 1) pyrifolia
Dehydroascorbate
reductase, putative Ricinus
5212° provavel 0i|255588495 : 28,5/20,7 5,62/5,32 24,62 65 4(0 2(0 14% AT5G16710
communis
dehidroascorbato
redutase)
Electron transfer
flavoprotein-ubiquinone
oxidoreductase, putative RicinUS
5305"  (provavel flavoproteina-  gi|255563713 : 356/38,0 5,49/5,44 2,42 299 8(3) 7(2) 22% AT5G54770
communis

ubiquinona oxidoredutase
transportadora de
elétrons)




Tabela 3 (Continuagao) . Proteinas de Mangifera indica L. identificadas através da analise DIGE durante o amadurecimento do fruto.
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. MM Cobertura Homoalogo
Identidade provavel da No. de . pl Razdo Mascot N em
SSP . Organismo exp./teor. Matches Sequéncias da . :
proteina acesso exp./prev. C/PC Score P Arabidopsis
(kDa) Sequéncia
(TAIR)
Citochrome C peroxidase,
mitochondrial precursor, Ricinus
5305" putative (provavel 0i|255558656 : 35,6/41,0 549/7,70 2,42 205 4(2) 4(2) 8% AT1G77490
ascorbato peroxidase — communis
Plant Heme)
S-adenosylmethionine Pobulus
5401 synthetase 4 (AdoMet 0i|224130888 trichgcarpa 52,4/43,6 5,45/568 0,80 740 17(7) 12(6) 39% AT4G01850
sintase)
Phosphoglycerate
5603 dehydrogenase gil211906486 COSSYPUM 5 6/641 545/7.14 0,60 561 12(6) 11(6) 23% AT4G34200
(fosfoglicerato hirsutum
desidrogenase)
Class Il small heat shock Arachis
6105° protein Le-HSP17.6 0i|194466081 hypogaea 159/145 5,72/9.00 0,53 198 10(2) 3(2) 24% AT5G12020
(chaperona — HSP17.6)
Lactoylglutathione lyase,
6203° putative (provavel gil255546389  NCINUS 334,400 574/6.49 11,16 404 10(3) 8(3) 19% AT1G67280
lactatoilglutationa liase - communis
Glioxalase 1)
g205¢ ~ Conserved hypotetical o npoggg39  RICINUS o5 600 5 5807567 1,75 207 8(3) 3(2) 15% AT1G78780
protein (desconhecida) communis




Tabela 3 (Continuagao) . Proteinas de Mangifera indica L. identificadas através da analise DIGE durante o amadurecimento do fruto.
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Homoélogo
Identidade provavel da No. de . MM pl Razdo Mascot A Cobertura em
SSP . Organismo exp./teor. Matches Sequéncias da . :
proteina acesso exp./prev. C/PC Score P Arabidopsis
(kDa) Sequéncia
(TAIR)
Abscisic acid response
6205 pr%tg':‘eg%rc‘;s"’%v:('fggfg”a giee60a07 UM 3267100 582/622 175 93 2(2) 1(1) 18%
abscisico)
Predicted protein
6206  (Provaveldienolactona  oo403161g  POPULS — og 5 055 5e5/504 1,15 280 5(3) 4(3) 26% AT2G32520
hidrolase e enzimas trichocarpa
relacionadas)
Aluminum-induced protein
6206 (provavel proteina gil238800460  CUCUMIS 555 956 585/608 1,15 87 2(0) 2(0) 6% AT5G19140
induzida por Al da hystrix
superfamilia Wali7)
Photosystem I
stability/assembly factor
HCF136, chloroplast Ricinus
6301 precursor, putative 0i|255559812 COMMUNIS 43,2/43,4 5,65/7.11 0,80 220 4(1) 4(1) 9% AT5G23120
(provavel HCF136 - fator
de estabilidade do
fotossistema 1)
Cysteine Synthase,
6301 chioroplastic / 0i[399333 Capsicum 455,405 565/522 0,80 178 40 40 12% AT3G59760
chromoplastic (cisteina annuum

sintase)
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MM Cobertura Homélogo
Identidade provavel da No. de . pl Razdo Mascot N em
SSP . Organismo exp./teor. Matches Sequéncias da . :
proteina acesso (kDa) exp./prev. C/PC Score Sequéncia Arabidopsis
q (TAIR)
Predicted protein
g301 (Provavelporfobilinogénio  i>o4001346 ~ POPULS 435396 565/846 0,80 165 5(1) 4(1) 11% AT5G08280
desaminase / trichocarpa
hidroximetilbilano sintase)
Putative progesterone 5-
gagp!  Deta-reductase (provavel — .oqpen5 g CAIOUODIS o5, 4s 5 551533 1,77 78 4(0) 2(0) 20 AT4G24220
progesterona beta-5- procera
redutase)
Hypothetical protein
6507 (provavel subunidade beta @i|147838606 Vitis vinifera 58,8/60,0 5,63/584 0,68 1159 28(13) 15(9) 37% AT5G08680
de ATP sintase)
Rubisco large subunit-
binding protein subunit Pisum
6605" beta, chloroplastic 0i|2506277 sativum 64,2/63,3 580/585 1,73 1990 41(23) 23(16) 44% AT5G56500
(subunidade beta de
ligacdo a Rubisco-cpn60)
Superoxide dismutase Solanum
7101 [Cu-Zn] (superoxido 0i|134682 | : 20,4/22,3 5,91/5,77 132 4(0) 3(0) 15% AT2G28190
. ycopersicum
dismutase Cu-Zn)
Heat shock protein 17.3 . Triticum 0
7101 (chaperona, HSP17.3) 0i|21807 aestivum 20,4/17,4 5,91/5,58 71 2(0) 2(0) 10% AT5G12030
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Homoélogo
Identidade provavel da No. de . MM pl Razdo Mascot I Cobertura em
SSP . Organismo exp./teor. Matches Sequéncias da . :
proteina acesso exp./prev. C/PC Score P Arabidopsis
(kDa) Sequéncia
(TAIR)
70020 Glutathione S-transferase ;37054 1 g5 Pisum = 55 8/26,8 594/497 9,69 175 4(0) 3(0) 11% AT5G02790
(glutationa S-transferase) sativum
Alpha-soluble nsf
70070 ~ attachment protein, gi[255550601  RCINUS 339,359 597/512 1042 149 4(0) 4(0) 11% AT3G56190
putative (provavel alfa- communis
SNAP)
Putative DNA-damage-
repair/toleration protein Trifolium
7301 DRT 102 (provavel 0i|84468444 41,3/33,3 5,98/522 0,76 282 7(3) 4(2) 11% AT3G04880
proteina de reparo ao pratense
dano no DNA (DRT102))
7402 Predicted protein gil224075445  POPUUS 4060477 5981638 1,49 707 15(6) 11(6) 26% AT5G13420
(provavel transaldolase) trichocarpa
Predicted protein
7608 SSEL‘;}YSXELC;]?;%;OEQZEO gi[224132004 mz ﬁgglﬁ;a 64,2/62,2 6,14/516 0,76 1271 28(17) 16(12) 26% AT2G28000
a Rubisco)
Translationally-controlled
tumor protein homolog; Hevea
8103"  Short=TCTP (provavel gi|9979196 brasiliensis 21,1/19,1 6,44/450 1,69 318 17(6) 4(4) 23% AT3G16640

proteina de tumor
controlada por traducéo)
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Tabela 3 (Continuagao) . Proteinas de Mangifera indica L. identificadas através da analise DIGE durante o amadurecimento do fruto.

Homoélogo
Identidade provavel da No. de . MM pl Razdo Mascot N Cobertura em
SSP . Organismo exp./teor. Matches Sequéncias da . :
proteina acesso exp./prev. C/PC Score P Arabidopsis
(kDa) Sequéncia
(TAIR)
- H gl H H ) ) ) ) ) 0
8210" Tha“(?;ﬂ‘a't'l'ﬁlzgr)"te'” 260150572 | PYMUSX 3281267 647/498 156 159 2(2) 2(2) 6% AT1G20030
Hypothetical protein Cucumis
8210"  (provavel proteina da 0i|62149089 32,8/252 6,47/493 1,56 141 3(1) 3(1) 13% AT1G35160
familia 14-3-3) melo
Plastid-lipid-associated
8210" (p?(;?:;];scgleog?;sl?séue%s gil62900641  Citrus unshiu 32,8 /35,3 6,47/524 1,56 124 3(1) 2(1) 6% AT4G22240
associadas a lipideos)
Late embryogenesis Ricinus
8303 abundant protein Leal4-A, i|255585293 CommMunis 43,6 /34,7 6,43/4,65 0,85 199 6(0) 5(0) 14% AT2G44060
putative (provavel LEA14)
8303 '(Ee”r%'l'ﬁgg :Egﬂf;ig? gil2653285  Oryzasativa 43,6/40,0 643/9,10 0,85 68 1(1) 1(1) 4% AT2G05990
9302 F’(?g’;ggﬁg'eﬁfgaéilﬁg‘ses)e gi[211906450 Gr‘]’ifsgt‘fj';m 39,9/42,3 6,95/597 - 290 6(4) 3(3) 11% AT1G79550

SSP: nimero de identificacao do spot; MM: massa molecular (exp.: experimental / teor.: tedrica); d: spots selecionados pelo software com variagcao negativa (diminuicao de
expressdo maior que 33% em relacdo ao periodo pré-climatérico); u: spots selecionados pelo software com variacdo positiva (aumento de expressdo acima de 50% em
relacdo ao periodo pré-climatérico); s: spots saturados; pl: ponto isoelétrico (exp.: experimental / prev.: previsto); Razdo C/PC: razéo entre os estadios climatérico (C) e pré-
climatérico (PC) da intensidade média dos spots; Mascot Score : pontuacdo do Mascot; Matches : nUmero de consultas correspondentes a proteina (entre parénteses, o
ndamero de consultas repetidas); Sequéncias : nUmero de sequéncias de peptideos correspondentes (entre parénteses o nimero de sequéncias repetidas).
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4.6 Classificacdo funcional das proteinas

As proteinas identificadas foram classificadas de acordo com sua principal
funcdo biolégica em categorias funcionais, a partir das informacdes exibidas nas
bases de dados NCBI/CDD, PantherDB, ExPASy — UniProt/PROSITE, Gene
Ontology (GO), EMBL-EBI Interpro e KEGG. A maior parte das proteinas
identificadas participa de processos celulares de resposta ao estresse (oxidativo,
causado por defesa a patdgenos e estresse abiotico) e metabolismo (principalmente

energético e biossinteses), como pode ser observado na figura 10.

Classificacao Funcional

31,03%

6,9%
1,72%

18.97% 13,79%

I resposta a estresse
I catabolismo 27.59%
[ biossintese

[ defesa

I protedlise

[ Joutras

Figura 10. Classificacdo funcional das proteinas inferidas a partir da identificacdo dos peptideos
sequenciados dos spots com variacdo de abundancia durante o amadurecimento.

Dentre as 60 identificacdes realizadas foram notadas 58 proteinas diferentes,
sendo 34 (58,6%) com abundancia aumentada no estadio pré-climatérico e 26
(44,8%) no climatérico. Durante o estadio pré-climatérico, 0s processos bioquimicos
mais proeminentes foram os relacionados a biossintese (53%), ao catabolismo
(19%) e a resposta a estresse (19%); ja no climatérico, evidenciou-se a resposta a
estresse (38%), o catabolismo (19%) e mecanismos de defesa a agentes externos
(12%).
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4.6.1 Fixacao de carbono

O maior numero de spots de proteinas identificados como mais abundantes no
estadio pré-climatérico esta ligado a processos biossintéticos relacionados a fixacéo
de carbono, producéo de acidos graxos e hormdnios, ja no climatérico, a biossintese
de metabolitos secundarios.

A taxa de fotossintese em folhas difere drasticamente da que ocorre em frutos.
Durante o desenvolvimento e amadurecimento de frutos as trocas gasosas Sao
bastante diminuidas em relacdo as folhas, e o decréscimo na permeabilidade da
epiderme pode aumentar consideravelmente o aprisionamento de gases dentro de
cavidades do fruto, dentre eles, o CO,, podendo ter concentracdes muito maiores do
gue a do ambiente externo (SMILLIE, 1991). O CO, é convertido a malato e acido
malico em diversos frutos e armazenado em vacuolos, podendo ser utilizado como
substrato para processos celulares (BLANKE e LENZ, 1989) e, a partir da acdo das
enzimas malicas este CO, pode ser novamente disponibilizado e processado por
mecanismos de fixacdo de carbono nos cloroplastos do fruto (SMILLIE, 1991).
Algumas proteinas com maior abundancia no estadio pré-climatérico relacionadas as
enzimas malicas (EC 1.1.1.82; 1.1.1.37; 1.1.1.39; 1.1.1.40) foram identificadas nos
spots 0603, 0604, 1601 e 2305. Os spots 0603 e 0604 apresentaram peptideos da
superfamilia NADB Rossmann, comuns a uma infinidade de desidrogenases e
enzimas oxido-redutoras presentes ndo apenas na fixacdo de carbono, mas também
em processos metabolicos como a glicélise. Os peptideos identificados nos spots
1601 e 2305 possuem maior similiaridade a enzima malato desidrogenase. Por
estarem amplamente distribuidas, essas proteinas podem ser encontradas no
citosol, parede celular, cloroplastos, mitocéndrias e glioxissomas (figura 11).

O spot 3311 foi identificado como uma aspartato aminotransferase (EC 2.6.1.1
— figura 11), enzima que catalisa a reagao de conversédo de oxalacetato a aspartato
durante a fixacdo de carbono, além de também atuar no metabolismo de diversos
aminoacidos.

Quatro spots detectados foram identificados como outras duas enzimas
relacionadas com a fixagdo de carbono nos cloroplastos durante o ciclo de Calvin
(fase independente da luz): a subunidade grande da ribulose bisfosfato carboxilase
(Rubisco large subunit 1 — spots 2501 e 4602) (EC 4.1.1.39), que catalisa a etapa de
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Figura 11 : Fixacdo de Carbono em organismos fotossintéticos (Adaptado de Kegg Pathway ko00710). As enzimas catalizadoras de cada etapa do processo
estdo identificadas por seus nimeros EC dentro dos retangulos. Os retangulos sem preenchimento ndo foram identificados e apenas ilustram e completam
as outras etapas. Os retangulos destacados em verde indicam as enzimas identificadas em maior abundancia no estadio pré-climatérico nas amostras de
mangas da cultivar Keitt: EC 1.1.1.82; 1.1.1.37; 1.1.1.39; 1.1.1.40 — enzimas malicas/malato desidrogenase; EC 2.6.1.1 — aspartato aminotransferase; EC:
2.2.1.1 - trancetolase; EC: 2.7.2.3 — fosfoglicerato quinase; EC 4.1.1.39 — subunidade grande da Rubisco; EC: 5.3.1.1 — triosefosfato isomerase.



70

fixacdo primaria do CO, formando o 3-fosfoglicerato; e a fosfoglicerato quinase (EC
2.7.2.3 — spots 2402 e 9302), que catalisa a transferéncia do grupo fosfato do ATP
para a formacdo do composto 1,3-bisfosfoglicerato, etapa seguinte do ciclo (figura
11). De maneira oposta, a fosfoglicerato quinase atua na segunda fase da glicélise,
liberando um ATP, durante a formacgao de piruvato (figura 12).

O spot 2608, correspondente a uma provavel transcetolase (EC 2.2.1.1),
enzima que também atua na transferéncia de grupos aldeido ou cetona durante os
processos de fixagcdo de carbono (figura 11) e também no catabolismo energeético,
na via das pentoses fosfato.

Outras trés enzimas identificadas relacionadas com a fotossintese e que
também tem suas abundancias diminuidas no periodo climatérico foram: a
hidroximetilbilano sintase (EC 2.5.1.61), uma desaminase que atua na sintese de
anéis tetrapirrélicos como a clorofila; um fator de estabilidade do fotosistema I
(HCF136), localizada no tilacoide, sendo ambas as proteinas com peptideos
identificados no spot 6301; e triosefosfato isomerase (EC 5.3.1.1 — spot 3206),
importante também em diversas reacdes do metabolismo de energético.

Todas essas enzimas citadas relacionadas a fixacdo de carbono tiveram suas
abundancias reduzidas no estadio climatérico, ou seja, ainda tinham sua abundéancia
elevada logo apds sua colheita. Esses resultados confirmam o achado de Chauhan
e Pandey (1984) que observaram que a pequena taxa de assimilacdo de carbono
nos frutos de mangas cv. Dashehari diminui ainda mais com o amadurecimento,
quando comparadas com as taxas medidas nas folhas da planta. A diminuicdo da
abundancia dessas proteinas provavelmente esta relacionada com a diferenciacdo
dos cloroplastos em cromoplastos, uma vez que ha uma breve mudanca na cor da
polpa de amarelo esverdeado a amarelo mais forte. Além disso, esta assimilacéo de
carbono pelo fruto durante o periodo pré-climatérico pode contribuir com o breve
aumento observado na sintese de amido nos primeiros dias apés a colheita (figura 4
— perfis de degradacdo de amido), ocorrendo antes da diferenciacdo total dos
cloroplastos em cromoplastos, ainda reflexo da possivel atividade das enzimas de
sintese atuantes nos frutos no momento em que estavam ligados a planta.
Entretanto, mesmo esta contribuicdo sendo relativamente pequena, € importante
para 0 periodo que se segue, ja que os frutos dependerdo do carboidrato

armazenado para se suprir de energia.
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Figura 12 : Glicdlise e gliconeogénese (Adaptado de Kegg Pathway 00010). As enzimas catalizadoras
de cada etapa do processo estdo identificadas por seus nimeros EC dentro dos retangulos. Os
retdngulos sem preenchimento ndo foram identificados e apenas ilustram e completam as outras
etapas. Os retangulos destacados em verde indicam as enzimas identificadas em maior abundancia
no estadio pré-climatérico nas amostras de mangas da cultivar Keitt: EC 2.7.2.3 — fosfoglicerato
quinase; EC 5.3.1.1 — triosefosfato isomerase; EC 5.4.2.2 — fosfoglicomutase; EC 4.2.1.11 — enolase;
EC 1.2.1.3 — aldeido desidrogenase. O retdngulo destacado em vermelho indica a enzima identificada
em maior abundancia no estadio climatérico: EC 1.1.1.1 — alcool desidrogenase.



72

4.6.2 Catabolismo energético

A glicdlise é a via de degradacdo dos carboidratos na qual os
monossacarideos sao fosforilados e transformados em &cido piravico, objetivando o
fornecimento de energia quimica na forma de ATP para a célula. O &cido pirtvico
formado é direcionado as vias oxidativas e, quando da baixa concentracdo de
oxigénio, é transformado em acetaldeido (CHITARRA e CHITARRA, 2005).

Além de atuarem na assimilacao de carbono, algumas das enzimas ja citadas
atuam também no catabolismo energético, como a triosefosfato isomerase (spot
3206) e fosfoglicerato quinase (spots 2402 e 9302). Outras enzimas com menor
abundancia no climatérico relacionadas ao catabolismo energético (figura 12) foram
identificadas como a fosfoglicomutase (EC 5.4.2.2 — spot 1604), uma isomerase que
atua na transferéncia de grupamento fosfato na conversédo de glicose 1-P a glicose
6-P e na converséo de ribose-1P a ribose-5P, a enolase (EC 4.2.1.11 — spot 2502) e
a aldeido desidrogenase (EC 1.2.1.3 — spot 1502), indicando que provavelmente
durante o climatérico a glicélise ndo seja a via mais utilizada para a obtencédo de
ATP em mangas ja que outras vias do metabolismo energético como o ciclo dos
acidos tricarboxilicos ou ciclo de Krebs, a via das pentoses-fosfato e a cadeia de
transporte de elétrons também contribuem para o metabolismo energético durante a
maturacédo dos frutos (CHITARRA e CHITARRA, 2005 ).

Krishnamurthy, Patwardhan e Subramanyam (1971) observaram que em
mangas da cultivar Pairi, houve um acumulo dos acidos organicos oxo-glutarico e
piravico, atingindo um pico de concentracdo em poucos dias apés a colheita, sendo
sua degradacdao iniciada concomitantemente com a maior producdo de CO, durante
o climatérico, sugerindo que a glicose solavel proveniente da hidrdlise do amido
seria metabolizada a estes acidos por outras vias metabodlicas e entdo utilizados
como substrato para as vias oxidativas, contribuindo assim para o pico respiratério.

Ainda no periodo pré-climatérico foram identificadas com abundancia elevada
subunidades dos tipos alfa e beta da familia F1 (spots 3502 e 6507,
respectivamente) de ATP sintase, ou ATPase, jA caracterizadas em membranas
internas de mitocdndrias e em tilacéides de cloroplastos.

Durante a cadeia de transporte de elétrons, as proteinas do complexo
ATPase transferem os prétons da matriz mitocondrial para o espaco intermembrana

em reacdes redox, criando um gradiente de prétons. Este gradiente de prétons leva
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a producdo de ATP, que ocorre quando eles retornam para a matriz através da
formacdo de canais de ions pelo complexo FO-F1-ATPases. A FO-ATPase é
responsavel pelo canal, permitindo que o fluxo passivo de protons através da
membrana diminua o gradiente eletroquimico e F1-ATPase utiliza a energia liberada
pelo transporte para sintetizar ATP a partir de ADP e fosfato inorganico. A
subunidade alfa de F1-ATPase possui sitios de ligacdo com nucleotideos, mas néo &
catalitica, funcdo esta que é caracteristica da subunidade beta (BALLMOOS,
WIEDENMANN e DIMROTH, 2009; CAMPBELL, 2003).

Em uvas foi observada uma diminuicdo da abundancia da subunidade alfa e
um aumento na subunidade beta de F1-ATPase ap0s o “véraison”, ocasido em que
as mudancas do amadurecimento sdo observadas, sugerindo que algumas
isoformas especificas de proteinas mitocondriais sdo expressas durante o
amadurecimento (GARIBALDI et al., 2007). Ja em tomates, foi observado que niveis
de mRNA de subunidades de ATPase mitocondrial continuam presentes em niveis
elevados nos tomates maduros (PIECHULLA, 1988). Esses achados diferem com o
resultado observado com mangas e, o fato dessas subunidades de ATPase
mitocondriais e algumas outras proteinas que atuam na glicélise estarem com suas
abundancias reduzidas no climatérico, onde a necessidade de ATP é aparentemente
maior, ndo indicam que houve deficiéncia na produgédo de ATP, pois, neste estadio,
foram observadas outras proteinas com abundancia elevada relacionadas as vias
oxidativas do metabolismo energético, correspondendo aos spots 7402, 5305 e
5212, que podem contribuir para 0 aumento da respiracao.

Na via das pentoses-fosfato, a transaldolase (EC 2.2.1.2 — spot 7402) atua nha
fase nao-oxidativa das vias das pentoses-fosfato, catalisando de maneira reversivel
a conversao de gliceraldeido-3-fosfato a frutose-6-fosfato.

A flavoproteina-ubiquinona oxidoredutase transportadora de elétrons
(ETFQO) (EC 1.5.5.1), que foi uma das proteinas identificadas no spot 5305, esta
presente na membrana mitocondrial e atua na cadeia de transporte de elétrons,
onde transfere elétrons de uma flavoproteina da matriz mitocondrial para ubiquinona
na membrana interna. As flavoproteinas transportadoras de elétrons (ETF) reduzidas
sdo oxidadas por ETFQO, liberando elétrons para a cadeia respiratoria via reducéo
da ubiquinona em ubiquinol. O complexo ETF/ETFQO funciona como aceptor de
elétrons de outras desidrogenases flavoprotéicas, atuando também no metabolismo
de acidos graxos (WATMOUGH e FRERMAN, 2010).
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A pirofosfatase inorganica (EC 3.6.1.1), uma das proteinas identificadas no
spot 5212, com aumento de abundéancia estimado em 24,62 vezes, atua na fase final
da cadeia de transporte de elétrons, hidrolizando um pirofosfato inorganico (PPi) em
dois ions fosfato em presenca de cation bivalente, e a energia liberada por esta
reacdo € estimada ser metade da energia liberada na quebra um ATP (WEINER,
STITT e HELDT, 1987).

A enzima adenilato quinase (EC 2.7.4.3), também foi identificada no spot
saturado 5212, com provavel aumento de abundancia no climatérico, onde ha
extensa necessidade de ATP. Essa enzima é responsavel pela catalise reversivel de
ADP em ATP e é essencial na manutencdo dos niveis celulares de fosfato de
adenosina, pois, apos o fim da intensa demanda de ATP pela célula, ela pode
reciclar o AMP convertendo-o em ADP, podendo este ultimo ser fosforilado a ATP na

mitocondria (NELSON e COX, 2004), como pode ser observado na rea¢ao abaixo:

EC2743

2ADP ATP + AMP

A enzima alcool desidrogenase (EC 1.1.1.1) foi identificada apenas no estadio
climatérico (spot 2403) e pode estar relacionada com a sintese de compostos
volateis, uma vez que atua em diversos processos metabdlicos promovendo a
interconversado de aldeidos, alcoois e cetonas com a reducdo de NAD a NADH. Em
estudo com melbes, Manriquez e colaboradores (2006) observaram que diferentes
genes que codificam este tipo de enzima foram expressos durante o climatérico e,
qguando inibidos os genes de ACC oxidase por anti-sense e as frutas tratadas com 1-
MCP, a expressao dos genes de alcool desidrogenase e a atividade total da enzima
foram inibidas, indicando sua regulacdo pela acdo do etileno. Em mangas, 0s
transcritos dos genes MIADH1 e MIADH2, que codificam esta enzima, acumularam-
se durante o amadurecimento e sdo induzidos através da acdo dos horménios
etileno e acido abscisico, de maneira independente (SINGH et al., 2010); além disso,
em tomates, genes de alcool desidrogenase parecem estar relacionados com o
desenvolvimento de volateis responsaveis pelo aroma e sabor (SPEIRS et al., 1998)
e no amolecimento do fruto (SPEIRS, CORRELL e CAIN, 2002).
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4.6.3 Fitormonios

As enzimas madlicas (estimuladas no estadio pré-climatérico - spots 0603,
0604, 1601 e 2305) atuam também no ciclo de Krebs, importante processo
metabdlico que promove o aumento da producdo de ATP pela célula e também uma
grande variedade de potenciais precursores na sintese de aminoacidos, bases
nitrogenadas, porfirinas, pirimidinas, acidos graxos e esterais.

Medlicot e Thompson (1985) observaram que durante o amadurecimento de
mangas Keitt ocorre redugcdo nas concentracdes dos &cidos citrico e malico, que
além de contribuir para a diminuicdo de acidez da polpa, podem ser convertidos a
piruvato e a Acetil-CoA, precursor de acidos graxos, produzidos ainda antes do
climatérico. Apesar da ocorréncia de pequenas quantidades de acidos graxos na
manga, essas moléculas sdo também ligadas a sintese de horménios e volateis
relacionados com o aroma e sabor caracteristicos do fruto (LITZ, 2009). As enzimas
enoil-ACP-redutase (EC 1.3.1.9 — spot 8303 e provavelmente spot 3307) e estearoil-
ACP desaturase (EC 1.14.19.1 / EC 1.14.19.2 — spot 3301) identificadas no periodo
pré-climatérico, atuam na formacdo do acido oléico (C18:A9), que participa na
sinalizacdo da defesa a estresses mediada pelos acidos salicilico e jasménico
(KACHROO et al., 2007). O &cido oléico, pode sofrer reducdes até a formacédo da
terceira insaturacédo da cadeia, constituindo o acido a-linolénico (C18:A9,12,15), que
esta relacionado com a formagéo de compostos jasmonatos.

Em mutantes de Arabidopsis thaliana, nos quais 0 gene ssi2 que codifica a
proteina estearoil-ACP desaturase foi suprimido, a resposta da sinalizacdo de defesa
mediada por &cido jasménico foi afetada, devido a diminuicdo de até 90% na
atividade da enzima (GAO et al., 2011).

O acido jasmonico e metil-jasmonato sdo hormonios vegetais conhecidos por
estarem envolvidos na regulacdo do crescimento, na resposta a injuria ou infeccéo
por patégenos, na modulacdo da degradacdo da clorofila, na formacdo de
antocianinas, no desenvolvimento de compostos aromaticos e na producdo de
etileno na fase pré-climatérica. Estas substancias estdo presentes em baixas
concentracbes em diversas partes vegetais, mas nos frutos, encontram-se
aumentadas (CHITARA e CHITARA, 2005; KUBICKA e ZADERNOWSKI, 2007,
LALEL et al., 2003; FAN et al., 1998, MAKKUN e SINGH, 2009).
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Fan e colaboradores (1998) sugeriram gque 0S compostos jasmonatos estao
envolvidos, juntamente com o etileno, na regulacdo dos primeiros processos do
amadurecimento de frutos climatéricos. Observaram que a concentracdo de
jasmonatos endodgenos diminui com a progressdao do amadurecimento e que a
aplicacdo exdégena de metil-jasmonato aumentou a produgcdo de etileno e as
atividades de ACC oxidase e ACC sintase em discos de macgas pré-climatéricas.

Em relacdo ao etileno, foram identificadas algumas enzimas diretamente
relacionadas com a sua biossintese, como a S-adenosil-metionina sintase, ou
AdoMet sintase (EC 2.5.1.6), identificada no spot 5401 e a S-adenosil-L-
homocisteina hidrolase (EC 3.3.1.1), no spot 3501, ambas com abundancia reduzida
no climatérico.

Durante a formacao do etileno, a etapa limitante do processo é a conversao
da S-adenosil-meitionina (AdoMet) em acido l-aminociclopropano-1l-carboxilico
(ACC). O principal precursor de AdoMet € o aminoacido metionina, que em reacao
com ATP, catalisada pela enzima AdoMet sintase (spot 5401), transfere um
grupamento S-adenosil para a metionina liberando um difosfato e um ortofosfato.

A enzima S-adenosil-L-homocisteina hidrolase (spot 3501) catalisa a hidrolise
reversivel de S-adenosil-L-homocisteina a adenosina e homocisteina. A S-adenosil-
L-homocisteina é um potente inibidor competitivo da AdoMet (TURNER et al., 2000),
logo, essa hidrolase contribui com a promocao da sintese de etileno uma vez que a
homocisteina produzida pode ser transformada em metionina por outras enzimas,
contribuindo com o aumento da sintese do hormdnio.

Ainda nesse ciclo, a enzima cisteina sintase (EC 2.5.1.47), uma das proteinas
identificadas no spot 6301, com abundancia diminuida no climatérico, promove o
altimo passo para a sintese da cisteina. Este aminoacido tem a possibilidade de doar
seu grupamento enxofre para formar metionina, através dos intermediarios cistationa
e homocisteina (BAUR e YANG, 1972).

Essas trés enzimas contribuem para o processo de sintese autocatalitica do
etileno, cuja rota bioquimica esta representada na figura 13. Entretanto, elas
apresentaram menor abundancia no periodo climatérico, apesar da liberacdo do gas
para 0 ambiente ter sido detectada apds o pico respiratorio. Este fato sugere que a
sintese do horménio ocorreria antes do ponto de deteccdo e seu excesso seria
retido nos tecidos do fruto, tornando sua concentracdo interna muito superior a

externa, suficiente para influenciar os processos celulares subsequentes. Com o
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decorrer das alteragbes na textura da polpa e da casca, tipicas de frutos maduros,
facilitaria a liberagdo de gas de seu interior, sendo entdo detectado pela

cromatografia gasosa.

L-Senne O 23130

S-5ulfo-L-cysteine 5 B i
- -_'3'5 ST O-fycetyl-L-gerine
e S ifide
O
2514725165
25147
L-Clystine O
§ L-Costeine
441.1
LHnrnncysteij’
2115]21.1.10
3-Adenos 3-D-Fihosyl-

2010321114 T homoebine O 1 horaneysteins

5-Ivlethyl-
2.5.1.15] 3-thinadlenosine

[
L

¥ L-Ivlethionine
O 2514

& S-fidenpsyl- | 23122
roethioninamine
gmmgﬂmnggm 3 L bminocylopopane- 3220 |[32216
{ S 3-Wlethuyl- 5-thio-¥ [2423)
2615 26157 : D-ribosz
[TiE 271100
[1432] ® 5tk 5o
D-nhose 1-phosphate Q8

=12 771
{ 31371
$3eits, OF—=fmTI5}—C +—{3137}—o e
2-9xnb%an0&teo 1151154 3 137 1 377 421109 O Orbuligs 1- pl‘u:usphate

1.2 Dlhjvdm 2 Hyd.rox -3-keto- 2_3 Driketo-5-tmethd-
2ketn ﬂlyl 1‘113;'1 pentenyl thiopentyl-1-phosphate
thinpentene

Figura 13. Sintese de etileno a partir do metabolismo dos aminoacidos cisteina e metionina.
(Adaptado de KEGG Pathway ko00270, 2010). As enzimas catalizadoras de cada etapa do processo
estdo identificadas por seus nimeros EC dentro dos retangulos. Os retdngulos sem preenchimento
ndo foram identificados e apenas ilustram e completam as outras etapas. Os retangulos destacados
em verde indicam as enzimas identificadas em maior abundancia no estadio pré-climatérico nas
amostras de mangas da cultivar Keitt: EC 2.5.1.6 — AdoMet sintase; EC 3.3.1.1 — S-adenosil-L-
homocisteina hidrolase; EC 2.5.1.47 — cisteina sintase.
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4.6.4 Biossintese de metabdlitos secundarios

A enzima progesterona beta-5 redutase (P5BR - EC 1.3.1.3) aumentada no
periodo climatérico, de acordo com a intensidade do spot 6406, supostamente atua
na biossintese de glicosideos como 5-beta-cardenolideos, a partir da reducdo de
progesterona (BAUER et al., 2010). Cardenolideos sdo metabdlitos secundarios
esteroidais, toxicos, com sabor amargo, presentes em diversas angiospermas,
muitas vezes utilizados na defesa contra estresses bidticos e abidticos (TAIZ e
ZEIGER, 2002; HERL et al., 2009; BAUER et al., 2010).

Alguns processos biossintéticos levam ao acumulo de metabdlitos
secundarios sem funcdo definida, ou inativos, como parte de um suposto
metabolismo silencioso da planta, onde ha enzimas que se ligam em diversos
substratos dificultando seu real entendimento na fisiologia da planta (LEWINSOHN e
GIJZEN, 2009). Bauer e colaboradores observaram que a estrutura dos sitios
cataliticos da enzima P5BR confirmou estudos anteriores de que progesterona néo
seria seu Unico substrato in vivo, e sugeriram que ela poderia atuar como um
elemento de ligagcdo entre diversas rotas metabdlicas ou contribuir com o
metabolismo silencioso da planta, uma vez que a funcéo exata dessa enzima ainda
nao foi elucidada.

Em mangas, esta enzima pode ter também diversas funcdes fisiologicas, ja
que no estadio climatérico existe uma maior susceptibilidade a infestacbes de
insetos e desenvolvimento de patdogenos onde 0s supostos terpenos ou
cardenolideos produzidos defenderiam a fruta destes ataques.

4.6.5 Proteinas de defesa

Alterando suas condicdes fisioldgicas, as plantas superiores se protegem de
varios tipos de estresses como 0 ataque de patdgenos, injurias, aplicacdo de
produtos quimicos (incluindo hormonios e metais pesados), poluentes atmosféricos
(ozobnio e raios UV) e condicdes adversas de crescimento (BOWLES, 1990).

Durante o pré-climatérico, algumas enzimas do ciclo de Calvin (fotossintese),
presentes nos spots 2501, 4602, 2402 e 9302, foram observadas com sua
abundéancia aumentada. Nesse ciclo, ou durante o metabolismo de compostos de

um carbono, ou devido a acdo de enzimas de oxidagdo nos peroxissomos, ou na
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dissociagdo de metileno-tetrahidrofolato no citosol, entre outras vias, ha a formacao
de quantidades significativas de formaldeido, uma molécula conhecida por reagir
com grupamentos funcionais de proteinas e acidos nucléicos, porém, tambéem
relacionada com a sintese de aminoacidos e na transducéo de sinais relacionados a
resposta a stress (TREZL et al., 1997; IGAMBERDIEV, BYKOVA e KLECZKOWSKI,
1999; HANSON, GAGE e SHACHAR-HILL, 2000; KORDIC, CUMMINS e
EDWARDS, 2001). Durante o processo de desintoxicacdo, o formaldeido se liga a
glutationa reduzida, resultando na S-hidroximetilglutationa, que sofre oxidacéo pela
enzima formaldeido desidrogenase dependente de NAD, formando a S-
fomilglutationa. A enzima S-formilglutationa hidrolase (EC 3.1.2.12), identificada no
spot 1302, com maior abundancia no periodo pré-climatérico, participa da Ultima
etapa deste processo, transformando a S-formilglutationa em acido férmico.

Algumas proteinas de protecdo induzidas especificamente em situacfes
patologicas sdo conhecidas como proteinas relacionadas a patogénese (proteinas
PR) (BOWLES, 1990). As quitinases sdao um exemplo de proteinas PR. Estédo
presentes em diversos organismos, com fun¢des variadas entre eles. Em animais e
plantas, tem como funcdo principal a defesa contra patdgenos, contudo, também
estdo envolvidas em resposta a estresse e processos de crescimento e
desenvolvimento (KASPRZEWSKA, 2003). Essa é uma classe de enzimas
comumente presentes em tecidos vegetais, mesmo em plantas ndo produtoras de
quitina (PANDIT et al.,, 2010), sendo responsaveis pela quebra de ligacdes
glicosidicas B1-4 em residuos de N-acetilglicosamina de seu principal substrato, a
quitina. Esse composto esta presente na parede celular de fungos, e sua hidrélise
resulta no comprometimento de sua estrutura e consequente lise celular, ajudando
na defesa da planta contra a infestacdo (WONG et al., 2010).

Durante o climatérico, ha maior susceptibilidade a infestacdo de patogenos
devido a maior disponibilidade de acucares, menor resisténcia fisica como
consequéncia do amolecimento da polpa, entre outros fatores. O spot 5202,
identificado como uma quitinase apresentou abundancia 6,15 vezes maior no
climatérico. Esse resultado concorda com o estudo conduzido por Pandit e
colaboradores (2010), que observou que o gene que codifica a expressdo da
quitinase foi super-expresso durante o climatérico, determinando o estadio de
maturacdo completa de mangas da cultivar Alphonso. Além disso, a a¢ao hidrolitica

desta enzima sobre glicoproteinas de parede celular contendo N-acetil-glicosamina
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parece ser um facilitador do amolecimento do fruto, como consequéncia da acéo do
etileno, durante o climatérico (KASPRZEWSKA, 2003; PANDIT, 2010; ALI, CHIN e
LAZAN, 2004). Contudo, embora diversos autores correlacionem esta proteina com
processos de crescimento, desenvolvimento e maturacdo de frutos (ROBINSON,
JACOBS e DRY, 1997; SARRY et al., 2004, PANDIT, 2010), ndo se pode descartar
gue esta seja apenas uma resposta genérica ao estresse, induzida pelo aumento de
etileno durante o climatério.

Taumatinas sdo proteinas relacionadas a patogénese e resposta ao estresse,
mas também sdo expressas em alguns frutos na auséncia de estresse
(CLENDENNEN e MAY, 1997; FILS-LYCAON, et al., 1996). Durante o
amadurecimento, quitinases e taumatinas apresentaram elevados niveis de
transcritos em banana (CLENDENNEN e MAY, 1997) e taumatinas em cereja (FIKS-
LYCAON et al., 1996). Entretanto, estes autores utilizaram amostras apresentando
auséncia de patdégenos, e sugerem que estas proteinas possam também estar
relacionadas com o proprio processo de amadurecimento dos frutos.

Em todas as regifes produtoras de manga no Brasil ha ocorréncia de diversas
patologias, entre elas, a antrachose, causada pelo fungo Colletotrichum
gloeosporiodes Penz. Esta doenca é de dificil controle, afeta todas as partes da
planta e possui grande dispersao dos esporos nos frutos, que, na maioria das vezes,
ja sédo comercializados infectados pelos esporos, que permanecem inativos até que
se estabelecam condi¢Ges propicias para o desenvolvimento, que ocorre, ha maioria
dos casos, junto com o amadurecimento (LIMA et al., 2007; CUNHA et al., 2000;
FISCHER, 2009). Em amostras climatéricas foram identificados dois spots
correspondendo a proteinas do tipo taumatina: uma das proteinas do spot 5212
(taumatina-1) e o spot 8210 (taumatina-2), ambas de abundancia aumentada neste
periodo. Ainda que ndo houvesse sinais evidentes de contaminagdo dos tecidos, o
aumento dessas proteinas pode ser parte da resposta a presenca de fungos, ou de
seus esporos, ainda latantes em todo o periodo estudado. Estes dois tipos de
taumatinas foram também encontrados em estudo com péssegos submetidos a
estresse por frio, em que os autores sugeriram que estas proteinas podem estar
relacionadas também com a protecao a injaria por frio (DAGAR, FRIEDMAN, LURIE,
2010).
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4.6.6 Resposta a estresse

A maior parte das proteinas identificadas que apresentou variacdo durante o
amadurecimento esta relacionada ao estresse e a senescéncia. A protecdo contra
estresses oxidativos, bidticos e abidticos estd relacionada com proteinas de vias
antioxidantes e outras, como as chaperonas ou chaperoninas e as heat shock
proteins (HSP) ou proteinas de choque térmico (WANG et al., 2004; FAUROBERT et
al., 2007).

Chaperonas e HSPs estao presentes em diversas organelas e colaboram com
0 enovelamento, translocacdo e degradacao de proteinas, estabilizacdo de proteinas
e membranas em processos celulares normais e também auxiliam no
estabelecimento da conformacéo funcional da proteina durante o efeito de estresse
(PAPP et al., 2003; WANG et al., 2004).

Diversas proteinas da classe das chaperonas e HSP foram identificadas
durante os dois estadios estudados, sendo quatro mais abundantes no pré-
climatérico e duas no climatérico.

A HSP70 (spot 3609), de maior abundancia no pré-climatérico, € comumente
relacionada a processos de re-enovelamento protéico, na degrada¢do ou no reparo
de polipeptideos que desnaturam durante o estresse e na degradacao proteolitica de
proteinas instaveis, marcando essas proteinas para os lisossomos ou proteasomos
(HARTL, 1996). Em um estudo com Arabidopsis geneticamente modificada, a
expressao exacerbada de genes codificadores de HSP70 resultou em maior
tolerancia ao estresse por calor e contribuiu para o crescimento e desenvolvimento
otimo da planta, apesar do pequeno numero de plantas transformadas que
alcancaram o desenvolvimento pleno (SUNG e GUY, 2003).

A familia das HSP de baixa massa molecular (SHSP) estdo entre as mais
encontradas em plantas. Sdo relacionadas ao estresse e também sdo expressas em
determinados estadios do desenvolvimento. Possuem alta capacidade de se ligar a
outras proteinas, prevenindo a agregacao e facilitando a acéo de outras chaperonas
dependentes de ATP no enovelamento (WANG et al., 2004). Na analise dos perfis
2D de proteinas de mangas foram identificadas trés sHSP, sendo uma da classe
GroES (spot 3102) e uma HSP 17,6 (spot 6105), com diminuicdo de abundéancia
acima de 33% no climatérico; e uma HSP 17,3 (spot 7101), ocorrendo apenas no

estadio climatérico.
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Chaperonas sdo também encontradas em bactérias e organismos eucariotos,
contudo, nos cloroplastos de plantas superiores as chaperoninas de 60 kDa (cpn60
— familia GroEL), possuem duas subunidades: alfa e beta, e uma co-chaperona
(Cpnl0 - familia GroES), constituida de 2 moléculas ligadas em forma head-to-tail,
formando uma so proteina de aproximadamente 20 kDa (VIITANEN et al., 1995;
WANG et al., 2004). O spot 3102 parece corresponder a essa co-chaperona (Cpnl0
— familia GroES), que junto com a Cpn60 sdo comumente relacionadas ao correto
enovelamento das subunidades de Rubisco (EC 4.1.1.39) (HARTL, 1996). As duas
subunidades de cpn60 foram identificadas neste experimento, entretanto, para a
subunidade alfa (spot 7608), foi notada maior abundancia durante o periodo pré-
climatérico, enquanto para a subunidade beta (spot 6605) foi notado aumento de
1,73 vezes no estadio climatérico.

Uma ATPase da familia AAA+ contendo dominio P-loop NTPase foi
identificada no spot 1404, aumentado durante o estadio climatérico. Esse dominio
protéico esta associado a diversas atividades celulares dependentes de energia e
tem funcionalidade relacionada com chaperonas, subunidades de proteases,
helicases em processos como regulacdo da homeostase celular, degradacao
protéica, fusbes de membrana, transporte, biogénese de organelas, recombinacao,
replicacéo e reparo de DNA (SNIDER, THIBAULT e HOURY, 2008; LATTERICH e
PATEL, 2002; LAKSHMINARAYAN et al., 2003).

Em tomates, diversas chaperonas e HSPs séao bastante induzidas durante os
estadios breaker e maduros e estdo provavelmente ligadas a prevencdo da
agregacdo protéica e renaturacdo de proteinas agregadas durante o estresse
oxidativo sofrido pelo fruto (FAUROBERT et al., 2007).

Os altos niveis de HSP70 e cpn60-alfa encontrados no pré-climatérico e de
cpn60-beta no climatérico, bem como a diminuicdo da abundancia da subunidade
grande de Rubisco no climatérico (spots 2501 e 4206), podem também estar
relacionados com a diferenciacdo de cloroplastos a cromoplastos. No estudo com
Narcissus pseudonarcissus, durante a formacéo de suas flores, na diferenciacao dos
plastideos em cromoplastos, houve um aumento na abundancia das subunidades de
cpn60 e HSP70, sendo proposto que essas proteinas sdo necessarias para que
esse processo ocorra corretamente, levando ao acumulo de carotenoides e
degradacgéo da clorofila (BONK et al., 1996). De forma semelhante, em tomates

ocorre degradacdo da subunidade grande da enzima Rubisco durante o
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amadurecimento e altos niveis de cpn60-beta foram detectados nos cromoplastos
(SCHMITZ, SCHIMIDT e FEIERABEND, 1996). Além disso, foram identificados no
spot 8210 peptideos de uma regido conservada de proteinas de plastideos
associadas a lipideos, comumente encontradas nas fibrilinas, com aumento no
climatérico.

Fibrilinas desempenham um importante papel na estabilizacdo de fibrilas de
carotendides, plastoglobulos e tilacoides em plantas superiores (DERUERE et al.,
1994; POZUETA-ROMERO et al., 1997), mas também ja foram caracterizadas
previamente como sendo proteinas relacionadas as respostas ao estresse abotico e
a acao hormonal exercida pelo acido abscisico (YANG et al., 2006).

No sequenciamento do spot 6205 foram identificados peptideos de duas
proteinas distintas, uma suposta proteina de resposta ao acido abscisico, homéloga
a encontrada em meldo, e outra desconhecida, de Ricinus communis. Contudo, o
spot apresentou mobilidade eletroforética sugestiva de que a proteina presente
possui massa molecular aparente e ponto isoelétrico diferentes de ambas as
proteinas apontadas no sequenciamento. Além disso, os diferentes peptideos
identificados representaram 18% de cobertura da sequéncia encontrada no meléo e
15% de cobertura da de Ricinus communis. Em uma busca ndo redundante de
homologas a proteina desconhecida de Ricinus communis, empregando o software
BLAST, néo foram identificados dominios conservados previstos, contudo, foi notada
similaridade (93% query coverage) com outra proteina de Arabidopsis thaliana,
supostamente envolvida na defesa contra patdgenos, uma vez que O gene
codificante mostrou-se regulado positivamente 48h apds a inoculacdo de
Agrobacterium tumefaciens (DITT et al., 2006). Ja o gene que codifica a proteina em
meldo, também codifica elementos de resposta a etileno (ethylene-responsive
element — ERE), a baixas temperaturas (low temperature responsive element -
LTRE) e a metais (metal responsive element — MRE), caracteristicas indicativas de
ser esse um gene de resposta ao estresse e a fatores do amadurecimento (HONG et
al., 2002).

Uma vez que estas proteinas se mostraram presentes no estadio maduro em
mangas, e nesse estadio existe maior possibilidade de desenvolvimento de esporos
de fungos e outros patdégenos, estas proteinas poderiam estar relacionadas com a
protecdo e adaptacdo ao estresse bidtico, ou ainda, como parte da resposta do

proprio processo de amadurecimento, relacionado as mudancas nos niveis
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hormonais, ndo limitadas ao etileno. A concentracdo aumentada do fitorménio acido
abscisico ja foi evidenciada neste periodo em mangas da cultivar Keitt (KOIKE,
2007), evidenciando um envolvimento deste do horménio no processo de
amadurecimento do fruto.

A LEA-14 (late embryogenesis abundant protein) foi uma das proteinas
identificadas no spot 8303, com abundancia aumentada no estadio pré-climatérico, e
esta relacionada com a protecdo contra o estresse provocado pela deficiéncia de
agua em tecidos vegetais e desidratacdo em sementes. Essas proteinas séo
acumuladas principalmente no citoplasma e em plastideos, e sao capazes de
impedir a agregacao protéica provocada pela dissecacdo em ensaios protéicos in
vitro (SINGH et al., 2005; GOYAL, WALTON e TUNNACLIFFE, 2005). Uma vez que
depois de desligadas da planta-mée os frutos ndo recebem mais agua e nutrientes,
essas proteinas poderiam estar envolvidas com a protecdo ao estresse provocado
pela colheita e pelo consequente aumento na perda de agua através da

transpiracao.

4.6.7 Resposta a estresse oxidativo

O amadurecimento de frutos pode ser descrito como um processo oxidativo,
onde ocorre o acumulo de H,O,, anions superoxido e lipideos peroxidados nas
membranas. Esses processos envolvem espécies reativas de oxigénio (ROS), que
podem rapidamente atacar diversos tipos de moléculas causando deterioragcdo em
membranas, peroxidagdo lipidica, danos em proteinas e acidos nucléicos, podendo
levar a morte celular. O acumulo de ROS é controlado por meio de sistemas
antioxidantes celulares (ROCCO et al., 2006; JIMENEZ et al., 2002). Contudo, essas
substancias reativas ndo sao resultado apenas de reagbes enddgenas, como a
fotossintese e respiragdo, mas também da exposicdo a radiagdo, a alguns
compostos quimicos reativos, ao estresse e atague de patdgenos, que tambéem
podem provocar o aparecimento de ROS (ROLDAN-ARJONA e ARIZA, 2009).

Uma provavel proteina de reparo ao dano no DNA (DRT102) foi identificada
no spot 7301, que apresentou maior intensidade no estadio pré-climatérico. De
acordo com PANG e colaboradores (1993) essa proteina esta ligada a resisténcia da
planta aos danos provocados especificamente por raios ultravioleta e pode estar

evidenciada neste periodo devido a exposicdo das frutas a luz solar durante seu
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desenvolvimento no campo que apds a colheita foi bastante diminuida, uma vez que
as frutas foram armazenadas em camaras fechadas, com umidade e temperatura
controladas, ndo sendo novamente expostas a radiacao direta.

Enzimas associadas ao processo de protecao e captura de ROS, atuantes no
ciclo glutationa-ascorbato, como a dehidroascorbato redutase (EC 1.8.5.1 — spot
saturado 5212) e a ascorbato peroxidase (EC 1.11.1.11 — uma das identificacbes do
spot 5305), também foram encontradas em maior abundéancia no estadio climatérico.
Em plantas, a enzima ascorbato peroxidase é a principal responsavel pela remocéao
de ions perdxido no citosol, mitocéndrias e cloroplastos (ROCCO, 2006) e o ciclo
glutationa-ascorbato € tido como um dos mais importantes mecanismos

antioxidantes nos cloroplastos (figura 14) (KWON et al., 2003).
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Figura 14. Ciclo glutationa-ascorbato. (Adaptado de JIANG e FELDMAN, 2005 e KEGG Pathway
00053). As enzimas catalizadoras de cada etapa do processo estdo identificadas por seus nomes
dentro dos retangulos. As enzimas ascorbato peroxidase (EC1.11.1.11) e dehidroascorbato redutase
(EC 1.8.5.1) foram encontradas em maior abundancia no climatérico. As outras enzimas apenas
ilustram as outras etapas do ciclo.

A enzima superéxido dismutase (spots 5102 (Mn) e 7101 (Cu-Zn) — EC:
1.15.1.1) também foi identificada no estadio climatérico, sendo que a primeira
isoforma apresentou abundancia aumentada superior a 50%, enquanto a segunda
foi exclusiva desse estadio de maturacdo. Em concordancia com os resultados aqui

obtidos, Jimenez e colaboradores (2002) observaram que, em tomates, 0s niveis de
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MRNA que codificam a enzima superoxido dismutase citossolica [Cu-Zn]
aumentaram durante a fase tardia do amadurecimento.

Também durante o periodo climatérico, a enzima lactoilglutationa liase
(glioxalase 1) (EC 4.4.1.5), identificada no spot saturado 6203, exibiu aumento de
abundancia de 11,6 vezes durante o amadurecimento. Esta enzima participa da
primeira etapa do catabolismo do metilglioxal produzindo D-lactato, que é facilmente
transformado em piruvato e deslocado para o metabolismo energético (figura 15). O
metilglioxal € um produto indireto da glicdlise e do metabolismo de aminoéacidos,
citotéxico e esta envolvido na producdo de ROS e na modificacdo de proteinas e
DNA (KALAPOS, 1999; YADAV et al., 2005). Sob diferentes tipos de estresse, 0s
niveis de metilglioxal apresentam-se aumentados em plantas mono e dicotiledéneas,
sugerindo uma ligacdo entre esta substancia e uma resposta genérica ao estresse
(YADAV et al., 2005; HOQUE et al., 2010). Em estudo com macas, a aplicacao
exdgena de metilglioxal bis-guanil hidrazona induziu a ativacdo dos genes Md-ACS1
e Md-ACO, que codificam as enzimas ACC sintase e ACC oxidase, respectivamente,
promovendo aumento na producdo de etileno nestes frutos alguns dias depois do
tratamento (PANG et al., 2010).

Além desta enzima, também participa do processo de detoxificacdo de
metilglioxal a enzima glutationa S-transferase (EC 2.5.1.18), que catalisa a
conjugacao de uma infinidade de peroxidos e xenobidticos com o grupamento tiol da
glutationa (HOQUE et al., 2010). Essa enzima foi identificada no spot 7202, com
abundéancia aumentada em 9,69 vezes no amadurecimento, e, juntamente com as
outras enzimas citadas anteriormente, parecem refletir uma adaptacéo dos tecidos
da manga a presenca aumentada de ROS neste periodo, provavelmente devido ao

estresse oxidativo resultante do aumento da taxa respiratdria durante o periodo.

4.6.8 Demais proteinas

No spot 3204, mais abundante no periodo pré-climatérico, foram identificados
peptideos pertencentes ao dominio band 7 de funcdo n&do muito definida,
comumente encontrados em proteinas do tipo flotilina (reggie). Proteinas deste tipo
sdo encontradas em membranas e estdo envolvidas no trafego vesicular e

transducdo de sinais, transporte de ions e transporte lipidico (LANGHORST,
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Figura 15. Metabolismo de metilglioxal (Adaptado de KEGG Pathway 00620). As enzimas
catalizadoras de cada etapa do processo estdo identificadas por seus numeros EC dentro dos
retdngulos. Os retangulos em azul ndo foram identificados e apenas ilustram e completam as outras
etapas. O retangulo destacado em vermelho e branco indica que a enzima foi identificada em maior
abundancia no estadio climatérico nas amostras de mangas da cultivar Keitt: EC 4.4.1.5 —
lactoilglutationa liase (glioxalase 1).

REUTER e STUERMER, 2005). As proteinas dessa familia foram observadas em
membranas de vacuolos de cultura de células de Arabidopsis thaliana e acredita-se
gue possam estar envolvidas na resposta a estresse, ou ainda, atuar no controle da
biogénese da membrana do tonoplasto ou na regulacdo de transportadores de
metabdlitos no tonoplasto (JAQUINOD et al., 2007). Também em estudo com
Arabidopsis, Tang e colaboradores (2008) observaram gue essa proteina responde
negativamente aos efeitos de brassinosterdides, que sao um grupo de fitormonios
reguladores do desenvolvimento e crescimento da planta e também estdo envolvidos
na adaptacao a estresses bidticos e abidticos (SASSE, 2003).

Também na amostra de mangas pré-climatéricas foi identificada uma
subunidade alfa do tipo 3 de proteassoma, pertencente a um complexo proteolitico
encontrado no nucleo e no citoplasma de células eucaridticas, como uma das
identificacbes do spot 3206. Essa subunidade alfa faz parte do proteassoma 20-S de

aproximadamente 700 kDa que, junto com o complexo regulatério 19-S, compde o
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complexo 26-S, ainda maior, de 2000 kDa (COUX, TANAKA e GOLDBERG, 1996).
Esse complexo ataca as proteinas-alvo, modificadas com ubiquitina apds sua
traducao, permitindo a alteracao nos niveis protéicos da planta de forma a maximizar
suas chances de sobrevivéncia sob as mais diversas circunstancias. Além disso,
participa do controle do ciclo celular, programagdo da morte celular e esti
relacionado com a modulagdo da percepcédo e resposta de hormonios (DREHER e
CALLIS, 2007; HERSHKO e CHIECHANOVER, 1998; SANTNER e ESTELLE,
2010).

No trabalho de Kevany e colaboradores (2007), foi demonstrado que em
tomates tratados com um inibidor do proteassoma (MG132), quando tratados com
etileno, apresentaram niveis aumentados das proteinas do proteassoma. Além
disso, esses autores observaram que a ligacdo do etileno com seus receptores era
necessaria para que ocorresse a posterior degradacdo proteolitica de seus
receptores, evidenciando o fato de que este complexo proteolitico € modulado por
acado hormonal. A acao proteolitica destes complexos, em mangas, poderia tambéem
estar relacionada com a diminuicdo do nimero de enzimas de sintese do etileno no
climatérico, ainda que outras enzimas da sintese estivessem atuando com 0 maximo
de suas atividades.

As proteinas da familia 14-3-3 sdo fatores de regulagédo bastante difundidos
em células eucaridticas. Sao capazes de se ligar a dominios fosforilados, inibindo-
0s, como no caso de algumas ATPases que atuam no transporte de protons, como
ocorre com as ATPases de parede celular (P-ATPase). A ligacado de 14-3-3 a P-
ATPases ja foi descrita na adaptacéo de plantas ao estresse por frio (CHELYSHEVA
et al., 2000). Em maméao, Azevedo e colaboradores (2008) observaram um
decréscimo na atividade de uma ATPase da membrana celular logo apds o pico de
etileno, que provavelmente esta relacionado a reducéo da integridade da membrana,
ja que essa ATPase promove o transporte de prétons mantendo o gradiente
eletrolitico da membrana. A diminuicdo de sua atividade pode induzir ao colapso da
membrana e morte celular. Entretanto sugere que isto aconteca em um grupo
especifico de células, influenciadas pelo pico de etileno. Na polpa de mangas
climatéricas foi observado um aumento na abundéncia da proteina 14-3-3,
identificada no spot 8210, fato que pode contribuir para a alteracdo da integridade
das membranas e consequente diminuicdo de textura do fruto durante a

senescéncia.
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Foram identificados peptideos relativos a duas proteinas diferentes no spot
6206, sendo um dominio desconhecido, de sequéncia prevista em Populus
trichocarpa (submetida ao NCBI em 2006), e um segundo dominio, presente em
Wali7 encontrado em Cucumis hystrix (sequéncia submetida ao NCBI em 2009). O
primeiro dominio estaria provavelmente relacionado com a dienolactona hidrolase
(EC 3.1.1.5), envolvida no metabolismo de compostos cloroaromaticos em bactérias
(LIU, OGAWA e MIYASHITA, 2001), comumente utilizados como pesticidas,
enquanto o segundo seria de uma proteina de trigo, com funcdo desconhecida,
induzida por aluminio e com dominios similares a diversas outras enzimas
(RICHARDS, SNOWDEN e GARDNER, 1994).

No spot 7207 foi identificada uma provavel proteina de ligagdo alfa-solavel
sensivel ao fator N-etil-maleimida (NSF) (alpha-soluble NSF attachment protein) ou
alfa-SNAP, com a sequéncia prevista em Ricinus communis (submetida em 2008 ao
NCBI), que, assim como aquela presente em batatas (BACHEM et al., 2000), pode
atuar no transporte e fusdo de vesiculas, como acontece nas isoformas de SNAPs
de leveduras e mamiferos. Durante o climatérico, este processo pode estar
intensificado, uma vez que provavelmente existe a necessidade de fusbes de
membranas e secrecdo de enzimas de degradacdo, por exemplo. Essa hipétese é
compativel com a observacdo de que durante o amadurecimento esse spot
apresentou aumento de 10,42 vezes.

Também com abundancia aumentada, mas em menor escala, de apenas 1,69
vezes, foram identificados peptideos de um dominio conservado de uma proteina de
tumor controlada por traducéo (translationally-controlled tumor protein — TCTP) no
spot 8103. A respeito dessa proteina, encontrada abundantemente no latex de
Havea brasiliensis, ainda que sua funcdo nao tenha sido totalmente esclarecida
especula-se que possa ter um papel no ciclo celular devido ao alto grau de
homologia entre TCTP de diferentes organismos (QIN et al., 2010).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A aplicacdo de uma abordagem de estudo assentada na analise prote6mica
diferencial das polpas de mangas (Mangifera indica L.) possibilitou a identificacao de
proteinas provavelmente implicadas em alteracdes moleculares que afetam a
qualidade pés-colheita. Foram identificadas proteinas relacionadas com processos
bioquimicos importantes, como a assimilacdo de carbono, o catabolismo energético,
a resposta ao estresse e a defesa contra patdogenos, dentre outras.

As mudancas observadas na abundéancia relativa das proteinas indicam uma
diminuicdo das enzimas relacionadas a glicolise, em oposigéo a outras pertencentes
a vias metabdlicas oxidativas, o que € compativel com a idéia de atender a maior
necessidade de energia durante o climatérico. Por outro lado, uma aparente
imcompatibilidade foi notada em relacdo a diminuicdo de enzimas relacionadas com
a via de biossintese de etileno, uma vez que foi observado um pico de producéo
desse horménio, sugerindo que os mecanismos de regulacédo envolvidos podem ser
mais complexos do que aparentam ou que as caracteristicas dos tecidos do fruto
afetem a permeabilidade do gas e a medida de sua liberacdo na pés-colheita.

A presenca de proteinas de resposta ao estresse também foi evidenciada nos
dois estadios estudados, entretanto, as proteinas ligadas a protecdo contra espécies
reativas de oxigénio e contra substancias toxicas, subprodutos do proprio
metabolismo do fruto, foram mais abundantes no estadio climatérico. Da mesma
forma, proteinas de defesa contra patdgenos, como as taumatinas e quitinases,
também estavam abundantes no estadio climatérico, apesar de nao terem sido
observados sinais de infestacdo dos tecidos. Uma vez que poderiam atuar na
resposta a presenca de fungos, ou de seus esporos ainda latentes, sua presenca
pode ser considerada nas estratégias voltadas para fortalecer as defesas do fruto,
na prevencgdo contra ataque de patdégenos. Por outro lado, em relagédo a firmeza da
polpa e a suscetibilidade a danos mecanicos, as quitinases, capazes ainda de atuar
sobre residuos de N-acetil-glicosamina de glicoproteinas da parede celular, podem
ser elementos a se considerar em eventuais intervengdes voltadas para o controle
do processo de amolecimento do fruto.

As técnicas empregadas neste trabalho permitiram identificar um conjunto de
proteinas que pode ser de utilidade ndo apenas no desvendamento das bases

bioquimicas da qualidade da manga, mas também servir como pontos de partida de
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futuras investigagbes que podem levar ao aprimoramento do processo de
conservagao pos-colheita. Dessa forma, os resultados aqui apresentados constituem
uma bem-sucedida experiéncia de aprofundar o entendimento acerca do
metabolismo da manga durante o amadurecimento e abrem um leque de

oportunidades para novos estudos relacionados a pés-colheita do fruto.
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