file:///E:/dados/Titulo/001-100/430.htm

Atividade da -Galactosidase e [3-Glicosidase Durante o Desenvolvimento do Fruto da
Jaboticabeira (Myrciaria cauliforme Mart O. Berg)

Marcelo Murad Magalhéesm, Herbert Cavalcante de Lima?2, Patricia de Fatima Ferreira Goulart3, José Donizeti
Alves! , Luiz Carlos de Oliveira Lima #, Admilson Bosco Chitarra*

Introducéo

O curto periodo de vida pés-colheita da jaboticaba tem sido apontado como um dos fatores que
dificultam a ampliagdo do consumo dessa mirtacea. Algumas mudancas durante o desenvolvimento do
fruto j& foram estudadas por Aradjo et al. (2000), Barros et al. (1996), e Magalhdes et al. (1996a ;
1996b). Em frutos, a perda de firmeza decorrente de processos fisioldgicos tem sido atribuida a acéo de
enzimas hidrolases de carboidratos estruturais, que degradam principalmente pectinas e hemiceluloses.
Lima et al. (2002) estudaram a atividade da pectinametilesterase da poligalacturonase na casca e polpa
do fruto e relacionaram com a perda de firmeza no decorrer de diversos estadios de desenvolvimento.
Verificaram que a firmeza dos frutos apresentou marcada reducdo no periodo estudado, estabilizando
ao final do desenvolvimento (45 e 50 dias ap0s a floracdo) enquanto o teor de pectina soluvel na casca
e polpa aumentava. Os autores sugerem que a baixa atividade da poligalacturonase na casca e sua
auséncia na polpa, quando o fruto encontra-se com 45 (“verde rajado”) e 50 dias (maduro) apds a
floracdo, é indicativo que outras enzimas hidroliticas devem atuar promovendo a despolimerizacao da
fracdo péctica da parede celular e lamela média do fruto. Véarios estudos indicam que ha evidéncias que
a B-galactosidase (EC 3.2.1.23) e a (-glicosidase (3.2.1.21) atuam durante o amadurecimento de frutos,
promovendo amolecimento dos tecidos. Este trabalho teve por objetivo investigar a atividade dessas
duas enzimas em 5 diferentes estadios de desenvolvimento do fruto, bem como purific-la para posterior
sequenciamento.

Material e Métodos

Frutos foram colhidos em pomar doméstico localizado em Lavras-MG-Brasil, na safra de
outubro/novembro de 2001. As andlises foram realizadas na casca (exocarpo) e polpa (endocarpo) de
frutos colhidos em cinco estédios: | — colhidos 35 dias apds a floracéo (fruto verde), Il — colhidos 45 dias
apos a floracéo (fruto imaturo mudando de cor, “menos que 50% rajado”), Il — colhidos 47 dias apés a
floracao (fruto imaturo mudando de cor, “mais que 70% rajado”) e IV — colhidos 50 dias ap6s a floracao
(fruto maduro, cor escura) e V — colhidos 50 dias apds a floragdo (fruto maduro, cor escura) e
armazenados 3 dias em temperatura ambiente (23+2°C). Os frutos foram imediatamente congelados em
nitrogénio liquido e todo o procedimento foi conduzido a temperatura de 4° C. No preparo do extrato
bruto partiu-se de 30 gramas de polpa e de casca. O material foi homogeneizado por 2 minutos em
politron com 40mL de tampé&o extrator PEG 8000 12% contendo 0,2% de metabissulfito de sddio, levado
a centrigagdo (17.000xg/30min), descartado o sobrenadante e lavado o residuo com 40mL de agua
destilada. Repetiu-se centrifugacdo e lavagem por mais 2 vezes. O precipitado resultante foi
ressuspendido com 80 mL de tampao acetato de sédio 0,1M com 1M NaCl, pH 4,5 e deixado sob
agitacdo por 1 hora e em seguida centrifugado a 8.000xg/15min. O sobrenadante foi coletado,
completado o volume para 100 mL e dialisado contra o tampdo anterior por 48 horas. A reacédo
enzimatica deu-se na mistura composta de 0,4mL de solugdo BSA 0,1%, 0,4mL do correspondente
substrato (p-nitrofenil derivado do [3-D-galactopiranosideo ou B-D-glicopiranosideo, Sigma), 0,2-0,6mL
de tampé&o acetato de sodio 0,1M pH 4,5 e 0,2 a 0,6mL do extrato enzimatico, resultando em um volume
final de 1,6 mL. Antes da adicdo do extrato bruto, a mistura foi incubada a 37°C por 10min, adicionou-se
entdo o extrato bruto e deixou-se sob atuacdo da enzima por mais 15 minutos. A reacéo foi paralisada
com 2,0mL de Nay,CO, 0,2M e o p-nitrofenol formado foi determinado em A4;5. O resultado calculado
utilizando-se curva padréo de p-nitrofenol (Sigma) e expresso como nmol p-nitrofenol formado por
segundo por grama de matéria fresca (nKat.glmf). Para a purificacido da B-galactosidase, partiu-se de
300g de casca no estadio V (maduro), conforme procedimento descrito anteriormente. As proteinas
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presentes no extrato bruto foram precipitadas em sulfato de aménio 2,8M e centrifugadas a
27.000xg/15min. O precipitado foi ressuspendido em 100mL de tampé&o fosfato de s6dio 50mM pH 7,6 e
dialisado contra solucdo 1M de sulfato de amonio por 48 horas. A amostra foi aplicada em uma coluna
Phenyl-Sepharose CL 6B (Pharmacia) equilibrada com solucdo de sulfato de aménio 1M sob fluxo de
90mL.h"1. Apés aplicacdo da amostra, fez-se passar NaCl em gradiente que variou de 1M a 0,1M. As
fracbes ativas foram dialisadas contra tampado fosfato de sédio 50mM pH 7,6 concentradas por
liofilizagdo para 2mL e aplicadas em coluna pré-empacotada Sephacryl S-200 (Pharmacia), equilibrada
com o0 mesmo tampéo sob fluxo de 18mL.h"l. Em ambas as colunas, coletou-se fracOes de 6mL, fez-se
leitura a Aygg € determinou-se a atividade da [B-galactosidase. Na determinacdo de proteina total
utilizou-se o0 método de Bradford, com padrdo de BSA. A eletroforese em SDS-PAGE foi realizada na
amostra desnaturada, de acordo com Laemmli (1970), utilizando o sistema minigel Bio Rad. Para
confirmacéo da presenca da [-galactosidase, fez-se um Western blot quimiluminescente, em membrana
de nitrocelulose, utilizando anticorpo anti-B-galactosidase (Sigma), e anti-coelho conjugado a peroxidase
(Roche), de acordo com Towbin et al. (1979).

Resultados e Discussao

A atividade da [-galactosidase em ambas por¢cBes apresentou elevada atividade no inicio do
periodo estudado, decrescendo em seguida para entdo apresentar um pico que coincide com o estadio
IV (momento em que o fruto encontra-se maduro), seguindo decréscimo até o final do periodo. O
decréscimo da atividade na enzima no estadio V (fruto colhido maduro e armazenado em temperatura
ambiente por 3 dias) sugere a ocorréncia de reagdes catabdlicas caracteristicas de senescéncia (Tabela
1).

Tabela 1. Valores médios da atividade da (-galactosidase e B-glicosidase na casca e polpa do fruto da
jabuticabeira em diferentes estadios (n=3). Lavras-MG: UFLA, 2001.

[3-galactosidase [B-glicosidase
Estadio (nKat.g1) (nKat.g1)
casca Polpa Casca Polpa
I 1.61 aB 2.44 aA 0.67 aA 0.17 bB
Il 0.44 eB 0.86 cA 0.30 cA 0.15 bB
1 0.58 dB 0.72 dA 0.23 dA 0.11 cB
v 1.39 bA 0.97 bB 0.41 bA 0.06 dB
\Y 0.72cA 0.68 dA 0.21 dA 0.19 aA

Obs: Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e
mailscula na linha séo estatisticamente iguais (5% Scott Knott).
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Fig. 1. Atividade da B-galactosidase e p-glicosidase em partes distintas de jaboticaba em
desenvolvimento. Lavras-MG: UFLA, 2001.
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A B-glicosidase na casca apresentou comportamento semelhante ao verificado com a
B-galactosidase, sendo que na polpa houve decréscimo até o estadio IV, quando entdo elevou-se
significativamente no estadio V, o que indica que esta enzima possivelmente apresenta papel importante
na degradacéo de carboidratos estruturais da polpa no periodo de senescéncia. Em todos os estadios, a
[3-galactosidase apresentou maior atividade que a B-glicosidase (Fig. 1). Lima et al. (2002) verificaram
qgue a poligalacturonase ndo apresenta atividade na polpa do fruto nos periodos correspondentes aos
estadios Ill e IV do presente trabalho. A alta atividade da p-galactosidase nesse periodo é indicio de
que, possivelmente esta enzima possua um papel chave na despolimerizagdo da fragdo pectina da
parede celular do fruto. As colunas utilizadas demonstraram eficiéncia na purificagdo da enzima,
resultando em um fator de purificagdo de 16 vezes (Tabela 2). A eletroforese em gel SDS-PAGE indicou
a presenca de duas isoformas da enzima no extrato purificado. Este resultado foi confirmado pelo
Western Blot, que apresentou uma isoforma na faixa de 90 kDa e outra de peso molecular inferior na
faixa de 60 kDa (Fig. 2).

Tabela 2. Etapas de Purificagdo da p-galactosidase. Lavras-MG: UFLA, 2002.

Passo da purificacio Proteina Ativ. Total  Ativ. Espec. Fator de Recuperacao
total (mg) (nKay) (nKat.mglpt) purificagio (%)
Extrato bruto 378 53,50 0,14 1 100
Dialisado em NaPi 50mM 75,68 25,30 0,33 2,38 19,8
(NH,),SO, 1,0M 67,43 89,30 1,32 9,43 17,6
Phenyl Sepharose CL 6B 1,96 3,34 1,70 12,14 0,51
Sephacryl S-200 0,67 1,28 2,24 16,00 0,15
M A B M C D E F Western blot
205kba [ T T =
116kDa |
66kDa — 1 -
27kDa |

14kDa o

Fig. 2. Eletroforese em SDS-PAGE e Western Blot de (-galactosidase desnaturada, extraida de
casca de jaboticaba no estadio maduro (M=marcador, A=extrato bruto, B=extrato em 50mM
(NH,4)>,S0O, dialisado, C e D=Sephacryl S-200, E e F=Phenyl Sepharose CL-6B. Lavras-MG: UFLA,
2001.

Concluséao

A jaboticaba apresentou alta atividade da enzima [3-galactosidase na casca e polpa, o que indica que
possivelmente esta enzima possua papel chave na perda de firmeza do fruto e contribua para
desordens fisiologicas que levam a redugdo da vida de pés-colheita. O sistema cromatografico adaptado
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para purificacdo da B-galactosidase foi efetivo para o isolamento da enzima, o que foi confirmado pelo
western blot.
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