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RESUMO

Dependendo da cultivar, a banana acumula entre 15 e 22% de amido de reserva,

durante o desenvolvimento. Este amido é degradado durante o amadurecimento, com a

síntese e acúmulo concomitantes de 12 a 20% de açúcares solúveis. Dentre as várias

mudanças que a banana sofre durante o amadurecimento, esta é uma das mais

complexas e ainda muito pouco conhecida. Dentre as várias enzimas possivelmente

relacionadas à degradação do amido, foi detectada a atividade da a-(1,4) glicosidase em

extratos de polpa de banana em amadurecimento. Neste trabalho, estudou-se a atividade

da a-(1,4) glicosidase, a clonagem do seu gene e a transcrição do respectivo mRNA da

a-(1,4) durante o amadurecimento da banana tratada ou não com 100 ppm de etileno.

Ambas as isoformas, neutra e ácida, tiveram perfis de atividade paralela à degradação do

amido, compatível com uma possível atuação sobre compostos derivados da degradação

do amido. Já que nenhuma das isoformas atua sobre a maltose, parece não tratar-se de

uma maltase típica. Além disso, o seqüenciamento de parte do gene da isoforma neutra

mostrou alta homologia com glicosidases de outros vegetais, confirmando a sua

identidade. Em amostras de banana não tratadas foi observada um aumento no nível de

transcrito de a-glicosidase neutra, contudo, com alterações no perfil de atividade. Quando

as amostras de banana foram tratadas com 100 ppm de etileno, foi observado um

aumento nos níveis de transcrito de a-glicosidase constante durante todo o

amadurecimento.



ABSTRACT

Banana fruit accumulates between 15 and 22% of reserve starch, during

development, depending on the cultivar. The starch is degraded during banana ripening, in

concomitance with soluble sugars accumulation (12-20%). Among the changes that

banana fruit suffers during ripening, this is one of most complex and still very little known.

Alpha-(1,4) glucosidase activity was already detected before in banana pulp extracts. Here

we report the study of the a-(1,4) glucosidase activity, the clone of its gene and the

transcription of respective mRNA of a-(1,4) during the banana (treated or not with 100 ppm

of ethylene) ripening. Both isoformas, neutral and acid, had an increase in activity

concomitant with starch degradation. Since both forms do not act on maltose, it is possible

that they utilize oligossacharides derived from starch degradation as substrate. Moreover,

a partial cDNA sequence of neutral isoform, showed high similarity with glucosidases of

other vegetables. Bananas samples treated with 100 ppm of ethylene, showed an increase

in the constant transcript leveis of a-(1,4) glucosidase during ali the ripening.
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1. INTRODUÇÃO

1.1 Amadurecimento de frutos

o uso da filogenia fundamentada na biologia molecular, tem revelado momentos

na evolução das formas e na bioquímica dos frutos que podem ser utilizados para

informar a manipulação de espécies comerciais (KNAPP, 2002). O conhecimento da

identidade e a função de genes genéricos que regulam o amadurecimento podem permitir

meios para a manipulação do amadurecimento, qualidade e durabilidade dos frutos

(MOORE e coL, 2002; SEYMOUR e coL, 2002). Os frutos frescos são colhidos no estádio

de maturação fisiológica, no pré-climatério, o mesmo continuará a sua ontogenia, mesmo

que destacado da planta mãe, amadurecendo após a colheita (WHITE, 2002).

As transformações ocorridas no amadurecimento dos frutos, etapa final do

estádio de maturação, envolvem uma multiplicidade de vias bioquímicas que afetam toda

a estrutura celular, evidenciando que se trata de um processo dinâmico e altamente

coordenado. As alterações mais perceptíveis são referentes à textura, cor, sabor e aroma

dos frutos que os tornam aptos ao consumo. Vários hormônios estão envolvidos na

iniciação e regulação do amadurecimento, ocasionando um aumento nos níveis de

mRNAs específicos e síntese de novo de proteínas que caracterizam as transformações

nesse estádio (SEYMOUR, 1993).

Qualquer etapa do desenvolvimento das plantas, assim como o amadurecimento,

está sob controle hormonaL As auxinas, giberelinas e citocininas geralmente atuam

retardando o amadurecimento, enquanto o etileno e o ácido abscísico aceleram o

processo.
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A evidência da ação hormonal no controle do amadurecimento é percebida pelo

fato de que frutos ligados à planta-mãe amadurecem de forma mais lenta que aqueles

amadurecidos fora da planta (ABELES; MORGAN; SALTVEIT, 1992; SEYMOUR, 1993;

CORDENUNSI; LAJOLO, 1995). Cordenunsi e Lajolo (199S) observaram que, bananas

ligadas à planta-mãe demoraram mais para amadurecer e as mudanças nas atividades de

duas enzimas fundamentais para o metabolismo da sacarose, a sacarose sintase e a

sacarose fosfato sintase, ocorreram mais lentamente, alcançando no caso desta última,

apenas SO% do valor máximo obtido em frutos amadurecidos após a colheita. A razão

mais provável é que haja alguma relação destes eventos com a veiculação de

fitohormônios para o fruto, os quais atuariam como inibidores do amadurecimento.

Por sua vez, é a presença de etileno que parece determinar as alterações

fisiológicas mais importantes durante o amadurecimento dos frutos, tanto é que esse

fitoregulador endógeno é considerado o "hormônio do amadurecimento". É uma molécula

orgânica simples (C2H4) com atividade biológica importante em concentrações muito

reduzidas (AWAD, 1993). Este processo depende, em parte, do aumento da sensibilidade

ou da diminuição da resistência do fruto à ação de etileno e também do desaparecimento,

ou inativação, de alguns fitoreguladores (DAVIES, 1995). O etileno é produzido pela

maioria dos tecidos vegetais em níveis relativamente baixos, algo em torno de O,OS JlL por

quilograma por hora de fruto, em base fresca e atua numa série de processos do

desenvolvimento vegetal como a quebra de dormência em sementes, a indução floral, o

crescimento e diferenciação de raízes, a abertura do botão floral e a senescência de

folhas e flores (TUCKER, 1993).

Biale e Young (1962) verificaram mudanças significativas entre as espécies e

dividiram os frutos em dois grandes grupos: climatéricos (abacate, ameixa, azeitona,
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banana, caqui, cherimoya, figo, manga, maçã, pêra, pêssego e tomate) e não-climatéricos

(abacaxi, abobrinha, berinjela, cereja, caju, carambola, citros, morango e uva). Tal

classificação baseou-se no padrão respiratório e na produção de etileno que antecede o

amadurecimento. Desta maneira, os climatéricos apresentam um pico de respiração após

atingirem a maturidade fisiológica e também possuem uma elevação na produção de

etileno, que precede o incremento respiratório. Por sua vez os não-climatéricos, não

apresentam um aumento brusco nos níveis de CO2 provenientes da respiração e também

não produzem uma quantidade elevada de etileno. Contudo, o etileno, mesmo em um

nível basal, atua na regulação do metabolismo desses frutos (ABELES; MORGAN;

SALTVEIT, 1992).

Além do etileno, os inibidores naturais, auxinas, giberelinas e citocininas, também

parecem estar envolvidos nas transformações decorrentes do amadurecimento podendo

representar fatores de "juvenilidade" dos frutos (AWAD, 1993).

O ácido indol-3-acético (AIA) tem sido reconhecido como a principal auxina

encontrada nas plantas, sendo sintetizada em folhas jovens e sementes. Davies (1995)

relatou que, dentre outros efeitos, o AIA pode influenciar no amadurecimento de frutos.

Ele é capaz de retardar algumas transformações como amolecimento, climatério

respiratório, degradação de clorofila da casca, formação de antocianinas, degradação do

amido, síntese de sacarose em frutos de abacate, banana, pêra e uva (TINGWA;

YOUNG, 1975; VENDRELL, 1969; FRENKEL; DYCK, 1973; DAVIES; BOSS; ROBINSON,

1997; PURGATTO e coL, 2001).

As giberelinas também atuam como reguladores hormonais do amadurecimento,

não existindo, contudo, uma relação positiva generalizada entre o conteúdo de giberelinas

das sementes e o crescimento dos frutos (AWAD, 1993). Elas são encontradas
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principalmente em sementes, porém Gillaspy, Hilla e Gruissem (1993) e Rossetto (2001)

verificaram que frutos partenocárpicos (sem semente) continham uma quantidade maior

de giberelinas, apresentando textura mais firme e maior teor de sólidos solúveis, quando

comparados a frutos com semente.

A banana é um fruto climatérico desenvolvido por partenocarpia, tem seu

metabolismo influenciado pela presença de etileno e apresenta um pico de respiração,

descrito como c1imatérico respiratório, a partir do qual grande parte dos eventos relativos

ao amadurecimento se processa (ABELES; MORGAN; SALTVEIT, 1992). O climatério,

que é parte do processo de desenvolvimento deste fruto, é caracterizado pelo aumento

dos teores de etileno e C02. O aumento do CO2, observado para a banana, é de cerca de

4 a 10 vezes, concomitante ao aumento na produção de etileno (VENDRELL, 1970).

Dentre as alterações que o etileno influencia durante o amadurecimento, o metabolismo

de carboidratos tem especial destaque, por ser um importante atributo de qualidade pós­

colheita.

Os carboidratos presentes nos frutos constituem-se, normalmente, no grupo mais

abundante de compostos, após a água. Eles provêm da translocação de sacarose

produzida nas folhas pela fotossíntese e são armazenados na forma de amido (polímeros

de alto peso molecular), ou açúcares solúveis (baixo peso molecular), que podem ser

rapidamente metabolizados conforme a demanda energética da planta. Esse processo é

mediado pela ação sincronizada de várias enzimas, que são transcritas elou ativadas em

momentos específicos do ciclo de vida da planta. Através da ação das enzimas sacarose

sintase e invertase, a sacarose é fonte de glicose e frutose que são transportadas do

citosol ao interior dos amilopastos, servindo de substrato para, entre outras, as enzimas

de síntese de amido (amido-sintases e enzimas ramificadoras), num processo
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dependente de ATP. Durante o amadurecimento, o amido acumulado pode ser mobilizado

através de enzimas fosforolítícas (amido-fosforilases) e hidrolíticas (amilases, glicosidases

e enzimas desramificadoras) liberando resíduos de glicose, que podem ser

interconvertidos em frutose e utilizados na síntese de sacarose, pela ação da sacarose

fosfato sintase, ou podem ser distribuídos entre as diferentes vias catabólicas presentes

no amadurecimento como a respiração, via glicolítica e via das pentoses-fosfato

(ZEEMAN; SMITH; SMITH, 2004)

A banana tem sido um bom modelo para o estudo de enzimas do metabolismo

amido-sacarose pelo alto teor de amido encontrado no fruto imaturo (12-20% do peso

fresco da polpa). No período de amadurecimento, o nível de amido declina até menos que

1% em algumas cultivares, concomitante ao acúmulo de açúcares que aumenta de um

total de 1 a 2% nos frutos imaturos, para 10-20% no fruto maduro, variação dependente

da cultivar (MOTA; LAJOLO; CORDENUNSI, 1997).

A hidrólise do amido é acelerada logo após o pico de produção de etileno sendo

paralela ao pico respiratório (CORDENUNSI; LAJOLO, 1995; SIVAK; PREISS, 1998). Já

foram identificadas em banana as enzimas: a-amilase (GARCIA; LAJOLO, 1988;

BASSINELLO; CORDENUNSI; LAJOLO, 2002), (3-amilase (GARCIA; LAJOLO, 1988;

MEDINA-SUÁREZ e coI. , 1997), a-(1,4) e a-(1,6) glicosidases (GARCIA; LAJOLO, 1988;

KONISHI e coI. , 1991), amido-fosforilases (MOTA, 2001), sacarose sintase e sacarose

fosfato sintase (CORDENUNSI; LAJOLO, 1995; NASCIMENTO; CORDENUNSI; LAJOLO,

1997; NASCIMENTO; CORDENUNSI; LAJOLO, 2000). Conjuntament~, Purgatto e col.

(2001), Mota e col. (2002), Rossetto e col. (2003), Rossetto, Lajolo e Cordenunsi (2004)

verificaram a influência das auxinas e giberelinas na expressão e atividade de algumas

dessas enzimas no metabolismo amido-sacarose de bananas.
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1.2 Degradação do amido

São várias as enzimas, que podem contribuir para a degradação do amido

(Figura 1). Elas têm sido descritas e suas atividades detectadas em diversos tecidos

vegetais, contudo a maneira pela qual a atividade destas enzimas é coordenada para

converter o amido em maltooligossacarídeos, ainda não foi compreendida (SIVAK;

PREISS, 1998). Além disso, a degradação do amido depende também da estrutura do

grânulo, do tipo de cristalinidade encontrada, do teor de amilose, da presença de poros na

superfície do grânulo de amido e da presença de Iípides e proteínas.

As enzimas fosforolíticas e hidrolíticas, de ambas as vias de degradação, vêm

sendo pesquisadas e identificadas em bananas e podem, em teoria, atuar

sincronizadamente na degradação total do amido. Dentre elas se destacam as amido­

fosforilases, as amilases, as a-(1,4) glicosidases e as a-(1,6) glicosidases, atualmente

denominadas enzimas desramificadoras (BIERHALS e coL, 2004).
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Grânulo de amido

.~z::;,
!l pho

Amilopectina

estroma

Amiloplasto

a-ami lP.ami

u-1.4­
glicanos

ramificados
/3-amia-ami

pho

u-1.4-glicanos
lineares

thp

pho

I Maltose ~ a-gli >1 I
hk

I Glicose-1P 'E pgm )1 Glicose-6P IE pgi ..I Frutose-6P

UDPG-pir

sps

I Sacarose IE spp I Sacarose-P

Figura 1. Representação esquemática do metabolismo amido-sacarose em amiloplasto. As
principais enzimas envolvidas estão representadas pelas seguintes abreviaturas: a-amilase
(a-ami), f3-amilase (f3-ami). amido fosforilase (pho), desramificadora (dbe), a-glicosidase
(a-gli), O-enzima (D-enz), glucano água diquinase (dk), hexoquinase (hk), fosfoglicomutase
(pgm), fosfoglicose isomerase (pgi), UDPG pirofosforilase (udpg-pir), sacarose fosfato
sintase (sps), sacarose fosfato fosfatase (spp). Os transportadores de hexose-P (thp),
maltose (tm) e de glicose (tg) estão indicados pelos círculos.
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1.2.1 Fosforilases

As fosforilases (E.C. 2.4.1.1) podem atuar na síntese e na degradação do amido.

No sentido de degradação, elas atuam em conjunto com as amilases e glicosidases,

sendo, portanto responsáveis pela clivagem fosforolítica do polímero, atuando nas

ligações glicosídicas a-(1,4) das suas extremidades não-redutoras, liberando glicose-1­

fosfato. A faixa ótima de pH encontrada para a enzima, tanto em animais como vegetais,

situa-se entre 6,0 e 7,0, sendo rapidamente inativada na faixa de pH abaixo de 4,9

(NIGHOJKAR; KUMAR, 1997).

As pesquisas apontam a presença de duas formas das fosforilases, uma

citossólica e outra associada ao plastídeo. A forma citossólica ou forma H tem afinidade

por glicanos ramificados e de elevado peso molecular (amido, amilopectina, glicogênio), já

a forma plastidial ou forma L tem afinidade por glicanos lineares (amilose e

maltodextrinas) e baixa afinidade por glicanos de cadeia longas e ramificadas. O peso

molecular médio da subunidade é de 105 kDa para a isoforma L e de 90 kDa para a

isoforma H (NIGHOJKAR; KUMAR, 1997).

Em bananas, a atividade das fosforilases aumenta antes do início da degradação

do amido e decresce durante o período climatérico, não havendo, no entanto, uma

variação pronunciada (ARÊAS; LAJOLO, 1981; MOTA e coL, 2002). Foram identificadas,

purificadas e caracterizadas, em polpa de bananas, as duas formas de fosforilase (MOTA,

2001). Não foi confirmada ainda a participação de amido-fosforilases na degradação do

amido durante o amadurecimento da banana.
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1.2.2 Alfa-amilases

As a-amilases (E. C. 3.2.1.1) são as endoamilases mais freqüentemente

encontradas em tecidos vegetais. Hidrolisam aleatoriamente as ligações a-(1,4) tanto da

amilose quanto da amilopectina, gerando uma mistura de glicose, oligossacarídeos

(maltose e maltotriose) e dextrinas. Porém, as a-amilases não possuem atividade

hidrolítica sobre as ligações glicosídicas a-(1,6) sendo, assim incapazes de atuar nas

ramificações da amilopectina. Todas as formas de a-amilases têm um átomo de Ca2
+ por

molécula, o que confere estabilidade e conformação à enzima. O pH ótimo para a

atividade de várias a-amilases de plantas superiores situa-se entre 5,5 e 8,0 (WHITAKER,

1994).

Até o momento, as a-amilases parecem ter um papel essencial na hidrólise de

amido, sendo a enzima responsável pelo ataque inicial aos grânulos nos cereais (IRVING,

1999). As a-amilases de plantas demonstram capacidade de atacar grânulos de amido

intactos, porém, a degradação do amido parece depender do sinergismo entre as a-(1,4)

glicosidases e a-amilases. Hallet, Wegrzyn e MacRae (1995), observaram que grânulos

de amido isolados de kiwi submetido à hidrólise por diferentes misturas de enzimas,

mostraram melhores resultados quando a a-(1,4) glicosidase foi incubada em conjunto

com a a-amilase, comparativamente à hidrólise proporcionada somente pela a-amilase.

Em bananas, Garcia e Lajolo (1988) detectaram atividade de 3 a-amilases

durante o amadurecimento, que apresentaram um sensível aumento de atividade no

climatérico. Conforme verificado por Vieira-Jr (2001), a a-amilase de banana parece ter

um peso molecular por volta de 45 kDa, sendo similar à maioria das endoamilases de
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outras plantas, com subunidades que variam de 42 a 45 kDa (WITT; SAUTER, 1995).

Embora tenha sido detectada a atividade da enzima na polpa da banana, ainda não foram

encontradas evidências concretas de que a a-amilase inicie o processo de degradação do

grânulo de amido da banana.

1.2.3 Beta-amilases

As l3-amilases (E.C. 3.2.1.2) clivam somente a penúltima ligação glicosídica

a-(1,4), da extremidade não-redutora de cadeias lineares de a-glicanos, liberando

moléculas de maltose. São capazes de atuar sobre o amido, em dextrinas de baixo peso

molecular e também em maltooligossacarídeos.

Durante o amadurecimento da banana, a l3-amilase tem um aumento expressivo

de atividade, que se deve, provavelmente, a um estímulo na transcrição de seu gene

(PURGATTO e coL, 2001; NASCIMENTO e coI. , 2005). Bananas tratadas com AIA,

tiveram um atraso na degradação do amido e no acúmulo de mRNA da l3-amilase

(PURGATTO e col., 2001).

Não foram apresentados evidências ainda de que a l3-amilase possa atuar sobre

o grânulo intacto do amido. Em princípio, haveria necessidade de que uma endo-hidrolase

como a a-amilase, iniciasse a degradação do grânulo nativo. As duas juntas, mais a ação

de uma enzima desramificadora, teriam, em teoria, a capacidade de hidrolisar o grânulo

de amido a glicose e oligossacarídeos. Pesquisas desenvolvidas por Garcia e Lajolo

(1988), Medina-Suárez e col. (1997) e Purgatto e col. (2001), demonstraram que a

atividade enzimática e o nível de transcrito de l3-amilase aumentaram de forma mais

pronunciada que a a-amilase, indicando a necessidade dessa enzima no processo de
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degradação do amido da banana. A r3-amilase de banana parece ser um dímero

composto de subunidades de 56 kOa e tem um aumento pronunciado de atividade e de

expressão durante a fase de degradação do amido (PURGATIO e col., 2001).

1.2.4 Glicosidases

1.2.4.1 Alfa 1,6-glicosidases

As a-(1,6) glicosidases, também conhecidas como enzimas desramificadoras,

são as únicas capazes de catalisar a quebra das ligações glicosídicas do tipo a-(1 ,6) da

amilopectina e atuar sobre as dextrinas-limite e oligossacarídeos ramificados produzidos

pela ação das demais enzimas do metabolismo do amido.

Segundo Manners (1989) elas podem ser divididas de acordo com a sua

especificidade por substrato em: a) pululanases (microganismo) ou dextrinases limite

(vegetais) (E.C. 3.1.2.41), que atuam sobre ligações a-(1,6) de pululano, amilopectina e

suas dextrinas, mas não sobre o glicogênio; e b) as isoamilases (E.C. 3.1.2.68), que

clivam ligações a-(1 ,6) de amilopectina e glicogênio, porém, não atuam sobre pululano. O

pululano é um polímero formado por resíduos de maltotriose unidos por ligações a-(1,6),

existente somente em microrganismos.

As a-(1,6) glicosidases já foram identificadas em batata, beterraba, espinafre e

cereais. Garcia e lajolo (1988) identificaram a presença da atividade de a-(1,6)

glicosidases na polpa de bananas pela atividade hidrolítica sobre a isomaltose. Através do

isolamento do cONA e de testes de atividade com substratos específicos, foi possível

identificar uma enzima desramificadora do tipo isoamilase que está presente durante todo
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o amadurecimento da banana (BIERHALS e coL, 2004). É provável que estas enzimas

desempenhem importante papel na degradação completa do amido em bananas, devido a

, grande proporção de amilopectina encontrada no amido destes frutos (aprox. 60%, de

acordo com MOTA e caL, 2000).

1.2.4.2 Alfa 1,4-glicosidases

As a-glicosidases (EC. 3.2.1.20) ou a-D-glicosídeo-glicohidrolases são

constituídas por um grupo de glicosídeo-hidrolases de exo-ação, de especificidade

diversa, que catalisam a liberação de a-D-glicose da porção terminal não-redutora de

substratos a-ligados (amilose e amilopectina). As oligo-1,6-glicosidases (EC. 3.2.1.10) e

sacarose-isomaltases (EC. 3.2.1.48 e EC. 3.2.1.10) também são classificadas como

a-glicosidases. As glicosídeos-hidrolases em geral, são classificadas em mais de 60

famílias, mas as a-glicosidases são classificadas nas famílias 31 e 13, contudo, ainda não

foram identificadas a-glicosidases desta última família em plantas.

Alfa-glicosidases de animais, micoorganismos e plantas foram purificadas e

divididas em três classes: as do tipo I hidrolisam substratos heterogêneos, como aril­

glicosídeos e sacarose, mais eficientemente que maltose; as do tipo 11 preferem maltose

e isomaltose e tem baixa atividade sobre aril-glicosídeos; as do tipo 11I têm a mesma

especificidade do tipo 11 e, em adição, atuam sobre polissacarídeos como amilose e amido

(CHIBA, 1997; FRANDSEN; SVENSSON, 1998).

Em plantas as a-glicosidases hidrolisam primariamente oligossacarídeos

produzidos na degradação do amido pela a-amilase, l3-amilase e dextrinase limite,

produzindo glícose (MacGREGOR, 1987), fonte de energia para a planta em
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desenvolvimento. No entanto, na década de 1990, surgiram alguns trabalhos sugerindo

que as a-glicosidases atuariam diretamente sobre o grânulo de amido (SUN; HENSON,

1990). Foi observada a capacidade destas enzimas atuarem na degradação de grânulos

nativos de amido no centeio (SUN; HENSON, 1991) e em sementes de cevada e

cloroplasto de ervilha (SISSONS; MacGREGOR, 1994; SUN; HENSON, 1990; SUN;

DUKE; HENSON, 1995).

Existem relatos sobre a existência de sinergismo entre a atividade de

a-glicosidase e a-amilase na hidrólise do amido granular. Hallet, Wegrzyn e MacRae

(1995), submeteram grânulos de amido de kiwi à hidrólise in vitro por diferentes coquetéis

de enzimas e verificaram grande aumento da degradação quando a a-(1,4) glicosidase

era incubada junto com a-amilase, em comparação com a degradação proporcionada

pela a-amilase isoladamente. A aceleração da degradação do grânulo de amido pela

combinação de a-(1,4) glicosidases e a-amilases pode ser, em parte, devido à redução da

concentração de maltose pela ação da a-glicosidase (SISSONS; MacGREGOR, 1994;

SUN; HENSON, 1990; SUN; DUKE; HENSON, 1995), que acima de determinadas

concentrações, pode inibir a a-amilase (SUN; HENSON, 1991). Em sementes de trigo

germinadas na presença de Bay M1099, um inibidor de a-(1,4) glicosidase, o índice de

degradação inicial de amido foi reduzido a 48% e o crescimento de plântulas foi inibido a

89% quando comparado com as plântulas controles. O decréscimo na atividade da

a-glicosidase, também permitiu um acúmulo de maltose na semente (KONISHI e coL,

1994).

A maioria das a-glicosidases de plantas utiliza preferencialmente como

substratos a maltose ou a-(1,4) maltooligossacarídeos maiores pertencendo, portanto,

aos tipos 11 e 111 (Figura 2). Com excessão de duas a-glicosidases neutras da polpa de
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banana, que foram classificadas como sendo do tipo I, por atuarem preferencialmente

sobre o substrato 4-metilumbeliferil-a.-D-glicosídeo (KONISHI e coL, 2001). A maior parte

das a-glicosidases é capaz de hidrolisar amido solúvel, algumas até em índices

comparáveis à hidrólise de maltooligossacarídeos e algumas, em adição, parecem atuar

sobre grânulos nativos de amido, uma propriedade usualmente encontrada apenas em

a-amilases (FRANDSEN; SVENSSON, 1998).
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Figura 2: Substratos típicos para a-glicosidase: tipo I: p-nitrofenil-a-D-glicopiranosídeo; tipo 11:

maltose, tipo 111: parte de amilopectina (m=20-25) (FRANDSEN; SVENSSON, 1998).

Foi detectada a atividade de a-(1,4) e a-(1,6) glicosidases em todos os estádios

do amadurecimento da banana (GARCIA; LAJOLO, 1988). Constatou-se que as

atividades aumentaram significativamente no pico climatérico, quando uma grande parte

do amido já tinha sido degradado, sugerindo que essas enzimas atuam em moléculas

solúveis, tais como maltose e isomaltose, respectivamente. A atividade máxima de
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a-amilase precedeu o aumento de atividade da glicosidase. Essa pequena diferença no

tempo pode resultar da ação da a-amilase, que libera produtos que servirão de substrato

para as glicosidases e, em teoria, induziriam a sua expressão protéica. A soma das

atividades de a-amilase e glicosidases foi menor que a atividade hidrolítica total, o que

sugere que há outras enzimas que participam dessa hidrólise (GARCIA; LAJOLO, 1988).

1.2.4.2.1 Propriedades moleculares e especificidade ao substrato de alfa·

glicosidases purificadas de plantas

Entre as plantas, a a-glicosidase foi purificada de arroz (FRANDSEN;

SVENSSON, 1998), milho (CHIBA; SHIMOMURA, 1975), alfafa (CHIBA e coI. , 1979),

beterraba (CHIBA e coI. , 1978), ervilha (SUN; DUKE; HENSON, 1995), espinafre

(SUGIMOTO; FURUI; SUZUKI, 1995), cevada (FRANDSEN; SVENSSON, 1998),

tubérculo de Colocasia esculanta (HIDEYUKI, 1998), banana (KONISHI; KITASATO;

NAKATANI, 1992) e brócoli (MONROE e col., 1999). A enzima foi facilmente purificada de

beterraba e de arroz, enquanto houve necessidade de várias etapas de purificação para

se obter quantidades pouco expressivas de a-glicosidase homogênea de cloroplastos de

ervilha, cevada e sementes de espinafre.

A maioria das a-glicosidases de plantas é constituída de proteínas grandes (65 a

150 kDa), com notória exceção de a-glicosidase de cloroplastos de ervilha, folhas de

cebola e polpa de banana, todas com um peso molecular de 40-50 kDa (KONISHI;

KITASATO; NAKATANI, 1992; SUN; DUKE; HENSON, 1995; SUZUKI; UCHIDA, 1984).

Não há informações sobre as seqüências dessas enzimas, que, provavelmente,

pertencem à família 13 das glicosídeo-hidrolases (enzimas amilolíticas), que possuem
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peso molecular de 40 a 60 kDa. A a-glicosidase de malte de cevada, com alto pl e

33 kDa, foi purificada em dois únicos passos (IM; HENSON, 1995). Aplicando um

protocolo similar de purificação, foi obtida uma proteína de 33 kDa separada da atividade

das a-glicosidases por filtração em gel e identificada uma a-glicosidase de alto pl com

92 kDa (Tabela 1) (FRANDSEN; SVENSSON, 1998).

Em plantas, as a-glicosidases ocorrem em múltiplas formas, com diferentes

pontos isoelétricos, pesos moleculares e algumas vezes, até pH ótimo (Tabela 1). Ainda

são necessárias investigações genéticas e de química de proteínas, para elucidar se

essas formas são produtos de diferentes genes, ou se são resultado de modificação pós­

tradução.

Grande parte das a-glicosidases de plantas têm atividade ótima entre pH 4,0 e

5,0, embora existam formas que atuam preferencialmente em pH entre 6,0 e 7,0 (Tabela

1). As a-(1,4) glicosidases de plantas em geral não requerem íons metálicos para terem

atividade (FRANDSEN; SVENSSON, 1998).
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Tabela 1: Propriedades moleculares e especificidade ao substrato de a-glicosidases

purificadas de plantas.

Origem Tamanho Forma pH Preferência ao I Ref.
(kDa) ótimo substrato

Polpa bananaa 70 AAG 4,5 G5 (130%)b KONISHI; KITASATO;
NAKATANI,1992

42 NAGI 6,5 4MUaGc (430)% "

42 NAG 11 6,5 4MUaG (360)% "

Malte cevada 105 pl baixo 5,7 G2 FRANDSEN;SVENSSON,
1998

92a pl alto 4,5 G2 "

67a pl baixo 4,5 G2 IM; HENSON, 1995
SUN; HENSON, 1990

33a pl alto 4,0 G2 "

Sem. Alfafa 88 5,0 G8 (870%) KANAYA e col., 1976

Sem. Milho 65 3,6 G2 CHIBA e coL, 1978

Sem. Grama 45 a-Glu I 5,0 G2 FRANDSEN;SVENSSON,
1998

105 a-Glu 11-1 5,0 G2 "

65 a-Glu 11-2 5,0 G2 "

Uvaa 100 5,1 G2 "
Clorop. Ervilha 49 homodímero 7,0 Nigerose (170%) SUN; DUKE; HENSON,

1995
Sem. ervilhaa 125 a-G 1 4,5 G2 FRANDSEN; SVENSSON,

1998
150 a-G2 5,5 G2 "

110 a-G3 7,0 G2 "

Tub. batataa 120 6,5-7,0 pNPG (n.d.) "

Sem. Arroz 100 I 4,3 G6 (400%) "
100 11 4,0 G6 (250%) "

Calo de soja 70 I 4,5 G3 (140%) "

150 11 4,5 G4 (150%) "

Sem. 78 I 4,5-5,5 G5 (390%) SUGIMOTO; FURUI;
Espinafre SUZUKI,1995

78 11 4,5-5,5 G5 (390%) "
82 111 4,5-5,0 G3 (150%) "
82 IV 4,5-5,0 G3 (130%) "

Sem. 91 4,2 G7 (2470%) FRANDSEN; SVENSSON,
Beterraba 1998

98 I 5,0 G2 CHIBA e coL, 1978
60 11 4,5 G2 "

Folhas cebola 40 I 5,0 G2 FRANDSEN;SVENSSON,
1998

41 11 5,0 G2 "
49 111 5,0 G2 "

aparcialmente purificada; bEntre parênteses: atividade do substrato preferencial comparado com a
maltose; c4-metilumbeliferil-a-D-glicosídeo; n.d. não determinado; AAG alfa-glicosidase ácida; NAG I
alfa-glicosidase neutra isoforma I; NAG 11 alfa-glicosidase neutra isoforma 11; G2 maltose, G3 triose,
G4 maltotreose, G5 maltopentose, G6 maltohexose, G7 maltoheptose.
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Baseando-se em seu pH ótimo, as a-(1,4) glicosidases podem ser classificadas

em a-glicosidases ácidas (AAG) e a-glicosidases neutras (NAG). Uma AAG e duas

isoformas de NAG, com pH ótimo de atividade de 4,5 e 6,5 e peso molecular de 70 kDa e

42 kDa, respectivamente, foram parcialmente purificadas e caracterizadas de banana pré­

climatérica (KONISHI; KITASATO; NAKATANI, 1992). A forma ácida apresentou atividade

maltásica típica, como observado na maioria das plantas, enquanto a forma neutra parece

ser pouco importante para o metabolismo do amido, devido a sua deficiência de atividade

maltásica. A classificação de a-(1,4) glicosidases como sendo do tipo 11 (CHIBA, 1997),

pressupõe que a enzima seja capaz de hidrolisar isomaltose. Controversamente, apesar

da isoforma encontrada na banana por Konishi, Kitasato e Nakatani (1992) não hidrolisar

isomaltose, trealose e sacarose, ela foi classificada como sendo do tipo 11.

A a-glicosidase ácida de banana é, provavelmente, uma glicoproteína devido a

sua capacidade de ligação à Concanavalina-A, porém, não há informações acerca de que

tipo de carboidratos estão ligados à proteína, nem suas posições na molécula (KONISHI;

KITASATO; NAKATANI, 1992).

Aparentemente, as isoformas de AAG e NAG de banana e seus pontos

isoelétricos mudam durante o amadurecimento da fruta (KONISHI e col., 1991). A AAG e

NAG de banana verde tiveram pl maiores que 7,4, enquanto que nas isoformas de

banana madura o pl era de 5,0. Resultados similares foram obtidos com bananas verdes

após 24 horas do final do tratamento com etileno (O e 10 dia de armazenamento).

Konishi e col. (2001) purificaram as formas solúvel (70 kDa) e ligada (90 kDa) da

a-(1,4) glicosidase ácida, em polpa de bananas pré e pós-climatéricas. Os dados relativos

a a-(1 ,4) glicosidase ácida de banana sugerem que a isoforma tem papel importante no

processo de degradação do amido.
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As formas de a-(1,4) glicosidases ligadas à parede celular já foram encontradas

em outros vegetais, mas sua função nos tecidos em que foi detectada ainda não é clara,

uma vez que não foram encontrados os substratos adequados à ação desta forma de

enzima (MONROE e coL, 1999). Porém, até o momento, somente uma a-glicosidase

plastidial foi encontrada. Em cloroplastos de plântulas de ervilha, foi encontrada uma

a-glicosidase capaz de hidrolisar maltose e malto-oligossacarídeos com mais de 7

resíduos (BEERS; DUKE; HENSON, 1990). Contudo, nos cloroplastos de Arabídopsís,

não foram encontradas evidências da presença de a-glicosidases, e nenhum dos 5 genes

relativos a ela codificam seqüências com alguma similaridade com as a-glicosidases já

conhecidas. Assim, para que uma a-glicosidase seja encontrada no amiloplasto é

necessário que possua um peptídeo de trânsito para plastídeos nas seqüências

deduzidas de aminoácidos, o que não foi encontrado até o momento. Não tendo sido

encontrada formas da a-glicosidases no amiloplasto e nem peptídeo de trânsito em sua

seqüência, é razoável supor que ela esteja localizada no citosoL Corroborando esta

suposição, Weise, Weber e Sharkey (2004) demonstraram que no período noturno, a

maltose é a principal forma de carbono exportado dos cloroplastos de folhas de espinafre

e Niittylã e coL (2004) verificaram em folhas de Arabídopsís um transportador para a

maltose (MEX1). O conjunto de resultados sugere que as a-glicosidases estariam no

citosol atuando em seu principal substrato, a maltose.

Várias seqüências de a-glicosidases foram publicadas de beterraba (MATSUI e

coL, 1997), Arabídopsís (MONROE e coL, 1997) e espinafre (SUGIMOTO; FURUI;

SUZUKI, 1997), e a sua identidade foi deduzida da similaridade com a seqüência de

a-glicosidase previamente caracterizada. As formas apoplásticas de a -glicosidase com

pH ótimo ácido, foram descritas em muitas plantas, porém a função dessas formas é
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desconhecida, pois houve falta de substrato aparente no apoplasto (MONROE e coL,

1999).

Todos os polipeptídios de a-glicosidase apresentaram massas moleculares acima

de 100 kDa, mas os produtos seqüenciados de quatro genes foram todos sujeitos a

modificações pós-tradução, incluindo proteólise e glicosilação, provavelmente na via

secretora. Em sementes de cevada, anticorpos contra o clone de a-glicosidase expressa

em E. calí reconheceu polipeptídios de 81 e 95 kDa (TI880T; HENSON; SKADSEN,

1998). O genoma da cevada mostrou uma única forma do gene que codifica a­

glicosidase, induzido pelo ácido giberélico e dois genes relacionados ou pseudogenes

(TI880T; SKADSEN, 1996). A clonagem da a-glicosidase do espinafre também mostrou

a presença de um único gene, sugerindo que quatro formas múltiplas de especificidades a

substratos diferentes (SUGIMOTO; FURUI; SUZUKI, 1995) aparecem via modificação

pós-tradução (SUGIMOTO; FURUI; SUZUKI, 1997). Destas, as a-glicosidases I e 11 tem

massa molecular de 78 kDa e hidrolisam amido solúvel cerca de 100 vezes mais

eficientemente que as a-glicosidases 111 e IV de 82 kDa (SUGIMOTO; FURUI; SUZUKI,

1995). Porém, as seqüências de peptídeos de três das formas, foram todas encontradas

em uma única seqüência deduzida de cDNA (SUGIMOTO; FURUI; SUZUKI, 1997).

A diferença nas especificidades ao substrato das a-glicosidases é dependente da

sua estrutura. Conforme já foi mencionado anteriormente, as glicosídeos-hidrolases são

classificadas em mais de 60 famílias e as a-glicosidases pertencem às famílias 13 e 31,

baseadas em suas seqüências de aminoácidos. Isso fornece informações na estrutura do

sítio catalítico e, para muitas enzimas, a estrutura tridimensional (FRANDSEN;

SVENSSON, 1998).
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A família 31 das glicosídeos-hidrolases atualmente contém a-glicosidases de

sementes de cevada (TIBBOT; SKADSEN, 1996), beterraba (MATSUI e col., 1997),

espinafre (SUGIMOTO; FURUI; SUZUKI, 1997), tubérculo de batata (TAYLOR e coI. ,

1998) e Arabidopsis thaliana, muitas a-glicosidases de fungos, sacarose isomaltases

ligadas á membranas de mamíferos de a-glicosidases lisossomais ácidas (FRANDSEN;

SVENSSON, 1998). Portanto, a maioria das informações sobre a seqüência de

aminoácidos é de mamíferos e microrganismos.

As cinco seqüências deduzidas de cDNA clonados de a-glicosidases de plantas

pertencem à família 31 das glicosídeos-hidrolases (FRANDSEN; SVENSSON, 1998). A

figura 3 mostra um alinhamento que cobre duas regiões de consensos nessa família

(regiões 1 e 2) e inclui, além das 5 seqüências das a-glicosidases de plantas, mais 8

enzimas digestivas de mamíferos e formas ligadas à membrana (sacarose-isomaltase,

maltase-glicoamilase, e a-glicosidases lisossomais), 5 a-glicosidases de fungos, uma

a-glicosidase de Tetrahymera pyriformis, e uma provável seqüência de a-glicosidase do

nematodo Caenorhabditis elegans. Cada uma das regiões 1 e 2 têm um alto grau de

similariedade: 5 resíduos na região 1, e 9 resíduos na região 2 são invariantes, enquanto

21 resíduos são conservados em mais de 50% das 24 seqüências listas no total.
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Região 1 Região 2

A. a-glicosidases de hidrolise de oligossacarídeos

a-glicosidase de alto 428 TIPVDGLWIDMNEISNFY 445
pI de cevada
a-glicosidase de
baixo pI de cevada
a-glicosidase de 460 ILPIDGIWIDMNEASNFI 477
beterraba
a-glicosidase de 456 LLPLDGLWIDMNELSNFI 473
espinafre
a-glicosidase A. 450 ILPLDGLWIDMNELSNFI 467
thaliana
a-glicosidase de 507 STKYLYIWNDMNEPSVFN 524
batata

557 MPMIGADICGFNGNTTEELCGRWIQLGAFYPFSRDHSA 594

------------------------------WYQAGIWLPFYR---

591 MPMIGADICGFAESTTEELCCRWIQLGAFYPFSRDHSA 628

587 IPMVGADICGFLGNTTEELCRRWIQLGAFYPFSRDHSS 624

581 IPMVGADICGFSHDTTEELCRRWIQLGAFYPFARDESS 618

615 IVFSGADVGGFFGNPDTKLLVRWYQVGAYYPFFRGH 652

639 VPLVGADICGFIGDTSEELCVRWTQLGAFYPFMRNHN 676

627 IPLVGADICGFVAETTEELCRRWMQLGAFYPFSRNH 664
1523 ISYTGADICGFFNNSEYHLCTRWMQLGAFYPYSRNH 1560
627 MPLVGADICGFLAETTEELCRRWMQLGAFYPFSRNH 664
1523 ISYTGADICGFFNDSEYHLCTRWTQLGAFYPFARNHN 1560
651 IPMVGPDICGFALDTPEELCRRWMQLGAFYPFSRNHN 688
1549 XSYTGADICGFFQDAEYEMCVRWMQLGAFYPFSRNH 1586
639 VPLVGADVCGFLGNTSEELCVRWTQLGAFYPFMRNH 676

509 QVPFDGMWLDMNEPSNFV 526

496 EVQYDGLWIDMNEVSSFI 514
1385 KMKFDGLWIDMNEPSSFV 1402
496 EVNYDGLWIDMNNVSSFV 513
1385 YMKFDGLWIDMNEPSSFV 1402
520 QVEFDGIWIDMNEVSNFV 537
1411 SLKFDGMWIDMNEPSSFV 1428
509 QVPFDGMWIDMNEPSNFI 526

isomaltase humana
sacarose humana
isomaltose de coelho
sacarose de coelho
maltose humana
glicoamilase humana
a-glicosidase
lisossomal humana
a-glicosidase
lisossomal de
camundongo

provável glicosidade 1271 TLPFDGMWIDMNEPSNFD 1288 1422 VPYVGSDICGFNGVSNEELCLRWHQFGAFSPFSRDHS 1459
de C. elegans
Tetrahymera 446 GITPSGFWIDMNEFSNFS 463 564 IPMTGADICGFAQNTTAELCARWMQVGAFYPFSRNH 601
pyriformis

glicoamilase de S. 461 LTPFDGIWADMNEVSSFV 467 661 LPFFGADVCGFNGNSDSELCSRWMQLGSFFPFYRNHN 698
occidentalis
a-glicosidase de C. 517 IVDFSGIWLDMNEPSSFV 534 765 IHLLGADICGFNRNSDEELCNRWMMLGAFLPFMRNH 802
tsukubaensis
a-glicosidase de A. 215 KVAFDGVWYDMSEVSSFV 232 417 IPMFGADTCGFNGNSDEELCNRWMQLSAFFPFYRNH 454
tsukubaensis, subun.
P2

a-glicosidase de 483 KLHYDGVWYDMAEVSSFC 500
Aspergillus oryzae
a-glicosidase de 421 MLGVDGLWIDMNEPASFC 438
Mucor javanicus

638 IPMFGVDTCGFNGNTDEELCNRWMQLSAFFPFYRNH 720

590 VSYSGADVCGFNSDTTEELCTRWMEIGAFYPFARNH 627

B. Enzimas de processamento de oligossacarídeos ligados a Asparagina

a-glicosidase II de 555 SAPNLYVWNDMNEPSVFN 572
camundongo, a-sub.
a-glicosidase II 532 SAPNLFVWNDMNEPSVFN 549
humana
a-glicosidase II S. 528 DLTNLFIWNDMNEPSIFD 545
cerevisiae

663 LSFCGADVGGFFKNPEPELLVRWYQMGAYQPFFRAHA 700

640 LSFCGADVGGFFKNPEPELLVRWYQMGAYQPFFRAHA 677

637 MPFIGADIAGFAEDPTPELIARWYQAGLWYPFFRAHA 674

CONSENSO dgWiDMnE s F GaDicGF n eelc RW qlgafyPF RnH

Figura 3: Alinhamento de múltiplas seqüências de glicosídeo hidrolases da família 31, cobrindo as duas
regiões de maior consenso (regiões 1 e 2). a-glicosidase de cevada de alto pl (TIBBOT; SKADSEN, 1996);
a,-glicosidase de cevada de baixo pl (FRANDSEN; SVENSSON, 1998); a-glicosidase de beterraba (MATSUI
e col., 1997); a-glicosidase de espinafre (SUGIMOTO; FURUI; SUZUKI, 1997); a-glicosidase de Arabidopsis
thaliana (GenBanK AP014806); a-glicosidase de batata (TAYLOR e col., 1998); sacarose-isomaltase
humana (CHANTRET e col., 1992); sacarase-isomaltase de coleho (HUNZILER e coI. , 1986); maltase­
glicoamilase humana (NICHOLS e col., 1997); a-glicosidase Iisossomal humana (HOEFSLOOT, 1988);
a,-glicosidase lisossomal de camundongo (GenBank U49351); provável glicosidase de Caenorhabditis
elegans (GenBanK 440800); a-glicosidase ácida de Tetrahymera pyriformis (ALAM e col., 1996);
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glicoamilase de Schwanniomyces occidentalis (OOHMEN e col., 1990); a-glicosidase Candida tsukubaensis
(KINSELLA e col., 1991); a-glicosidase de Aspergi//us niger, subunidade P2 (KIMURA e coI. , 1992);
a-glicosidase de Aspergillus orizae (MINETOKI e coI., 1995); a-glicosidase de Mucor javanicus
(SUGIMOTO; SUZUKI, 1996); a-glicosidase 11 de camundongo (FRANOSEN; SVENSSON, 1998);
a-glicosidase 11 humana (GenBank 042041); provável glícosidase de Saccharomyces cerevisiae (Swiss-Prot
P38138). A, a-glicosidases de hidrolise de oligossacarídeos; B, Enzimas de processamento de
oligossacarídeos ligados a Asparagina. Resíduos invariantes são mostrados em negrito.

Os resíduos mais prováveis correspondentes ao sítio catalítico e de ligação ao

substrato são encontrados nas regiões 1 e 2. Até o momento, a estrutura tridimensional

de membros da família 31 não está disponível (FRANDSEN; SVENSSON, 1998).

Apesar das a-glicosidases de plantas serem conhecidas há muito tempo e de

terem sido purificadas até a homogeneidade a partir de várias plantas, as informações

sobre os resíduos do sítio ativo e segmentos que determinam a especificidade ao

substrato são limitadas. A determinação das 5 primeiras seqüências tornou capaz a

classificação em glicosídeo-hidrolase da família 31, a qual obviamente aumenta a

informação em relação a estruturalfunção (FRANDSEN; SVENSSON, 1998). Entretanto, a

determinação da estrutura tridimensional, acoplada com a análise mutacional é

necessária para o conhecimento do mecanismo de ação e especificidades representadas

na família 31 das glicosídeos-hidrolases. Para as a-glicosidades de plantas, em particular,

isso pode fornecer informações sobre como elas agem em relação às diferentes enzimas

de degradação do amido in vivo (FRANDSEN; SVENSSON, 1998).

Dentro desse contexto, o trabalho teve por finalidade, obter informações que

auxiliem no entendimento do papel das a-(1,4) glicosidases no metabolismo do amido

durante o amadurecimento da banana, medindo sua atividade e seu nível de transcrito.
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2. OBJETIVO

o presente trabalho teve por objetivo estudar a atividade enzimática, realizar a

clonagem do gene e acompanhar a transcrição do respectivo mRNA da a-(1,4)

glicosidase de banana durante o amadurecimento.
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3. MATERIAL E MÉTODOS

3.1 Material

Frutos de banana

As bananas (Musa acuminafa, grupo AAA, subgrupo Cavendish, cultivar Nanicão)

com um dia pós-colheita, foram adquiridas no entreposto terminal de São Paulo

(CEAGESP - Jaguaré/Bananika), originárias da região de Janaúba (MG). Os frutos pré­

climatéricos foram lavados em solução comercial de hipoclorito de sódio a 5% por alguns

minutos para diminuir a contaminação superficial. Uma parte dos frutos foi alocada em

dessecadores vedados para o tratamento com gás etileno a 100 ppm/24 horas em

laboratório, com a finalidade de homogeneizar o amadurecimento. Os frutos controle e os

tratados foram armazenados em câmara com temperatura (18°C ± 3°C) e umidade

relativa (75% ± 5%) controladas, até o amadurecimento.

Diariamente os frutos foram amostrados, descascados, fatiados e congelados em

nitrogênio líquido e armazenados à -80°C até sua utilização. Frutos visualmente

contaminados com fungos foram descartados.

Paralelamente, um conjunto de seis frutos tratados e quatro controles foram

aleatoriamente selecionados do lote e mantidos, também em câmara controlada, desde o

início até o fim do período de amadurecimento. Esses frutos foram diariamente analisados

quanto à produção de C02 e etileno, após um período de 1 hora mantidos em frascos

hermeticamente fechados, contendo 2 frutos por frasco, em quadruplicata.
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o esquema de amostragem, utilizado para a coleta e armazenamento das

amostras de banana é apresentado na Figura 4.

População alvo

Banana CV. Nanicão

Procedência da coleta

CEAGESP
I--

Amostra de Laboratório:

Frutos Pré-climatéricos

Tratado com etileno

24h/100ppm

Armazenamento

Câmara 8.D.0.

I--

Não tratado

controle

Amostras (fatiamento

em Nitrogênio Líquido)

1
Estocagem em Ultra­

Freezer -SO°C

I Amostra para análise

Monitoramento:

CO2 e Etileno

Figura 4: Plano amostrai elaborado para a coleta e estocagem de amostras de banana cv.

Nanicão da região de Minas Gerais.
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3.2 Métodos

3.2.1 Medidas dos gases: carbônico (C02) e etileno (C2H4)

Os perfis de respiração dos frutos foram estimados pela produção de CO2 medida

por cromatografia a gás (Hewlett-Packard modelo GC-6890), com detecção por

condutividade térmica (TCO). A coluna utilizada foi a HP-Plot Q (30 m, 0.1. 0,53 mm). As

condições cromatográficas foram: injeção com divisor de amostra (split) em taxa 50:1 e

temperatura de 250°C; volume de injeção 1 mL; corrida isotérmica a 30°C empregando

hélio como gás carreador em fluxo constante de 4 mLlmin; temperatura do detector a

250°C utilizando como referência fluxo de hélio a 7 mLlmin. A estimativa da quantidade de

CO2 foi feita em relação à injeção de 1 mL de padrão de CO2 326 ppm em ar sintético da

Air Liquid.

O mesmo equipamento e a mesma coluna cromatográfica foram empregados para

a análise dos perfis de etileno, exceção feita ao modo detecção utilizado: ionização de

chama (FIO). O volume injetado foi de 10 mL utilizando o modo de injeção pulsed

splitless. As condições de injeção empregadas foram: pressão de 20 psi por 2 minutos,

fluxo de ventilação de 5 mLlmin após 30 segundos de injeção e temperatura do injetor em

200°C. As demais condições cromatográficas foram: corrida isotérmica a 30°C

empregando hélio como gás carreador em fluxo de ar e hidrogênio no detector em

450 mLlmin e 50 mLlmin, respectivamente. A estimativa da quantidade de etileno

Produzida pelos frutos foi feita em relação à injeção de um padrão de 0,1 ppm de etileno

em N2 da Air Liquid.
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As ai íquotas do ar produzido após uma hora no interior dos frascos

hermeticamente vedados, foram retiradas com o auxílio de seringas GAS Tigth

apropriadas para a injeção manual dos gases. Os frascos continham, em média, 300g de

banana cada. As medidas de C02 e etileno foram calculados com base no volume livre do

frasco, levando em consideração a massa de banana contida nos frascos e o tempo de

respiração. Os valores foram expressos em mg de C02.KgPF1.h-1 e IJL de

etileno.KgPF1.h-1, respectivamente, onde PF corresponde ao peso fresco do fruto.

3.2.2 Determinação de amido e proteína solúvel

O teor de amido foi determinado enzimaticamente pelo método otimizado por Arêas

e Lajolo (1981), para banana. O amido foi solubilizado com hidróxido de sódio O,S N,

neutralizado com ácido acético O,S N, precipitado com etanol 80% e hidrolisado com

amiloglicosidase. A glicose liberada foi determinada através do sistema glicose­

oxidase/peroxidase/ABTS (GOD/POD/ABTS), segundo Bergmeyer e Bernt (1974), a

450nm, utilizando glicose como padrão.

A proteína total foi quantificada pelo método descrito por Bradford (1976), a 59Snm,

usando albumina sérica bovina (BSA) como padrão.

3.2.3 Determinação de açúcares solúveis

Os açúcares solúveis (glicose, frutose e sacarose) foram extraídos com etanol 80%

a 80°C por três vezes. Os sobrenadantes foram combinados, o etanol evaporado por

sistema a vácuo à 4SoC (speed vac) e o volume reconstituído com água. Os açúcares
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foram estimados por HPLC utilizando-se cromatografia de troca iônica (DIONEX modelo

DX-500) detectado por amperometria pulsada (modelo ED-40). A coluna utilizada foi a

CARBOPAC PA-1 (4,0 x 250,0 mm) e a fase móvel foi constituída 100% de NaOH 18 mM

em fluxo de 1,0 mLlmin.

3.2.4 Extração de proteína

As amostras congeladas foram trituradas em 5 volumes (m/v) de tampão Hepes­

KOH 50 mM pH 7,0 contendo cisteína 20 mM recentemente neutralizada,

polivinilpirrolidona 40000 (PVP-40) 1% (m/v), CaCb 1 mM e benzamidina 1 mM. O

homogenato resultante foi centrifugado a 4°C por 40 minutos a 10500 xg. O sobrenadante

constituiu o extrato enzimático. Quando necessário, conforme será destacado, o extrato

foi dialisado ou aplicado em coluna Sephadex G-25 Hytrap (Armesham Biosciences) para

dessalinização.

3.2.5 Atividade enzimática

A atividade a-glicosídica foi determinada fluorimetricamente, utilizando-se o

4-metilumbeliferil-a-D-glicosídeo (4MUaG; Sigma) como substrato sintético e o produto

fluorescente 4-metilumbeliferona (4MU) como padrão, de acordo com Konishi e col.

(1991). Para o ensaio da isoforma neutra, a mistura de reação (1 mL) era constituída de

100 IJL do extrato enzimático, 600 IJL de tampão citrato-fosfato de sódio 100 mM pH 6,5 e

300 IJL substrato 4MUaG 330 mM. Após incubação a 30°C por 45 minutos, a reação foi

interrompida com a adição de 3 mL de tampão glicina-NaOH 500 mM pH 10,5. O produto
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formado (4MU) foi medido fluorimetricamente utilizando comprimentos de onda de

excitação de 366 nm e de emissão de 450 nm. Uma unidade de atividade correspondeu à

quantidade de enzima que produz 1 IJmol de 4MU por minuto a 30°C. A concentração foi

calculada com base em curva-padrão de 4-metilumbeliferona. Para o ensaio da isoforma

ácida, as condições foram as mesmas acima descritas, exceto pelo pH do tampão citrato­

fosfato de sódio 100 mM, que era de 4,5.

3.2.6 Extração de RNA total

A extração de RNA total das amostras congeladas foi realizada através da

metodologia descrita López-Gómez e Gómez-Lim (1992), com modificações. Amostras

com três gramas de polpa de banana foram trituradas em gral de porcelana com

nitrogênio e adicionadas de 10 mL de solução extratora (tampão de lise Tris-HCI pH 7,5

150 mM, 2% SDS, 1% 2-ME e EDTA 50 mM). Após homogeneização do material até o

descongelamento, com auxílio de gral e pistilo e centrifugação a 12.000 x g por 10 min, foi

adicionado ao sobrenadante 0,25 volumes de etanol absoluto e 0,11 volumes de acetato

de potássio 5 M, com agitação por 1 minuto. A essa mistura foi adicionado 1 volume de

clorofórmio, com agitação por 1 minuto. Após centrifugação a 12.000 x g por 10 min, a

fase aquosa (superior) foi recolhida em um tubo limpo, adicionada de 1 volume de

fenol/clorofórmio e centrifugada por 10 min a 12.000 x g, novamente separada e extraída

com 1 volume de clorofórmio e centrifugada a 12.000 x g por 10 mino

Após centrifugação a 12.000 x g por 10 min, a fase aquosa foi cuidadosamente

removida para um tubo de vidro COREX® e o RNA foi precipitado por adição de

0,43 volumes de LiCI 10M, mantendo-se o tubo a -20°C por 12 h. O tubo contendo oRNA
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precipitado foi centrifugado por 1 h a 12.000 x g, o sobrenadante foi descartado e oRNA

precipitado, retomado em 2 mL de tampão TE. Ao RNA solubilizado foram adicionados 3

volumes de etanol e 0,1 volume de acetato de potássio 3M. O tubo foi mantido por 2 h a

-20°C, centrifugado por 1 h a 12.000 x g e o precipitado foi retomado em 200 IJL de TE.

Após quantificação por espectrofotometria, o RNA foi dividido em alíquotas e estocado em

ultra-freezer a -80°C.

3.2.7 Obtenção de DNA complementar (cDNA)

A primeira fita de cONA foi sintetizada a partir de 10 IJg de RNA total de bananas

climatéricas, utilizando a reação com transcriptase reversa e iniciadores oligo dT(12-18)

através do Kit Superscripit /I da Invitrogen, segundo instruções do fabricante.

3.2.8 Planejamento dos primers

Os primers foram desenhados a partir do alinhamento das seqüências de

aminoácidos das a-glicosidases de espinafre (Spinacea oleracea - 086624), cevada

(Hordeum vulgare - U22450), arroz (Oryza sativa cv. japonica - CA754452) e beterraba

(Beta vulgaris - 089615) como apresentados na Figura 5. As seqüências estão no

Genbank e foram alinhados usando o programa CrustalW. Os primers sense e reverso

foram desenhados levando em consideração as regiões de consenso encontradas entre

as seqüências que foram alinhadas e a partir das regiões de consenso construiu-se os

primers utilizados em PCR para amplificação de insertos de a-glicosidase relacionados na

Tabela 2, com as respectivas temperaturas de hibridização (Tm).



SSPPIPGSTLDNPPYKINNSGVMLPIINKTIPPTAMHYGDIPEYNVHNLFGYLEARVTRA

NPEPMN .. ALDDPPYRINNDGTGRPINNKTVPASAVHYGGVTEYDAHNLFGLLEARATHR

DPPPLN .. AIDDPPYRINNSGVRRPINNKTVPASAVHYGGVAEYDAHNLFGFLEARATHD

TSAPTPGSTLDNPPYKINNSGGRVPINSKTIPATAMHYGNVTEYNAHNLYGFLESQATRE

SoAgli 414

HvAgli 389

üsAgli 392

BvAgli 418

SoAgli 474

HvAgli 449

üsAgli 452

BvAgli 478

VFLKRNGKPYLGSVWPGPVYFPDFLKPSALTFWTDEIKRFLNLLPVD

IFLKRNGTNFVGNVWPGDVYFPDFMHPRAAEFWAREISLFRRTIPVD

IFLKWNGSNYLGVVWPGNVYFPDFLNPRAAEFWARElAAFRRTLPVD

VFIKRNGNPYLGSVWPGPVYYPDFLDPAARSFWVDEIKRFRDILPID SNFI

32

SoAgli 534 ALIKLTEKRPFVLSRSTFSGSGKYTAH

HvAgli 507 ALLRDTGRRPFVLSRSTFVGSGRYTAH

üsAgli 510 ALLRDTGRRPFVLSRSTFVGSGRYTAH

BvAgli 538 ALVRPATRGPFLLSRSTFAGSGKYTAH

TWNDLVYSIPSMLDFGLFGIPM

TWGDLRYSINTMLSFGLFGMPMI

TWEDLHYSINTMLSFGLFGIPMI

RWDDLQYSIPTMLNFGLFGMPMI

SoAgli 594

HvAgli 567

üsAgli 570

BvAgli 598

LGNTTEELCRRWIQLGAFYPFSRDHSSLGTTYQELYRWESVAASARKVLGLRYTLL

NGNTTEELCGRWIQLGAFYPFSRDHSAIFTVRRELYLWPSVAASARKALGLRYQLL

GGNTTEELCSRWIQLGAFYPFSRDHSAIGTVRRELYLWESVARSARKALGLRYRLL

ESTTEELCCRWIQLGAFYPFSRDHSARDTTHQELYLWESVAASARTVLGLRYELL

Figura 5: Seqüência de aminoácidos de a-glicosidase utilizados para o planejamento dos

primers. Legenda: SoAgli: a-glicosidase de Spinacia oleracea (espinafre); HvAgli: a-glicosidase

de Hordeum vulgaris (cevada); OsAgli: a-glicosidase' de Oryza sativa (arroz); BvAgli:

a-glicosidase de Beta vulgaris (beterraba). Verde - primers sentido 10 e 11; Marrom - primers

reverso 12; Azul - primers reverso 13 e 14 e Amarelo - primers reverso 15 e 16.
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Tabela 2: Relação de primers utilizados em PCR para amplificação de insertos de

u-glicosidase.

Primer Seqüência Tm (0C)

Sentido 10 5'-GGC CT[C/G] TGG AT[C/T] GA[CIT] ATG AAC GA-3' 60

Sentido 11 5'-GGC CT[C/G] TGG AT[C/T] GA[C/T] ATG AAT GA-3' 58

Reverso 12 5'-GGC GGC [AlG]TT [AlG]TC GCC [AlG]GT CCA-3' 62

Reverso 13 5'-GAA GCC GCA GAT [A/G]TC [AlG]GC GCC-3' 64

Reverso 14 5'-GAA GCC GCA GAT [A/G]TC [AlG]GC CCC-3' 64

Reverso 15 5'-GAA [GIT]GG GTA GAA [A/G]GC GCC-3' 52

Reverso 16 5'-GAA [G/T]GG GTA GAA [AlG]GC CCC-3' 52

3.2.9 Reação em cadeia da polimerase (peR)

As reações de PCR foram realizadas com uma mistura de reação composta de

tampão Tris-HCI (pH 8,3) 10 mM, dNTP 0,25 mM, MgCb 1,5 mM, primer sense 0,5 IJM,

primer reverso 0,5 IJM, 2,5 U Taq polimerase, 0,5 IJL de DNA molde e água, completando

um volume final de reação de 25 IJL.

As condições do termociclador foram:

1° passo: pré-aquecimento a 94°C por 5 min;

2° passo: desnaturação a 94°C por 30 s;

3° passo: anelamento do primer ou hibridização a 50°C-72°C por 30 s;

4° passo: extensão ou elongação a 72°C por 90 s;

5° passo: incubação a 72°C por 7 min;

6° passo: resfriamento a 4°C.

Do 2° passo ao 4° passo o termociclador totalizou de 30 a 35 ciclos. As reações

foram otimizadas com relação às temperaturas de hibridização conforme os primers
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utilizados e tempo de elongação de acordo com o tamanho de fragmento a ser

amplificado. O mesmo tempo de anelamento foi utilizado para todas as reações utilizando

as diversas combinações de primers, ou seja, 30 segundos.

3.2.10 Eletroforese de DNA em gel de agarose e purificação de bandas resultantes

Para visualização os produtos de PCR, as amostras foram submetidas a

eletroforese em gel de agarose 1,0%, contendo 0,5 I-'g/mL de brometo de etídio, em

tampão TPE e tensão constante de 80 volts por 15-30 min (SAMBROOK; FRITSCH;

MANIATIS, 1989). Foi usado o padrão de peso molecular LowMass (Invitrogen) com

fragmentos de 2000, 1200, 800, 400, 200 e1 00 pb.

As bandas de interesse, após recortadas, foram purificadas a partir do gel usando

o GFX™ peR DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham Biosciences) segundo

instruções do fabricante.

3.2.11 Clonagem e transformação de bactérias

Os produtos de PCR purificados foram ligados em vetor pGEM-T Easy ou em vetor

PCR®4-TOPO, conforme instruções dos fabricantes.

A ligação em vetor pGEM-T foi feita por meio da T4-DNA ligase, numa reação

conduzida a 4°C, durante 16 h. Na seqüência, o vetor contendo o inserto foi utilizado para

transformação de células competentes de Escherichia coli, seguindo o método do CaCb

descrito por Cohen, Chang e Hsu (1972). A 100 I-'L de células foram adicionados 8 I-'L de

reação de ligação e incubados a 42°C por 50 segundos. A essa suspensão foram
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adicionados 100 jJL de meio LB, que foi mantida a 37°C por 1 h. Em seguida, as células

foram transferidas para placas de Petri contendo meio LB-ágar, ampicilina (100 jJg/mL),

4 jJL de IPTG (200 mg/mL) e 44 jJL de X-gal (20 mg/mL) e incubadas durante a noite a

37°C. A identificação das células transformadas com o plasmídeo contendo o fragmento

de interesse foi feita pelo crescimento de colônias de coloração branca.

Quando usado o vetor pCR®4-TOPO, o produto de PCR foi ligado diretamente ao

vetor pela ação de uma topoisomerase associada ao vetor, numa reação à 22°C, durante

5 mino Dois microlitros da reação de ligação foram adicionados em tubos contendo 50 jJL

células competentes de E. calí TOP 10 (proveniente do kit), incubados em gelo por

30 min, adicionados de 250 jJL meio SOC e incubados a 37°C por mais 1 h. Nesse

sistema, somente células transformadas crescem em meio LB-ágar contendo ampicilina

(100 jJg/mL).

As colônias de células transformadas obtidas nas placas foram transferidas

individualmente para tubos contendo cerca de 50 jJL de meio LB e ampicilina (100 jJg/mL)

e incubadas por 2 h a 37°C. A seguir, fez-se PCR dessas amostras para verificar a

presença dos insertos, com primers específicos da glicosidase e primers flanqueadores

dos vetores (M13 sense e reverso, T7 e SP6).

3.2.12 Mini-preparação de DNA plasmidial e seqüenciamento

Em tubos contendo 3 mL de meio LB com 100 jJg/mL de ampicilina foram

adicionados 5 jJL das colônias positivas Uá testadas por PCR), previamente enriquecidas

em meio LB com ampicilina, os quais foram incubados durante 16 h a 37°C. A extração e

purificação do plasmídeo que continha o fragmento de interesse foram feitas através de
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mini-preparação utilizando kit Qiagen. A quantificação do ONA plasmidial foi feita a

260 nm, considerando que 50 I-Ig ONAlmL apresentam uma 0.0. de 1,0.

A partir do vetor purificado foi feito o seqüenciamento em seqüenciador automático

ALF Express, utilizando Thermo Sequenase Cy5Dye Termínator Cycle Sequencíng Kít

Amersham Biosciences. A eletroforese foi desenvolvida a 55°C, com potência constante

de 25 W e tempo de corrida de 750 mino

3.2.13 Northem Stot

As amostras com 22 J..lg de RNA total de cada estádio de amadurecimento foram

separadas em gel de agarose 1,5% desnaturante em tampão MOPS-NaOH 50 mM pH 7,O

e contendo 2,2 M de formaldeído (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989). As

amostras foram primeiramente incubadas para desnaturação a 65°C por 15 minutos,

resfriadas em gelo e adicionadas de tampão de corrida contendo MOPS-NaOH,

formaldeído e formamida, além de corante (azul de bromofenol) e glicerol. Foi feita a

eletroforese a 45 V por cerca de 2h. Após a eletroforese, as amostras de RNA foram

transferidas por capilaridade (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989) para membrana

de Nylon (Hybond N+, Amershan Biosciences) e nela fixadas por exposição a radiação

ultra-violeta (120.000J..lJ/cm2
) no UV Crosslinker (Hoefer). A verificação da presença dos

RNAs na membrana foi feita com coloração de azul de metileno 0,04% em tampão

acetato de sódio O,5M (pH 5,2) (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989).

Para a hibridização foi utilizada uma sonda de ONA específica de banana, com

cerca de 1Kb, obtida por PCR, com os primers sense e reverso usada sob condições

convencionais de hibridização a 65°C. A marcação da sonda foi feita com u 32p-dCTP,
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conforme Ready-To-Go DNA Labelling Beads Kit (Amersham Biosciences) e a reação de

hibridização conduzida durante 12h, a 65°C. As lavagens da membrana obedeceram a

seguinte ordem: 2x SSC/O,1%SOS, por 15 min (2 vezes); 1x SSC/O,1%SOS, por 15 min e

0,1 x SSC/O,1 %SOS, por 15 mino A revelação foi feita por auto-radiografia, após 3 dias de

exposição da membrana a -80°C.

3.2.14 Obtenção da seqüência de cDNA de a-glicosidase

Para a obtenção do cONA completo de glicosidase foi utilizada a metodologia de

varredura de uma biblioteca de cONA, construída em vetor ZAP Express (fago À) através

de ZAP Express cDNA Synthesis Kit (Stragene) e a metodologia GeneRacer.

3.2.14.1 Varredura da biblioteca de cDNA (Screening)

Com base na metodologia descrita por Israel (1993), com modificações, foi feita a

varredura da biblioteca de cONA baseada na reação em cadeia da polimerase (PCR) em

duas etapas consecutivas: varredura em meio líquido e em meio sólido. Foram feitos

sucessivos enriquecimentos do fago que carregava o cONA da a-glicosidase de banana,

conforme monitorado por PCR, tanto para a seleção em meio líquido quanto para a

seleção em meio sólido, como descrito a seguir.
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3.2.14.1.1 Varredura da biblioteca em meio líquido

Uma suspensão de 200 IJL de Escheríchía colí infectada com 1 IJL da biblioteca de

cDNA de banana foi diluída para 6,5 mL de meio de cultura LB e distribuída em 64 poços

de uma placa de microtitulação, sendo 100 IJL em cada poço. A partir de uma alíquota de

10 IJL de cada poço foram montadas combinações das alíquotas resultando em pools

de 8 poços de linhas e 8 de colunas (Figura 6). Uma primeira amplificação foi realizada

utilizando iniciadores construídos com base na seqüência de um fragmento de a­

glicosidase isolada no laboratório, com uma alíquota de cada um dos 16 poços mais um

controle positivo (fragmento a-1,4 glicosidase de banana com 486 pb). Foi considerada

positiva a amostra cuja reação de PCR, após eletroforese em gel de agarose, originou a

banda característica para o par de iniciadores testado. Havendo mais de uma reação com

este resultado, foi escolhida aquela onde a banda mostrava-se mais intensa. Diluições do

poço positivo (10-1
, 10-2, 10-3 e 10-4) foram testadas para identificar a maior diluição com

resultado positivo e em seguida uma alíquota desta diluição foi usada para preparação de

nova placa de microtitulação. O intuito disso foi diminuir a presença dos demais fagos de

cDNAs e enriquecer o fago que carregava a seqüência da a-glicosidase. A varredura em

meio líquido foi repetida até que todos os poços mostrassem resultado positivo por PCR

indicando enriquecimento relativo ao fago com o fragmento de interesse, passando-se

então para o meio sólido.
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c::> combinação de colunas

1 2 3 4 5 6 7 8 cr:- combinação de linhas
o o o o o o o o •
o o o o o o o o •
o o o o o o o o •
o o o o o o o o •
o o o o o o o o •
o o o o o o o o •
o o o o o o o o •
o o o o o o o o •
• • • • • • • •

A
B
C
O
E
F
G
H

Varredura em meio líquido:

Fase 1:

- amplificação de cada poço por PCR;

- eletroforese dos produtos de PCR;

- seleção de um poço positivo, infecção de bactérias e crescimento dos fagos.

Fase 2:

- distribuição em novos poços e amplificação por PCR;

- eletroforese dos produtos de PCR;

- seleção de um poço positivo, infecção de bactérias e crescimento dos fagos.

Fase 3:

- distribuição em novos poços e amplificação por PCR;

- eletroforese dos produtos de PCR;

- seleção de um poço positivo, infecção de bactérias e crescimento dos fagos.

Figura 6: Placa de microtítulação com combinações de poços de linhas e de colunas utilizada em

varredura em biblioteca de cDNA, segundo Israel (1993).
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3.2.14.1.2 Varredura da biblioteca em meio sólido

Tendo todos os poços em meio líquido mostrado resultado positivo, foi feita PCR

com diluições das lacunas onde a banda amplificada apresentou-se mais intensa. Uma

alíquota de 0,5 IJL da maior diluição com resultado positivo foi incubada por 15 min com

200 IJL de E. coli XL1-Blue MRF'e após incubação a suspensão de células foi misturada

com 3 mL de meio NZY top-ágar, plaqueada em meio NZY-ágar e incubada a 37°C por

12 horas. Algumas das unidades formadoras de placas de lise (pfu) obtidas após

incubação foram dispersas em 20 JlL de tampão SM (NaCI 0,1 M, MgS04.7H20 8 mM,

Tris-HCI 50 mM pH 7,5 e gelatina 0,01 %). Alíquotas destas suspensões foram testadas

por PCR com iniciadores específicos (S1 e R1 para a a-glicosidase) e identificada a pfu

positiva. Uma alíquota de 0,5 JlL da dispersão da pfu positiva foi adicionada a 200 JlL de

células E. coli MRF' e após incubação por 15 min a 37°C, a suspensão de células foi

misturada com 3 mL de meio NZY top-ágar, plaqueada em NZY-ágar e incubada a 37°C

por 12 horas. Das pfu originadas, 10 foram testadas por peR como descrito acima e este

procedimento foi repetido até que se obtivesse resultado positivo para todas as pfu.

selecionadas de uma placa.

Uma alíquota da dispersão da pfu selecionada em tampão SM foi adicionada a 200

JlL de E. coli MRF', plaqueada e incubada por 24 horas a 37°C. A esta placa foram

adicionados 2 mL de tampão SM e deixados sob leve agitação para dispersão dos fagos

no meio líquido. O tampão SM foi recolhido constituindo o estoque de fagos, que após

titulação, foi utilizado para a excisão in vivo usando o fago Exassist Helper, conforme

descrito no manual da biblioteca de cDNA.
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Varredura em meio sólido:

Fase 1:

- incubação e plaqueamento de suspensão de células;

- amplificação por PCR a partir das placas de lise (pfu);

- eletroforese dos produtos de PCR;

- seleção de uma pfu e infecção de bactérias.

Fase 2:

- incubação e plaqueamento de suspensão de células;

- dispersão dos fagos em tampão SM;

- estoque de fagos para excisão.

3.2.14.2 RACE (Rapid Amplification ofcDNA Ends)

41

Para clonagem do gene de glicosidade a partir das extremidades 5' e 3' do cDNA

de bananas, utilizou-se o GeneRacer™ Kit - For full-Ienght, RNA ligase-mediated rapid

amplification of 5' end 3' cDNA ends (RLM-RACE - Invitrogen). Esse método permite a

amplificação de fragmentos do gene de interesse a partir das extremidades do cDNA,

através de PCR, usando uma combinação de primers do kit específicos e do gene de

interesse. A técnica promove uma ligação seletiva de um oligo ribonucleotídeo de RNA à

extremidade 5' do mRNA, que posteriormente é submetido à transcrição reversa, para

obtenção do cDNA. Para a reação de transcrição reversa utiliza-se um primer contendo

uma seqüência oligo dT para pareamento com a cauda de poliadenina do mRNA. Este

primer contém ainda uma seqüência de 36 nucleotídeos desenhados pelo fabricante de

modo a permitir a realização de reações de peR com alta estringência. O fluxograma da

técnica RACE utilizado para clonagem, descrito em detalhes, é apresentado na Figura 7.
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4. RESULTADOS E DIscussÃO

4.1 Caracterização da amostra

As amostras utilizadas neste trabalho foram obtidas de experimento conjunto no

laboratório, em que parte das bananas foi tratada com etileno (100 ppm) e ambos os

grupos, controle e tratado, foram amostrados durante o amadurecimento. Para esta

amostragem, foram consideradas a respiração (C02) e a produção de etileno (Figura 8).

Tanto as amostras controle quanto as tratadas, tiveram comportamentos típicos de frutos

climatéricos, com aumento dos níveis de etileno, seguido de um incremento na produção

de CO2 conforme já descrito por SEYMOUR (1993). Como esperado, sendo a banana um

fruto climatérico, com a exposição ao etileno exógeno, os frutos tiveram uma antecipação

em ambos os eventos.

A aplicação de etileno na amostra normalmente tem por objetivo uniformizar o

grau de amadurecimento dos frutos, uma vez que dentro de uma mesma penca de

bananas, há diferença de vários dias na maturação em virtude das diferentes épocas de

floração e desenvolvimento dos frutos. Neste trabalho, a aplicação exógena de etileno

teve como objetivo identificar eventos do amadurecimento que sejam regulados pelo

etileno.
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Figura 8: Medidas de respiração e etileno de bananas controle e tratadas com 100 ppm de etileno

durante o amadurecimento. Os valores representam a média e o erro padrão de 4 repetições

(para análises de CO2 e etileno).

As amostras selecionadas pelos perfis de etileno e de respiração, foram

analisadas quanto aos teores de amido e de açúcares solúveis (Figura 9) e, com base

nestes teores, foram escolhidas as amostras para determinação de atividade das a-(1 ,4)

glicosidases e extração de RNA.

A degradação do amido foi iniciada aos 14 dias pós-colheita (dpc), nos frutos

controle e aos 2 dpc nos frutos tratados com etileno, coincidente com o aumento nos

teores de açúcares solúveis acumulados. Até o presente momento, não se conhece
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claramente como o aumento no teor de etileno sinaliza a transcrição das enzimas

relacionadas ao metabolismo de carboidratos, mas acredita-se que, em parte, a

degradação do amido seja um dos eventos influenciados por esse hormônio.
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Figura 9: Teores de amido, glicose, frutose e sacarose de bananas controle e tratadas com

100 ppm de etileno durante o amadurecimento. Os valores representam a média e o erro padrão

de 3 repetições (para análises de % amido e açúcares solúveis).
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4.2 Perfis da atividade enzimática

4.2.1 Alfa 1,4-glicosidase neutra

Os resultados da Figura 10 mostram os perfis de atividade da 0.-(1,4) glicosidase

neutra, durante o amadurecimento de frutos controle e tratados, utilizando o substrato

sintético o 4-metilumbeliferil-a-D-glicosídeo (4MUaG). Observou-se um pico de atividade

aos 15 dias pos-colheita (dpc) em frutos controle, concomitante aos picos de respiração e

etileno (14 dpc). Nos frutos tratados, o pico de atividade da 0.-(1,4) glicosidase neutra foi

adiantado em 13 dias. A atividade máxima total foi da mesma magnitude em ambas as

amostras 0,43 Unidades (U) Konishi e col. (1991), observaram que a atividade inicial da

a-glicosidase neutra de amostras não-tratadas com etileno foi de 0,2 U, aumentando

cerca de 2 a 3 vezes quando os frutos foram tratados com etileno. Apesar da atividade

inicial neste experimento ter sido similar (0,27 U aos zero dpc), não foi observado

aumento equivalente na atividade máxima, que foi de 0,43 U após tratamento com etileno.

Ao contrário do que se espera de uma enzima envolvida somente na fase de

degradação do amido, não houve um aumento de atividade muito grande da isoforma

neutra durante todo este processo (Figura 10). Porém, seu perfil de atividade foi paralelo

ao do amido, ou seja, após um aumento de atividade, ela decaiu até ser indetectável ao

final da degradação do amido. Como já constatado por L1oyd; Kossmann e RiUe (2005),

isto talvez seja uma indicação de que a enzima que teve sua atividade medida por esta

metodologia, não utilize os produtos de degradação do amido como substrato.
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Figura 10: Atividade específica da isoforma neutra da a-(1,4) glicosidase em frutos controle e

tratados (etileno 100 ppm) durante o amadurecimento da banana. Os valores representam a

média e o erro padrão de 3 repetições.

o perfil de atividade de a-(1,4) glicosidase neutra (Figura 10), com dois picos de

atividade, sugere a existência de pelo menos duas isoformas da enzima, com uma delas

atuando em substratos de alto peso molecular, no início da degradação do amido e a

outra isoforma atuando posteriormente, em substratos resultantes da degradação do

amido. O etileno parece influenciar a atividade da enzima (Figura 11), já que houve um

aumento de atividade imediatamente após, ou concomitante ao pico de etileno nas

amostras controles e nas tratadas.
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Konishi; Kitasato e Nakatani (1992) constataram que as formas neutras das

a-glicosidases de banana têm maior atividade sobre o substrato sintético 4MUaG do que

sobre a maltose, sendo por isso classificada como uma enzima do tipo I, que apresenta

especificidade por substratos heterogêneos, como aril glicosídeos e sacarose.
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Figura 11: Atividade específica da isoforma neutra da 0.-(1,4) glicosidase e perfil de etileno em

frutos controle e tratados (etileno 100 ppm) durante o amadurecimento da banana. Os valores

representam a média e o erro padrão de 3 repetições.
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4.2.2. Alfa 1,4-glicosidase ácida
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Os perfis de atividade da a-(1,4) glicosidase ácida (Figuras 12 e 13), utilizando o

4MUaG, durante o amadurecimento de frutos controle e tratados, foram semelhantes aos

da a-(1,4) glicosidase neutra. O pico de atividade verificado aos 14 dpc, é da mesma

magnitude do primeiro dia do experimento (O dpc), concomitante aos picos de etileno e de

respiração (15 dpc). Tanto nos frutos tratados quanto nos não tratados, a atividade

máxima da enzima foi de 0,18 U aos 2 dpc. Também aqui não foi encontrado o aumento

de atividade relatado por Konishi e col. (1991), para a a-(1,4) glicosidase ácida. Como os

procedimentos de extração e determinação de atividade foram os mesmos utilizados por

Konishi e col. (1991), pode-se especular que as diferenças podem ser devidas as

amostras utilizadas, já que os mesmos utilizaram a espécie Musa sapientum cultivar Giant

. pertencente ao subgrupo Cavendish e neste experimento foram utilizadas bananas Musa
I

acuminata cultivar Nanicão pertencentes ao subgrupo Cavendish.

Segundo Garcia e Lajolo (1988), os produtos de atividade da a- e f3-amilases

poderiam ser utilizados como substratos pelas a-glicosidases, que tiveram um aumento

de atividade quando a maior parte do amido já tinha sido degradado. Posteriormente,

Konishi, Kitasato e Nakatani (1992), verificaram que a a-glicosidase ácida de banana não

hidrolisa isomaltose, trealose ou sacarose, sendo, portanto classificada como pertencente

ao tipo 11 com característica maltásica. Seria assim responsável pela hidrólise de maltose

ou maltooligossacarídeos, produzidos pelas a- e J3-amilases ou pelas enzimas

desramificadoras do amido. Tanto Garcia e Lajolo (1988) quanto Konishi e col. (2001) não

encontraram maltose ou maltooligossacarídeo como produto de degradação do amido,

concluindo assim que, apesar destes produtos provavelmente existirem, a via de
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degradação do amido, com enzimas atuando em seqüência, não permite a detecção

destes compostos. Baseados nos resultados encontrados Konishi e col. (1991),

concluíram ser a a-(1,4) glicosidase ácida a isoforma atuante na degradação do amido e

não a neutra. Apesar de haver atividade decrescente da isoforma ácida durante o período

de degradação do amido (Figura 12), existe uma alta correlação entre elas como pode ser

observado pelos seus perfis. Também não foi detectada atividade da a-(1,4) glicosidase

ácida sobre a maltose, o que contribui para a suposição desta isoforma não ser uma

maltase, apesar do relato da literatura (GARCIA; LAJOLO, 1988; KONISHI; KITASATO;

NAKATANI, 1992; CHIBA, 1997; FRANDSEN; SVENSSON, 1998). Os ensaios de

atividade da enzima sobre a maltose, foram feitos tanto em pH 4,5, que é o pH

supostamente ótimo para essa enzima, quanto em pH 6,5.
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Figura 12: Atividade específica da isoforma ácida da a-(1,4) glicosidase em frutos controle e

tratados (etileno 100 ppm) durante o amadurecimento da banana. Os valores representam a

média e o erro padrão de 3 repetições.

Quando os perfis de produção de etileno e de atividade da a-(1,4) glicosidase ácida

são confrontados (Figura 13), fica evidente a influencia do etileno sobre sua atividade

tanto nos frutos controle quanto nos tratados. Também aqui a curva de atividade da

isoforma ácida, com dois picos de atividade, sugere a existência de duas isoformas

(Figura 10 e 12).



53

0,20 I 1
6

Controle
o,1a ..J- I 1-5

0,16

c
0,14

VI 3~'E 11/bl 0,12

~ 2~
(5

::TE 0,10
1 ;..::t

/ \~
o,oa

~*--....- ... ... ... * o

0,06

Etileno 4

o,1al_~~ ~ T T L
0,16

c

°"1 \r r' ~
'E

1\Ol 0,12
~

(5 1 .'
::TE 0,10

J\
::t

o,oa-*" 1-0

-0- 0.-1,4 ácida
O,06...j 1~ ------6---- Etileno I -1I , I I I I i

o 4 8 12 16 20

dias pós-colheita

Figura 13: Atividade específica da isoforma ácida da 0.-(1,4) glicosidase e perfil de etileno em

frutos controle e tratados (etileno 100 ppm) durante o amadurecimento da banana. Os valores

representam a média e o erro padrão de 3 repetições.

Pelo fato da atividade das isoformas neutra e ácida terem sido avaliados utilizando

o mesmo substrato, poderia-se especular que a baixa atividade da isoforma ácida é

somente um reflexo da atividade da isoforma neutra em condições não ideais de pH (4,5).

o que sugere existir de fato a isoforma ácida é o deslocamento da curva no tempo, isto é,

a atividade máxima da forma neutra ocorre aos 15 dpc, enquanto a da ácida ocorre aos

14 dpc.



54

No entanto, de modo geral o perfil de atividade enzimática de ambas isoformas,

quando comparado com o perfil de C02, não parece ser muito alterado durante o

amadurecimento tanto para frutos tratados quanto para os frutos controle.

4.3 Ampliação, clonagem e seqüenciamento do gene da alfa-1,4-glicosidase neutra

4.3.1 Amplificação em reação em cadeia da polimerase (peR)

As primeiras tentativas de amplificação e clonagem de uma a-glicosidase foram

feitas com cDNAs obtidos a partir de RNA total de bananas c1imatéricas, provenientes de

experimentos anteriores. Os ensaios de atividade enzimática foram conduzidos

anteriormente às PCR, e não havendo informações conclusivas sobre qual dos tipos de

a-glicosidase estava presente em frutos de banana, foram testadas várias combinações

de primers planejados sense e reverso em PCR, buscando o melhor resultado. O

tamanho esperado de fragmentos após amplificação por PCR está descrito na Figura 14.
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Figura 14: Eletroforese em gel de agarose (1,0%) de produtos de peR (em pares de bases) das

combinações de primers Sentido e Reverso desenhados com base nas seqüências de a,­

glicosidases de cevada, beterraba e arroz depositadas no GenBank. Onde P - padrão Low DNA

Mass; de 1 a 13, combinações de primers: 1 - 10S e 12R (330 pb); 2 - 10S e 13R (423 pb); 3 -10S

e 14R (423 pb); 4 - 10S e 15R (486 pb); 5 -10R e 16R (486 pb); 6 - 11S e 12R (330 pb); 7 - 11S e

13R (432 pb); 8 - 11S e 14R (432 pb); 9 - 118 e 15R (486 pb); 10 - 11R e 16R (486 pb);

(11 - actina (550 pb); 12 - ~ - amilase (200 pb); 13 - SPS (1100 pb) - controles positivos das

condições de amplificação).

As combinações que apresentaram resultados positivos foram: 11 S com 14R e 11 S

com 15R, que geraram os maiores fragmentos (-486 pb), entre todas as possíveis

combinações (Figura 15). Quando a reação de peR foi feita com apenas um dos primers

(controles negativos), não ocorreu nenhuma amplificação, o que descartou a possibilidade

de reações inespecíficas dos primers com o cONA.
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Figura 15: Eletroforese em gel de agarose (1,0%) de produtos amplificados por peR de um

fragmento de a-glicosidase a partir de cDNA de polpa de bananas maduras. Onde P - padrão Low

DNA Mass; de 1 a 3, combinações de primers: 1 - 11 S e 12R; 2 - 11 S e 14R; 3 - 11S e 15R;

controles negativos: 4 - 11 S + H20; 5 - 12R + H20; 6 - 14R + H20; 7 - 15R + H20; 8 - actina

(controle positivo: fragmento de actina amplificado com primers específicos para actina de

banana).

4.3.2 Clonagem

o maior fragmento obtido pelo conjunto de primers 11 S e 15R foi purificado do gel

de agarose e utilizado na reação de ligação com o vetor pGEM-T Easy. Posteriormente,

as bactérias foram transformadas com o vetor e as colônias transformantes foram

selecionadas e testadas utilizando-se os primers do vetor M13S e M13R, com os primers

da seqüência da a-glicosidase 11 S e 15R. Dentre várias colônias positivas foram

selecionadas algumas para o crescimento em meio LB e posterior purificação do

plasmídeo. Em seguida, foram realizadas as reações para o sequenciamento do

fragmento clonado.

A seqüência parcial de a-glicosidase de banana foi comparada com outras

seqüências no GenBank, utilizando o algoritmo BLASTN e BLASTX, que retornaram
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resultados positivos para mais de 30 seqüências de a-glicosidase de plantas, incluindo

aquelas utilizadas no alinhamento empregado para o desenho dos primers. A Figura 16

mostra a seqüência de nucleotídeos e a seqüência deduzida de aminoácidos.

1

+3

61

+3

121

+3

181

+3

241

+3

301

+3

361

+3

421

+3

Ggctgtggattgatatgaatgagatatctaacttcataacctctccgccggtgaactcga
---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 60
ccgacacctaactatacttactctatagattgaagtattggagaggcggccacttgagct

L W I D M N E I S N F I T S P P V N S I-

tagatgagccttcgtatagcgtcaacaatgccggtgttcgacgaccgatcaacaacaaga
---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 120
atctactcggaagcatatcgcagttgttacggccacaagctgctggctagttgttgttct

D E P S Y S V N N A G V R R P I N N K T-

cagtgccggcatctgcagttcactttgggaatgtaacagagtacgatgcgcataaccttt
---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 180
gtcacggccgtagacgtcaagtgaaacccttacattgtctcatgctacgcgtattggaaa

V P A S A V H F G N V T E Y D A H N L Y-

atggcctcctggaatccagggcgactcatgatggactgatcaagactacggggaagaggc
---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 240
taccggaggaccttaggtcccgctgagtactacctgactagttctgatgccccttctccg

G L L E S R A T H D G L I K T T G K R P-

cgttcgtgctcagccggtcgaccttcgtcggttgggggaagtactgcgcacattgcaccg
---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 300
gcaagcacgagtcggccagctggaagcagccaacccccttcatgacgcgtgtaacgtggc

F V L S R S T F V G W G K Y C A H C T G-

gggacaacgccgcgaaatgggacgacttgcggtattccataccatcgatcctcaactctg
---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 360
ccctgttgcggcgctttaccctgctgaacgccataaggtatggtagctaggagttgagac

D N A A K W D D L R Y S I P S I L N S G-

gcatcttcgggatcccgatggtcggagctgacatctgcgggttcgccgacgacaccaccg
---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 420
cgtagaagccctagggctaccagcctcgactgtagacgcccaagcggctgctgtggtggc

I F G I P M V G A D I C G F A D D T T E-

aggagctctgcagccggtggattcagctgggcgctttctaccccttc
---------+---------+---------+---------+------- 467
tcctcgagacgtcggccacctaagtcgacccgcgaaagatggggaag

E L C S R W I Q L G A F Y P F-

Figura 16: Seqüência deduzida de aminoácidos para o fragmento da MaAgli.
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A seguir, a seqüência deduzida de aminoácidos foi alinhada com a seqüência de

aminoácidos das a-glicosidases das mesmas espécies de plantas utilizadas no

alinhamento empregado para o desenho dos primers (espinafre, cevada, arroz e

beterraba). A figura 17 mostra o alinhamento através do programa CrustalW destacando

as regiões de identidade entre todas as cinco seqüências.

HD
AA

Iffi.
HD
RE

I ~S
I

M rs~

M rs~

M IRII ~

SRDHSSLGTTYQELYRWESVAASARKWLGLRYTLL
SRDHSAIFTVRRELYLWPSVAASAR~LGLRYQLL

SRDHSAIGTVRRELYLWESVARSAR~LGLRYRLL

SRDHSARDTTlHlQELYLWESVAASARTVLGLRYELL

N.. SI
IPGSTL

N••AL
LN..AI
i'PGSTL

•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• L
VFLKRNGKPYLGSVWPGPVYFPDFLKPSALTFWYDEIKRFL~LPVDGL

IFLKRNG~FV~VWPGDVYFPDFMlHlP~FWAREISLFRRTIPVDGL

IFL~NGSMYL~VWP~VYFPDFLMP~FWAREIAAFRRTLPVDGL

VFIKRN~PYLGSVWPGPVYYPDFLDPAARSFWVDEIKRFRDILPIDGIII

MalAg1i 1
SoAg1i 414
lHlvAg1i 3819
OsAg1i 392
BvAg1i 4181

MalAg1i 13
SOiAg1i 414
lHlvAg1i 449
OsAg1i 452
BvAg1i 4181

MalAg1i 11
SOiAg1i 534
lHlvAgli 5(0)7
OsAg1i 51lO
lBvAg1i 5381

MalAg1i 131
SOiAgli 594
lHlvAg1i 567
OsAgli 51(0)
lBvAgli 5981

Figura 17: Alinhamento da seqüência de aminoácidos deduzida a partir do fragmento de

a-glicosidase obtido por amplificação a partir de cONAs sintetizados a partir de RNA total de

tecido da polpa de banana. MaAgli: a-glicosidase de Musa acuminata (banana); SoAgli:

a-glicosidase de Spinacia oleracea (espinafre); HvAgli: a-glicosidase de Hordeum vulgare

(cevada); OsAgli: a-glicosidase de Oryza sativa (arroz); BvAgli: a-glicosidase de Beta vulgaris

(beterraba). Aminoácidos similares - em azul; Aminoácidos idênticos - em vermelho; Aminoácidos

diferentes - pretos; Região conservada - sombreado.
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o alinhamento utilizado no programa BLASTX retornou, na maior parte dos casos,

índices de identidade entre 70 e 80% entre as seqüências de Musa acuminafa e as

demais espécies, demonstrando existir alta identidade entre elas. Os dados obtidos

permitem identificar a enzima como sendo uma isoforma neutra da a-glicosidase.

4.3.3 RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends)

Baseados na seqüência do fragmento, foram desenhados primers para as reações

de amplificação das regiões correspondentes às porções 5' e 3' do cONA da

a-glicosidase, na tentativa de obter a seqüência completa desta. Para tal foi empregada a

técnica de RACE com o kit GeneRacer da Invitrogen, cujo princípio foi detalhado na

Figura 7 (Material e Métodos). Apesar de várias tentativas, não foi possível obter o

fragmento na porção 5' do cONA. Uma das prováveis explicações residiria em problemas

na preparação de cONA, visto que uma das etapas críticas é a ligação do RNA-Oligo (ver

Figura 7 em Material e Métodos). Não é raro que esta reação de ligação ocorra com baixa

eficiência, comprometendo o sucesso da amplificação do fragmento de interesse, visto se

tratar de uma reação precedida por duas outras etapas: uma para remoção dos fosfatos

da extremidade 5' de mRNAs truncados ou RNAs não-mRNA, seguida de outra para a

remoção do cap de 7-metil-guanosina. Em alguns casos, as reações podem ocorrer com

baixa eficiência, comprometendo a etapa posterior de ligação do RNA-Oligo. Além disso,

entre cada uma destas etapas, o material obtido é extraído com fenol:clorofórmio, seguido

de outra extração com clorofórmio. Estas extrações, em alguns casos também, podem

levar a perdas dos mRNAs e, possivelmente, à diminuição do nível do mRNA de

interesse, o que dificultaria o sucesso da amplificação.
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o fragmento esperado para a porção 3' teria em torno de 600 a 900 pb, baseados

no resultado do alinhamento da seqüência do fragmento de a-glicosidase de banana com

as seqüências das a-glicosidases das plantas já citadas.

4.3.4 Varredura da biblioteca de cDNA (Screening)

Como a técnica de RACE (Rapid Amplificafion cONAs Ends) não apresentou

resultados satisfatórios, foi feita uma varredura em biblioteca de cDNA, constituída a partir

do RNA extraído de bananas com 3 dpc tratadas com etileno, utilizando a metodologia de

Israel (1993).

Através de primers específicos das extremidades 5' e 3' do fragmento de MaAgli de

a-glicosidase, planejados em função do sequenciamento do fragmento de 487 pb,

denominados 11 S e 15R, o clone completo foi rastreado por PCR em placas de

microtitulação conforme descrito em Material e Métodos.

Utilizando a metodologia de varredura da biblioteca de cDNAs (Screening) obteve-

se resultados em meio líquido que foi o enriquecimento da biblioteca em relação ao fago

contendo o clone de a-glicosidase. Nesta fase, todas as combinações de linha e coluna

da placa de microtitulação, apresentaram sinal positivo de amplificação do inserto de

a-glicosidase. Porém, várias tentativas foram realizadas em meio sólido e os resultados

não foram satisfatórios (ausência de pfu).

Um dos fatores que podem ter interferido no rastreamento do gene de

a-glicosidase na biblioteca de cDNA, refere-se provavelmente a sua baixa freqüência na

biblioteca, tornando-o pouco representativo no conjunto de cDNAs presentes na

biblioteca, além de uma possível inviabilidade do fago.



61

4.4 Análise de transcrito da alfa 1,4-glicosidase durante o amadurecimento de

banana

4.4.1 Northern Blot

Tendo em vista que a técnica descrita acima também não foi satisfatória, um novo

protocolo baseado na metodologia desenvolvida por Astorino e Nascimento (comunicação

pessoal), foi utilizado na tentativa de se obter a seqüência completa da a-glicosidase.

A seqüência parcial de bases da a-glicosidase assim obtida, foi comparada com

outras seqüências do GenBank e, utilizando o algoritmo BLASTX, apresentou uma

homologia de 61 % com seqüências de a-glicosidases de outros vegetais (arroz, beterraba

e Arabípopís).

Para se determinar o nível de transcrito da a-glicosidase durante o

amadurecimento, a partir deste fragmento (2562 pb), foi sintetizada uma sonda radioativa

para hibridização com mRNAs fixados em membranas de nylon, por meio do protocolo de

Northern blof.

O Northern blof desenvolvido com as amostras controle e tratadas de banana,

indicou que a sonda homóloga obtida a partir do cDNA reconheceu um transcrito de

a-glicosidase com tamanho aproximado de 4000 pb. O nível de transcrito aumenta

durante todo o período de amadurecimento, nos frutos controle, a partir dos 12 dpc, antes

dos picos de etileno (14 dpc) e respiração (15 dpc) (Figura 18A). Este aumento,

praticamente constante, não foi coincidente com a atividade (Figura 10). Yu e col. (2005),

também não encontraram paralelo entre o aumento dos níveis de mRNA com a proteína e

a atividade amilolítica em extratos de folhas de Arabídopsís.
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Figura 18: Autoradiografias dos mRNAs hibridizados com sonda de a-glicosidase (A) e do RNA

ribossomal 185 (B) das amostras de polpa de bananas controle e tratadas com etileno em pontos

variados do amadurecimento dos frutos. Onde C =Frutos controles e E =Frutos tratados com

100 ppm de etileno e os números são dpc (dias pós-colheita).

No caso dos frutos tratados, observou-se um aumento nos níveis de transcrito de

a-glicosidase que se iniciou ao 1° dpc e foi constante durante todo o amadurecimento

(Figura 18A). Esse comportamento destoa dos demais dados observados, pois o nível de

transcrito é constante e a atividade enzimática não se mantém, decaindo durante o

amadurecimento. O fato das bananas tratadas ter apresentado diferenças marcantes

quanto ao nível de transcrito de a-glicosidase em relação às bananas controle, pode

indicar que essa enzima seja regulada pelo etileno.
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5. CONcLusões

(1) A atividade das a-glicosidases neutra e ácida teve aumento de atividade

correlacionado com a degradação do amido durante o amadurecimento da banana,

compatível com uma possível atuação sobre compostos derivados da degradação do

amido.

(2) Nenhuma das isoformas atuou sobre a maltose indicando não tratar-se de uma

maltase típica.

(3) Apesar do aumento de transcritos de mRNA da a-glicosidase neutra durante o

amadurecimento da banana, não foi encontrada correspondência com sua atividade.

(4) O etileno parece influenciar no aumento de transcritos de mRNA da

a-glícosidase neutra.
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