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RESUME

CARACTERISATION DE MELONS TRANSGENIQUES ANTISENSE ACC OXYDASE ET
ETUDE BIOCHIMIQUE DES ALCOOL ACYLTRANSFERASES IMPLIQUEES DANS LA
BIOGENESE D’AROMES

L'augmentation de la production d'éthylene est une des principales causes de
I'accélération du métabolisme post-récolte de melons "Cantaloups Charentais'. Dans le but
de prolonger la vie post-récolte de ces fruits, les melons ont été transformés avec un clone
de I'ACC oxydase (pAP4) de pomme "Royal Gala', en orientation antisens. Trois
transformants ont été obtenus et le clone montrant la plus importante réduction de la
production d'éthylene, appelé AS3, a été retenu pour la suite des travaux. Avec ce modéle
végétal on a pu discriminer certains événements comme étant éthylene-dépendants et
d"autres comme éthyléne-indépendants. Par exemple, les melons AS3 ont eu un retard de
maturation d’environ 10 jours et en conséquence, une accumulation de sucres plus
importante. En plus, ces fruits ont préservé une plus grande fermeté de pulpe, une plus
grande teneur en chlorophylles et une plus forte acidité que les non transformés.
Cependant, la teneur de caroténoides n'a pas été modifiée par la transformation
génétique. D'autre part, lintensité aromatique des ces fruits a été réduite. Des
modifications phénotypiques telles qu’'une moindre sénescence des feuilles et une plus
grande émission des branches latérales ont été observées. Afin de confirmer que la
dégradation des chlorophylles, la perte de fermeté et la synthése de composés volatiles
étaient réellement des événements éthyléne-dépendants, des fruits AS3 ont été soumis a
I'action d’éthylene exogéne. La restauration du processus de maturation a été seulement
partielle, c'est-a-dire qu’il a y bien eu réduction de la fermeté de la pulpe mais pas de
restauration compléte de la production de composés volatiles, ni du jaunissement de
I'écorce. Comme les plantes AS3 ont présenté des modifications de phénotype rappelant
des réponses a l'action de cytokinines, on a déterminé la concentration de cette hormone
dans les melons AS3 et non transformés. Nous avons ainsi trouvé que les concentrations
de zéatine et de zéatine-ribose étaient 4 a 6 fois supérieures a celles des melons non
transformés. Ce résultat suggere que la transformation génétique qui a conduit a une forte
réduction de production d’éthyléne et a eu pour conséquence de modifier le cycle végétatif

des plantes, a stimulé la synthése de cytokinines, hormones connues pour retarder la



sénescence et l'action de I'éthylene. Sur d’autres melons ‘Cantaloup Charentais’,
transformés avec un clone de I’ACC oxydase de melon, appelé pMEL1, les réponses a la
action d’éthyléne ont été intégralement restaurées. Dans ces fruits des clones d’AAT (Cm-
AAT1, Cm-AAT3 and Cm-AAT4) ont été isolés qui ont permis une caractérisation
biochimique des protéines recombinantes. Ces protéines ont toutes montré une capacité a
synthétiser des esters soufrés, mais la protéine Cm-AATL1 est la plus active. Ces protéines
sont actives seulement sous forme tétramérique, avec un poids moléculaire autour de 200
kDa. La cinétiqgue a montré que le CoA-SH, un des produits de la réaction, est activateur a
des concentrations basses et inhibiteur a des concentrations plus élevées. L’enléevement
du CoA-SH du milieu réactionnel, via I'addition de phosphotransacétylase, s’est traduit par
une réduction de la valeur du Km de 2 a 3 fois, vis-a-vis du co-substrat Acyl-CoA. Enfin,
des mutations dirigées sur quelgues aminoacides spécifiques dans les séquences Cm-

AAT ont changé la sélectivité des enzymes et le nombre d’esters produits.

Mots-clés: fruits, maturation, ACC oxydase, esters, zéatine, zéatine-ribose, CoA-SH

RESUMO

LUCCHETTA, Luciano. CARACTERIZACAO DE MELOES TRANSGENICOS ACC
OXIDASE ANTISENSE E ESTUDO BIOQUIMICO DE ALCOOL ACILTRANSFERASES
ENVOLVIDAS NA BIOSSINTESE DE AROMAS. 2007. 105f. Tese (Doutorado) -
Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas.

O incremento da producdo de etileno € uma das principais causas das alteracdes
pré e pos-colheita de meldes ‘Cantaloupe’ ‘Vedrantais’. Com o intuito de prolongar a vida
de prateleira desse fruto realizou-se a transformacéo genética utilizando um clone da ACC
oxidase de maca ‘Royal Gala’, denominado pAP4, em orientacdo antisense. Trés
transformantes foram obtidos e o de maior reducdo da producéo de etileno, denominado
de AS3, foi mantido para a continuidade dos trabalhos. Com esse modelo vegetal pode-se
discriminar eventos etileno-dependentes e etileno-independentes relacionados com a
maturacdo do meldo. Por exemplo, verificou-se que os meldes AS3 tém o ciclo de

maturacdo aumentado em aproximadamente 10 dias, resultando numa maior acumulacao
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de solidos soluveis. Além disso, os frutos AS3 preservam maior firmeza de polpa, maior
teor de clorofilas e acidez titulavel do que os néo transformados. No entanto, o teor de
carotendides ndo foi afetado pela transformagdo genética. Por outro lado, detectou-se
reducdo da intensidade aromatica dos frutos, além de alteracdes fenotipicas das plantas
AS3, com destaque para a menor senescéncia de folhas e maior emissédo de brotacdes.
Buscando confirmar que a degradacdo de clorofilas, degradacdo de parede celular e
sintese de compostos volateis sdo eventos etileno-dependentes, aplicou-se etileno nos
frutos AS3. Entretanto, a reversédo do processo foi apenas parcial, ou seja, houve reducéao
da firmeza da polpa, mas ndo houve a restauracdo da producdo de compostos volateis,
nem do amarelecimento da casca. Ao analisar-se a expressdo de uma das principais
enzimas da via de biossintese de compostos volateis, a Alcool Acil Tranferase (AAT),
verificou-se por RT-PCR que a aplicacdo de etileno induz a transcricdo dos mRNAs
codantes pela respectiva enzima assim como a traducdo da proteina (western blot),
sugerindo que uma inibicdo da expressdo ndo € responsavel pela baixa producdo de
compostos volateis nas frutas AS3. Como as plantas AS3 apresentaram alteracfes de
fenétipo compativeis com respostas a acdo de citocininas, buscou-se monitorar a
concentracdo desse fitormdnio nos meldes AS3 e ndo transformados. Essa hipotese foi
confirmada, detectando-se concentracdes entre 4 e 8 vezes maiores na polpa e na casca
de meldes AS3 do que em meldes nao transformados. Esse resultado sugere que a
elevada reducédo da producdo de etileno resultou em alteracées no ciclo vegetativo da
planta, favorecendo a sintese de citocininas, conhecidas como retardadoras da
senescéncia e da acéo do etileno. Em outra linhagem de meldo ‘Cantaloupe’ ‘Charantais’,
transformado com um clone da ACC oxidase de meldo, denominado pMEL1, em
orientacdo antisense, as respostas a acado do etileno foram obtidas na integralidade. Por
isso, a partir desse material foram isolados clones de AAT, (Cm-AAT1, Cm-AAT3 e Cm-
AAT4), visando a caracterizagdo bioquimica. As proteinas recombinantes mostraram
capacidade de sintetizar ésteres sulforados, sendo que a Cm-AAT1 é mais ativa. Essas
proteinas mostraram atividade somente na forma tetramérica, tendo uma massa molecular
em torno de 200 kDa. A analise cinética demonstrou que o CoA-SH, um produto da
reacao, € ativador em concentracdes baixas e inibidor em concentracdes mais elevadas.
A remocao de CoA-SH do meio de reacao, pela adicao de fosfotransacetilase, resultou em
valores de Km 2 a 3 vezes mais baixos para o co-substrato acil-CoA. A mutacgéo dirigida
de alguns aminoacidos que eram especificos nas sequéncias Cm-AAT afetou a

seletividade da proteina original e 0 nimero dos ésteres produzidos.



Palavras-chave: maturacdo, ACC oxidase, CoA-SH, ésteres, aroma, frutos.

ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF TRANSGENIC MELON ACC OXIDASE ANTISENSE AND
BIOCHEMICAL STUDY OF ALCOHOL ACYLTRANSFERASES INVOLVED IN THE
BIOSYNTESIS OF THE AROMAS

The increase of ethylene production in ‘Cantaloupe Vedrantais’ melon is one of the
main causes of the pre and post harvest alterations. In order to extend the shelf life of this
fruit, melon plants were transformed with an ACC oxidase DNA sequence of ‘Royal Gala’
apple in antisense orientation (pAP4). Three transformants were obtained. One of them
showing the greatest reduction in ethylene production (AS3) was analysed further and
used as a model to discriminate between ethylene- dependent and ethylene-independent
processes during fruit ripening. AS3 melons exhibited a delay of about 10 days for ripening
and accumulated more soluble solids than untransformed melons. Besides, fruit firmness,
chlorophyll content and titratable acidity were higher in AS3 melons than in untransformed
melons. However, the carotenoid content was unaffected and the aroma intensity was
reduced in AS3 fruits. In AS3 plants the senescence of the leaves was reduced and the
formation of lateral branching was increased. In order to confirm that chlorophyll
degradation, cell wall degradation and synthesis of volatilie compounds were ethylene-
dependent events, ethylene was applied on AS3 fruits. However, the reversion of the
process was limited. While the reduction of pulp firmness occurred, the production of
volatiles compounds and the yellowing of the skin were not achieved. Considering that the
phenotype of AS3 plants resembled a response to cytokinins action, the concentration of
this phytohormone was monitored in both AS3 and untransformed melons. This hypothesis
was confirmed as the cytokinins concentration in the pulp and skin of AS3 melons was
fourth to eight fold higher. This result suggests that reduction in ethylene production
induced changes in the vegetative cycle of the plant, and favoured the synthesis of
cytokinins, hormones that are known as retardants of senescence and ethylene action.
Using plants from a different lineage, ‘Cantaloupe’ ‘Charentais’, transformed with an ACC

oxidase DNA sequence from melon, in antisense orientation (pMEL1), the responses to
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ethylene action were all observed. For this reason, AAT clones (Cm-AAT1, Cm-AAT3 and
Cm-AAT4) were isolated for biochemical characterization. All recombinant proteins were
active to synthesize sulfur-containing esters but Cm-AAT1 was the most active. Only the
tetrameric form of these proteins, with molecular mass of 200 kDa, were active. The kinetic
analysis indicated that CoA-SH, a product of the reaction, is an activator at low
concentration and inhibitor at higher concentration. The removal of CoA-SH from the
reaction medium, by adding phosphotransacetylase, resulted in Km values two to three
fold lower for the co-substrate acyl-CoA. The site directed mutation of a few amino acids in
the Cm-AAT sequences affected the selectivity of the original protein and the number of

esters produced.

Keys-words: ripening, ACC oxidase, CoA-SH, esters, aroma, fruits.
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1 INTRODUCAO

O consumo de produtos hortifruticolas no Brasil tem crescido de maneira
significativa, especialmente na forma in natura. Estima-se que nos ultimos 10 anos, houve
um incremento de 25% no consumo de frutos e hortalicas in natura. Embora as causas
desse incremento ndo tenham sido demonstradas, acredita-se que varios fatores
contribuiram para essa evolugcdo. Sendo o apelo por alimentos in natura, saudaveis,
nutritivos e de alta qualidade, € apontado como uma das causas provaveis. Além disso, 0s
consumidores vém modificando seus habitos alimentares e, cada vez mais, relacionam a
dieta com a prevencao de doencas. Nesse sentido as agéncias governamentais e nao-
governamentais, para a promo¢do da saude, estdo recomendando o incremento do
consumo de hortalicas, frutos e grdos. O aumento da oferta, a reducdo de sazonalidade, a
alteracdo de habito alimentar, a melhoria da condi¢cdo socio-econémica e da estrutura de
trabalho, também contribuiram para esse crescimento. (Maistro, 2001).

Assim como a procura e consumo de frutos e hortaligas in natura cresce em nivel
nacional e internacional, também a exigéncia por produtos de maior qualidade aumenta.
Quando se pensa em comercio internacional, a primeira preocupacédo é com a qualidade
dos frutos. No Brasil ndo é diferente e ja existe uma parcela da populacédo cujos habitos
de consumo se assemelham aos dos paises com maior renda per capita e melhor
distribuicdo de renda (Maistro, 2001).

Porém, no Brasil, ainda se perde cerca de 30% do total de frutos e hortalicas
produzidas. Evidentemente que essa média € variavel, dependendo da espécie e do
manejo na pré e pés-colheita. De nada adianta produzir um fruto de excelente qualidade
se este ndo for manuseado, armazenado e comercializado da forma adequada. Em se
tratando de transporte a longas distancias € de suma importancia que o fruto apresente
uma maior vida 0til tendo em vista que se exige um maior tempo para sua
comercializacdo. A qualidade do fruto depende, além do gendétipo, em grande parte da
tecnologia utilizada na pré-colheita, colheita e pds-colheita. Porém, é necessario enfatizar
gue os meétodos empregados nas duas Ultimas fases ndo melhoram a qualidade do fruto,
mas apenas podem retardar o processo de senescéncia, garantindo melhor conservacao
e tempo mais prolongado para comercializacéo.

A perecibilidade e a capacidade de armazenamento dos frutos climatéricos sao
influenciadas pela estrutura do proprio fruto, de seu metabolismo e do metabolismo de

organismos associados. Nesse contexto, o0s principios e métodos de conservacao

12



baseiam-se no controle de um ou mais desses fatores, visando aumentar a vida de
prateleira (Chitarra & Chitarra, 2005).

Em frutos e hortalicas, a aquisicdo da aptiddo para evolucdo da coloragao,
textura, sabor e aroma ocorre majoritariamente a partir da transicdo da fase de
crescimento para a fase de maturacdo. De acordo com o tipo de maturacao, os frutos e
hortalicas sao classificados em dois grupos, nédo climatéricos e climatéricos. No caso de
frutos climatéricos, o etileno é citado como o horménio responsavel por desencadear a
maturagcdo e praticamente todos os eventos envolvidos nesse processo. Esses frutos
caracterizam-se pelo aumento marcante da producéo e do efeito autocatalitico do etileno,
e da taxa respiratéria, sendo essa fase denominada de periodo ou fase climatérico(a). De
maneira geral, quanto maior a producdo e a agao do etileno, maior a velocidade com que
a maturacdo ocorre. Para melhor compreender a funcdo do etileno nos processos
bioquimico-fisiologicos da maturacdo, os estudos buscam correlacionar os eventos
moleculares com as respostas fisioldégicas e tecnoldgicas nos produtos. Varios trabalhos
foram iniciados com esse objetivo e permitiram caracterizar as enzimas da via de
biossintese do etileno, seus respectivos genes, sendo a obten¢ao de plantas transgénicas
parte importante das estratégias de estudo (Kende et al., 1993).

Porém, héa evidéncias de que a interacéo entre horménios é significativa. E o caso
das citocininas, conhecidas por agir de forma antagbnica ao etileno, ou seja, atuam
retardando a senescéncia de vegetais. A aplicacdo exdgena de citocininas, ou a
manipulacéo genética visando o aumento da producdo desse hormonio, tem demonstrado
efeitos positivos no retardo da senescéncia. Em plantas transgénicas nas quais
aumentou-se a producado de citocininas tais como em broécolis (Chen et al., 2001), alface
(Mac Cabe et al.,, 2001), e folhas de tabaco (Hedden & Philips, 2000), retardou a
senescéncia de folhas e de inflorescéncias e aumentou a brotacéo lateral, do nimeros de
frutos e maior acimulo de acucares no caso do tomate (Martineau et al. 1995). A forma
pela qual as citocinas atuam na regulacdo desses eventos, bem como na redugao da
sensibilidade ao etileno ainda nédo esté esclarecida (Chang et al., 2003).

Vérios trabalhos tém buscado, através da engenharia genética, modificar a via
biossintética do etileno, de citocininas e de outros hormdnios, bem como da sintese de
compostos fendlicos, de compostos volateis, de pigmentos e da hidrélise da parede
celular, com o intuito de prolongar a vida de prateleira e/ou incrementar o valor nutricional
ou funcional, de frutos e hortalicas (Ayub et al., 1996, Hadfield et al., 1998, Chen et al.,

2001, Smith et al., 2002). Dentre esses, 0s que buscam reduzir a sintese de etileno, sao
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0os mais frequentes, sendo tomate, maca, kiwi, petinia e meldo, os mais estudados
(Pincton et al., 1993,Bauchot et al., 1998, Bolitho et al., 1997, Ayub et al., 1996, Ben-Amor
et al., 1999, Silva et al., 2004).

No caso especifico deste estudo, trabalhou-se com mel6es Cantaloupe
‘Vedrantais’, caracterizados como frutos climatéricos, com coloracdo de polpa variando da
tonalidade alaranjada a salmé&o, e muito apreciados, principalmente pelo sabor adocicado
e pelo aroma pronunciado. Contudo, sdo frutos que possuem um periodo de conservagao
poés-colheita bastante reduzido (trés a cinco dias), ndo oferecendo facilidades para
embalagem, transporte e comercializagcdo. Em funcdo dessa problematica, buscam-se
alternativas para a reducdo do metabolismo desse fruto de modo a aumentar-se a
conservabilidade. Porém, pesquisas (Bauchot et al. 1998, Ueda et al. 1997) tém
demonstrado que ha correlagdo inversa entre conservabilidade e caracteristicas
desejaveis. Por exemplo, frutos climatéricos com maior intensidade respiratoria,
conseqiéncia de uma maior producdo de etileno, tém melhor coloracdo e maior
intensidade aromatica, mas menor conservabilidade (Shalit et al. 2001). A relacdo inversa
também é verdadeira, ou seja, quando se reduz a producdo e/ou a acdo do etileno,
prolonga-se a vida de prateleira, com maior preservacdo da firmeza de polpa e das
clorofilas na casca, mas o aroma é significativamente reduzido (Flores et al., 2002, Fallik
et al., 2001).

Vérios autores (Bauchot et al., 1998, Guis et al., 1997, Ueda et al 1997,
Homatidou et al., 1992), que estudam a producdo de compostos volateis em frutos,
demonstram que os principais componentes dos aromas sdo 0s ésteres. Eles sédo o
resultado da acdo de enzimas do grupo alcool acil transferase (AAT), que catalizam a
ultima etapa do processo de biossintese dos compostos volateis. Alguns clones dessas
enzimas ja foram isolados e estdo em fase de caracterizacdo (Li et al., 2006, EI-Sharkawy
et al., 2005, Hahyaoui et al., 2002, Shalit et al., 2001, Pérez et al., 1993). El-Sharkawy et
al., (2005), estudando clones AAT isolados de melédo, que se expressam especificamente
durante a maturacédo dos frutos, demonstrou que correspondem a proteinas com atividade
AAT distintas em termos de substrato preferencial e que tem expressao etileno-
dependente. Proteinas recombinantes mutantes desses clones também foram obtidas e
demonstraram atividade diferenciada frente aos substratos testados, sugerindo que a
regulacédo do processo depende evidentemente das enzimas, mas também do suprimento

de substratos especificos de cada isoenzima, bem como da seqiiéncia aminoacidica.
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Em trabalhos realizados no Laboratério de Biotecnologia de Alimentos, da
Universidade Federal de Pelotas, em cooperacdo com o “Laboratoire de biotechnologie
dés fruits”, INP/ENSAT (Toulouse-Franca), também foram obtidos meloeiros
transformados com o clone pAP4AS3, que contém um clone da ACC oxidase de maca
‘Royal Gala’ em orientacdo antisense. Esse procedimento reduziu a producéo de etileno
dos frutos em 99,6%, resultando no prolongamento do ciclo de maturacdo, numa maior
preservacdo da firmeza de polpa e do conteudo de clorofilas na casca, sem alteragdo do
conteldo de carotendides da polpa. Também, embora ndo se tenha quantificado,
observou-se uma maior emissdo de brotos laterais, maior emissdo de flores e maior
guantidade de raizes. Porém, o aroma, que € um dos principais atributos de qualidade dos
frutos dessa cultivar, foi significativamente reduzido.

Em todos os trabalhos publicados, nos quais trataram-se com etileno os frutos
transgénicos com baixa producédo de etileno, houve inducdo da maturacdo. No caso de
tomate, houve retomada da sintese de licopenos e amolecimento dos frutos (Alexander &
Grierson, 2002). Em mel&es, além da formacao de halo de abscisdo, houve amolecimento
da polpa, desverdeamento da casca e incremento da producdo de compostos volateis
(Flores et al., 2002, Bauchot et al., 1998). Baseando-se nesses trabalhos, buscou-se
aplicar a mesma estratégia em meldes obtidos por Silva et al. (2004). Porém, nesse caso,
nem todas as respostas foram semelhantes as obtidas por outros autores. Por exemplo,
ao aplicar-se etileno em melbes transgénicos obtidos por Ayub et al. (1996), houve
restabelecimento da producdo de compostos volateis. A aplicacdo de etileno nos meldes
obtidos por Silva et al. (2004) ndo resultou em melhora significativa do aroma, nem da
producdo de compostos volateis. As causas exatas dessa diferenca de comportamento
ainda nao foram demonstradas. Trés hipbéteses foram apresentadas como causas
provaveis. A primeira, sugerindo que possa se tratar da localizacdo do transgene no
genoma das plantas AS3, podendo ter afetado a expressao de gene(s) envolvido(s) com
proteinas responsaveis pela recepcao e/ou transducdo do sinal etileno. Embora possivel,
€ uma hipo6tese pouco provavel, pois trés linhagens transgénicas foram obtidas e todas
tém o mesmo comportamento. A segunda hipotese é baseada no fato de que a reducéao
da producéo de etileno dos melBes obtidos por Silva et al. (2004) tendo sido superior
aquela obtida nos meldes de Ayub et al. (1996), (99,6%e 96,5%, respectivamente),
poderia ter retardado ainda mais os eventos de crescimento e desenvolvimento dos frutos,
diminuindo a sensibilidade ao hormonio. Essa hipotese é consubstanciada pelo fato de

gue as plantas obtidas por Silva et al. (2004) apresentam ciclo vegetativo mais
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prolongado, menor senescéncia de folhas, maior sistema radicular, maior brotacao lateral,
e maior retardamento do ciclo de maturacdo dos frutos do que o descrito por Ayub et al.
(1996). A terceira hipétese € decorréncia da segunda, acreditando-se que a forte redugéo
da producéo de etileno tenha modificado o metabolismo da planta, com a inducdo da
sintese de citocininas, retardando a senescéncia das plantas e dos frutos. Essa hipotese
estd baseada no fato de que fatores que induzem a emissao de raizes, que € o local de
sintese de citocininas, favorecem a sintese desse hormdnio, com a conseqglente
prevencdo da senescéncia. Isso foi amplamente demonstrado em alface (MACCABE et
al., 2001), brécolis (Chen et al., 2001), petunia (Chang et al., 2003) e tomates (Martineau
et al. 1995) transformados com o clone IPT, correspondente a uma isopentinil transferase.
Em todos esses casos houve reducdo da senescéncia de folhas e flores. Além disso, em
tomate, houve aumento das brotacdes laterais, do numero de frutos e do teor de
acucares. Em petunia, as flores de plantas transgénicas superexpressando o clone IPT
tornaram-se menos sensiveis ao etileno, sugerindo que o incremento de citocinas interfere
nas respostas ao etileno.

No presente estudo, produziram-se proteinas recombinantes dos trés genes AAT
(Cm-AAT1, Cm-AAT3 e Cm-AAT4) em leveduras, a partir das quais obteve-se alta pureza
de enzimas por cromatografia de afinidade, permitindo a caracterizacdo bioquimica
dessas, quanto aos parametros cinéticos (Km, Ki, Vmax), massa molecular e substratos
preferenciais. Os estudos de cinéticas com AAT tem sido realizados sem considerar o0s
efeitos de CoA-SH liberado na reacdo de esterificacdo. O CoA-SH pode ter efeito
estimulador ou inibidor in vitro, dependendo da concentracéo e das propriedades cinéticas
das enzimas. Com o objetivo de eliminar o efeito, fez-se uso de uma fosfotransacetilase,
gue possui a capacidade de realizar a reciclagem do CoA-SH. Também, avaliou-se a
capacidade das trés proteinas Cm-AAT de produzir ésteres sulforados. Quando
comparada as sequéncias de proteinas de cada uma das Cm-AATs com AATs de outras
plantas, encontrou-se aminoacidos que sao Unicos nas sequéncias dos meldes. Através
de mutacdes dirigidas realizou-se substituicdo de aminoacidos em regides de consenso a
fim de avaliar o efeito na especificidade e preferéncias das enzimas.

Considerando a problematica vigente e conhecimento disponivel quando da
implantag&o do projeto, emitiram-se as seguintes hipéteses:

1. Quanto ao problema de baixa conservabilidade dos meldes Cantaloupe
‘Vedrantais’: A reducdo da producdo de etileno em meldes transgénicos resulta na

alteracdo do ciclo vegetativo e de maturacédo, prolongando a vida de prateleira dos frutos,
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podendo haver reducédo da degradacao de clorofilas e reducao na producdo de compostos
volateis.

2. Quanto ao problema da menor producdo de compostos volateis em
meldes Cantaloupe ‘Vedrantais> A producdo de compostos volateis de meldes
transgénicos pAP4AS3 pode ser restaurada pela aplicacéo de etileno exdgeno.

3. Quanto ao problema de ndo se conhecer em detalhes os aspectos
bioquimicos (Km, Ki, afinidade por substrato, substrato preferencial, inibidores, centro
ativo, sistema de regulacdo da atividade enzimética): a) As condi¢cdes de reacdo e a
sequéncia de aminoacidos que formam as AATs de meldo determinam a afinidade por
substratos na sintese de ésteres, b) O subproduto CoA-SH da reacdo de esterificacédo
influencia as propriedades bioquimicas das AATSs.

Na estrutura desta tese, além do suporte tedrico constante no item da Revisdo
Bibliografica, serdo apresentados os resultados e as discussdes de trés experimentos
realizados para testar as hipéteses previamente apresentadas. Os trés artigos resultantes
desses experimentos sao intitulados:

e Characterization of ripening behavior in transgenic melons expressing an
antisense 1-aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) oxidase gene from apple.
Publicado na Revista Postharvest Biology and Technology (2004).

e Etileno e citocininas na sintese de ésteres em meldes ‘Cantaloupe’,
transformados geneticamente com um clone da ACC oxidase de maca em orientacéo
antisense (a ser submetido a Postharvest Biology and Technology em 2007).

e Biochemical and catalytic properties of three recombinant alcohol acyl-
transferases of melon. Sulphur-containing esters formation, regulatory role of CoA-SH
in activity and sequence elements conferring substrate specificity/preference

(submetido a revista Journal of food and Chemistry em Janeiro de 2007).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 QUALIDADE DE FRUTOS

De modo geral, durante varias décadas, ao conceituar qualidade de frutos, deu-se
destaque aqueles atributos relacionados a aparéncia, como uniformidade, tamanho,
formato, cor, presenca ou ndo de defeitos e/ou danos mecénicos e estadio de maturacao.
Porém a ampliagdo de mercados no cendrio vigente acirrou e acirra a competitividade e a
busca da eficiéncia e eficacia para garantir a rentabilidade, de modo continuado. Mas,
para manter e conquistar novos mercados, o foco principal da cadeia produtiva de frutos e
hortalicas devera buscar, no minimo, o atendimento as necessidades e as exigéncias dos
consumidores, diferenciando-se na busca da exceléncia visando a conquista e fidelizagcéo
desses mercados. Vivencia-se uma fase na qual a diferenca é que encanta. Por isso, ou
geram-se novos produtos e processos, e/ou adotam-se procedimentos que os diferenciem
dos convencionais (Rombaldi et al., 2006).

A criacdo de novas cultivares adaptadas as diferentes estacdes e regides
edafloclimaticas, associada com a evolucdo de sistemas de producdo e de sistemas de
conservacgao, passou-se a ter, além de um incremento da quantidade e da variabilidade,
uma maior regularidade de oferta ao longo do ano. Isso ocorreu associado ao aumento da
circulacdo de mercadorias entre regides, estados e paises (Rombaldi et al., 2006).

Paralelamente a essas mudancas, o conceito de qualidade também foi ampliado,
incluindo-se quesitos relacionados com o sistema de producdo (protecdo ao meio
ambiente e ao trabalhador, insercdo de mao-de-obra, tipificacdo), potencial de
conservacdo do produto, propriedades nutricionais e funcionais, e caracteristicas
sensoriais. Porém, as caracteristicas sensoriais advindas do processo de maturacéo,
como a coloracdo, a melhoria de textura, a suculéncia, os aromas, e outros, sdo 0s
principais aspectos de qualidade que atraem o0s consumidores. Esses atributos
contribuem, além do aspecto nutricional, com o prazer e a satisfacdo de estar consumindo
um produto diferenciado. Dentre esses atributos, o aroma, que € o objeto de estudo deste
trabalho, recebeu destague na pesquisa realizada Rombaldi et al. (2007) como um dos

principais atributos qualitativos em frutos e hortalicas (Figura 1).
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Impacto ambiental
Sazonalidade

Preferéncia relativa (%)
Figura 1 - Quesitos importantes na tomada de decisdo para aquisicdo de frutos e

hortalicas. Dados apresentados em preferéncia relativa (%). Fonte: Rombaldi et al. (2007).

A confirmacdo das afirmativas descritas anteriormente foi obtida em trabalho
recente realizado por Rombaldi et al. (2007), no qual ficou evidente que no setor frutos e
hortalicas, incluindo seus produtos processados, 0s quesitos que integram o conceito de
gualidade vém sendo modificados e ampliados ao longo do tempo. Permanece no topo da
lista (Figura 1), a semelhanca do que ja ocorria na década passada, a variavel preco como
muito importante na tomada de decisdo para adquirir ou ndo um determinado fruto ou
hortalica. Entretanto, outros quesitos que eram fundamentais ha 10, 15 e 20 anos atras,
vém reduzindo seu grau de importancia. Com isso nao se esta afirmando que tratam-se
de quesitos ndo relevantes. Apenas tém reduzido seu grau relativo de importancia. E o
caso da marca, do tamanho (frutos grandes) e da sazonalidade. Por outro lado, outras
variaveis estdo crescendo em importancia, e projeta-se que havera, cada vez mais,
priorizacdo por produtos: a) in natura, b) com propriedades nutricionais e funcionais
diferenciadas, ¢) com ampliacdo da vida de prateleira e da praticidade para o consumo, d)
com inclusdo de aspectos qualitativos como sabor, coloracdo e aroma, €) com certificacéo
da seguranca e tipicidade regional. Dessa forma, percebe-se que ha alteracédo no perfil da
demanda quanto ao conceito de qualidade.

Nesse contexto, as acdes na fase de pré e pés-colheita passam a ter importancia

fundamental para o atendimento da atual e futura demandas. Para o atendimento dessas
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demandas, a cadeia produtiva devera se preparar certificando e diferenciando seus
produtos e processos de acordo com normativas reconhecidas nacional e
internacionalmente, como é o caso da Producéo Integrada (PI), da Euro Retailer Producer
- Good Agricultural Practices (EUREP-GAP), da Andlise de Perigos e Pontos Criticos de
Controle (APPCC - campo), da International Organization for Standardization (ISOs).
Esses programas objetivam, de maneira geral, protecdo dos recursos naturais,
minimizacdo no uso de agrotoxicos, atendimento aos requisitos sociais, protecdo da
saude humana (trabalhador da cadeia produtiva e consumidor), garantia da qualidade e
de seguranca dos alimentos, bem como operacionalizacao de sistemas de rastreabilidade,
sempre observando os padrdes de identidade e qualidade.

Porém, no Brasil, ainda se perde em torno de 30% do total de frutos e hortalicas
produzidas. Evidentemente que essa média € variavel dependendo da espécie e do
manejo na pré e poés-colheita. Dentre as causas para esse panorama, estdo as
deficiéncias de manejo dos pomares, a colheita em estadio de maturacdo inadequado, a
elevada atividade metabdlica da maioria dos produtos, os danos mecanicos no manuseio
e transporte, a ma qualidade das rodovias, especialmente na area rural, a deficiéncia de
embalagens, a inexisténcia ou interrupcdo da cadeia de frio, a fragilidade estrutural da
logistica, dentre outras.

Por outro lado, tem havido progresso quanto a conscientizacao da importancia do
consumo de frutos e hortalicas, considerando seus aspectos nutricionais e funcionais,
ambos importantes na prevencao de doencas e na melhoria da qualidade de vida.

Nesse contexto, durante o Congresso Brasileiro de Fruticultura de 2006,
Fernandes, (2006), apresentou como principais desafios para as ac¢0Oes imediatas de
pesquisa: a) a caracterizacdo dos materiais jA em cultivo comercial consolidado e de
espécies nativas, ja que o Pais é bercario de genotipos perfeitamente adaptados, alguns
em regidbes de climas temperado, outros de clima tropical ou semi-arido, b) o
desenvolvimento de gendtipos mais completos em componentes de importancia a saude,
¢) o desenvolvimento de tecnologia para a indugcdo da producédo e preservacao desses
compostos, como fibras sollveis, pigmentos hidrossollveis (antocianinas) e hidrofobicos
(carotenos, licopenos e clorofilas), folatos, glicosinatos, acido ascérbico, resveratrol,
dentre outros, bem como daqueles envolvido em propriedades sensoriais, como sabor e
aroma, d) o desenvolvimento de tecnologias de processamento capazes de preservar-se,
ao maximo, os potenciais nutricional e funcional, e) a adocédo de sistemas de producéo

gue busquem produtividade, boa apresentacdo dos frutos, protecdo do meio ambiente e
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do trabalhador e diminua a dependéncia de insumos externos, melhoria da logistica, e, f) a
estruturacdo de politicas publicas impulsionadoras de maior consumo de frutos e
hortalicas.

Para atender a esses aspectos de qualidade, exigidos no mercado, vale a pena
destacar as estratégias que tém sido adotadas pelas instituicdes de pesquisa, empresas,
indUstrias, produtores e varejistas: a inovacdo na forma de oferta, aumento na vida de
prateleira, profissionalizacdo da comercializacdo, reducdo de perdas pos-colheita,
padronizacdo das embalagens, educacao do consumidor, fornecimento de especificacbes
adicionais, monitoramento dos niveis de residuos agricolas (rastreabilidade),
associativismo de produtores, adocdo de procedimentos de colheita e pdés-colheita
adequados. Uma acédo transversal as citadas anteriormente esta relacionado ao apoio a
estudos direcionados a fisiologia e tecnologias pés-colheita, para compreender os fatores
biolégicos envolvidos na deterioracdo de frutos, buscando retardar a senescéncia e

reduzir as perdas gualitativas e quantitativas durante e apds a colheita.

2.2 MATURACAO DE FRUTOS

Apds a fecundacdo do(s) o6vulo(s) ocorre intensa divisdo celular, principal
responsavel pelo crescimento dos frutos na fase inicial de formacdo. A partir dai, na
maioria das espécies, h4 uma fase estacionaria de crescimento, caracterizada pelo
desenvolvimento da semente, muito embora ainda ndo atinja a maturacéo fisioldgica
desse oOrgdo. Nessa fase, ha intensa diferenciacéo dos cotilédones e do embrido, e inicio
da lignificagdo do tegumento. A partir dai, detecta-se nova etapa de aumento do tamanho
dos frutos, caracterizada, majoritariamente, pela divisdo celular. No final dessa fase, os
frutos iniciam o processo de maturacdo, com significativo aumento do volume das células.
Vérios autores (Yang & Hoffman, 1984, Brandy, 1987, Chitarra & Chitarra, 2005) tém
descrito esse Ultimo estddio dividindo-o didaticamente em trés fases: a maturagédo
propriamente dita, 0 amadurecimento e a senescéncia.

A primeira dessas fases, a maturacdo propriamente dita, é tida como aquele
estddio em que, além da aquisicdo da maturacdo fisiologica das sementes,
desencadeiam-se as vias biossintéticas responsaveis pelos atributos sensoriais tipicos de
cada fruto (coloracdo, sabor, textura e aroma). Dependendo de cada espécie e cultivar,
essas alteracOes, irreversiveis, podem evoluir plenamente ou néo, apds a colheita dos

frutos. Ja4 o amadurecimento é considerado como a fase sucessiva a maturacao, na qual
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os frutos atingem a plenitude de suas qualidades sensoriais, antecipando-se a
senescéncia ou degenerescéncia dos tecidos, caracterizada pela perda da
compartimentacéo celular e subcelular, levando & morte dos tecidos e 6rgios (LELIEVRE
et al., 1997a). Nas duas primeiras fases, a maturagcdo propriamente dita e o
amadurecimento, ainda detecta-se, dependendo da espécie, aumento do tamanho dos
frutos, como conseqiéncia do aumento do volume das células. Para que esse aumento
ocorra é necessario que a parede celular, a membrana celular e o sistema
endomembranario, especialmente o tonoplasto, expandam de modo a manter a
integridade celular. Na fase de senescéncia ndo detectam-se significativas variacdes de
tamanho dos frutos (Chitarra & Chitarra, 2005).

Do ponto de vista fisiologico, a maturagdo e o0 amadurecimento sao
caracterizados por intensa atividade metabdlica, tanto por eventos catabdlicos (hidrélise
do amido, de pectinas, da celulose, respiracdo, degradacao de clorofilas, outros) quanto
anabdlicos (sintese de aromas, de pigmentos hidrofilos e hidrofébicos, de acido ascorbico,
de folatos, dentre outros) (Koning, 1994, Giovannoni, 2004). Quando analisados
isoladamente, esses eventos sdo facilmente enquadrados como anabdlicos ou
catabolicos, mas, quando interpretados no contexto global, torna-se dificil classifica-los
dessa forma. Por exemplo, a hidrolise de pectinas, com a atuacao de pectilmetilesterases,
poligalacturonases e expansinas, resulta na liberacdo de acido galacturdnico, que € o
substrato fundamental da via de biossintese do acido ascérbico (Giovannoni et al., 1989,
Smith et al., 1990).

Assim, uma via catabdlica (hidrélise de pectinas) desencadeia na inducao de
outra via biossintética anabolica (sintese de acido ascoérbico). A comprovacdo dessa
afirmativa foi dada por Agius et al. (2003), que transformaram morangueiro com o gene da
NADPH-dependent D-galacturonate reductase, resultando em morangos com 2 a 3 vezes
mais vitamina C, pelo estimulo a bioconversao do acido D-glacturénico em L-galactono-
1,4-lactona, da enzima &cido D-galacturénico redutase. N&o diferentemente desse caso €
0 processo respiratério, a partir do qual ha formacéo de acil CoA, componente basico da
via de biossintese de ésteres, principais compostos volateis em frutos (Shalit et al., 2001,
El-Sharkawy et al., 2005).

E durante a maturacdo, incluindo a maturacdo propriamente dita e o
amadurecimento, que os frutos desenvolvem os principais atributos de atratividade
sensorial, como é o caso do sabor adocicado, reducdo da acidez, do amargor, da

adstringéncia e da acidez, da melhoria da textura, da pigmentacdo, e da emissao de
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aromas. E também amplamente conhecido que, paralelamente a esses eventos, ha
variacfes na qualidade nutricional e funcional dos frutos. Para a maioria dos frutos ha uma
correlacao direta entre a evolugdo do estadio de maturacdo com o incremento no teor de
acido ascorbico e deidroascérbico, flavondides e compostos volateis (AGIUS et al., 2003).
Essa afirmativa ndo é valida para todas as espécies, tendo em vista que, por exemplo, na
acerola verde-madura, o teor de acido ascorbico €, em média, 100% superior aquele
detectado em acerola madura, ou seja, 230 a 250 mg.100 g* e 90 a 130 mg.100 g,
respectivamente (Moura et al., 2004). Mas para a maioria das espécies, essa afirmativa é
verdadeira. Por exemplo, verificou-se que para péssegos de diferentes -cultivares
produzidas no Sul do Brasil, a colheita no estadio comumente denominado de maduro, ao
invés de verdoengo, resulta em frutos com, em média, 30% mais de acido ascérbico, 18%
mais de compostos fendlicos totais, e com uma atividade antioxidante 40% superior
(Marodin & Bender, 2004, Bender et al., 2004, Rieth et al., 2004).

Durante a maturacdo e o amadurecimento observa-se o0 maximo acumulo e/ou
bioconversdao de compostos organicos, com destaque para carboidratos, pigmentos,
flavondides, vitaminas e compostos volateis. Ja os lipideos e as proteinas ndo apresentam
grandes variacbes quantitativas durante a maturacdo. No caso das proteinas, as
alteracdes sdo majoritariamente de ordem qualitativa, tendo em vista a elevada
intensidade de sintese e degradacédo de enzimas envolvidas na respiracdo, na sintese de
hormonios e no metabolismo secundéario, com os respectivos processos regulatérios. Por
isso, na origem desses eventos ha uma significativa variagdo na expressao génica, ou
seja, varios genes tém sua transcricdo e/ou traducdo reduzidas ou suprimidas, e em
outros casos, intensificadas. Dai a importancia das pesquisas que empregam O
transcriptoma, a protebma e a metaboldma como estratégias de estudo do processo de
maturacao (Gallardo et al., 2003, Sarry et al., 2004, Saravanan & Rose, 2004, Bachem et
al., 1996, Schena et al., 1995, Liang & Pardee, 1992).

No que concerne a inducdo da maturacdo, os frutos tém sido classificados em
nao climatéricos e climatéricos, baseando-se no perfil metabdlico relacionado as variacdes
de intensidade respiratoria, producdo de etileno e respostas a esse hormdnio durante a
maturacdo. Nessa conceituacdo geral, sado classificados como nao climatérios, aqueles
frutos que para amadurecerem normalmente devem completar essa fase ligados a planta.
Se colhidos em fases menos avancadas de maturacdo ndo desenvolvem o
comportamento climatérico classico caracterizado pelo aumento da producédo de etileno e

da respiracdo, nem adquirem a capacidade de recepcéo e transducdo do sinal etileno,
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com as respectivas respostas fisiologicas a esse horménio. E o caso de morango,
melancia, laranja, uva, dentre outros. Ressalta-se, no entanto, que esses frutos produzem
etileno, aumentam a respiracdo no ato da colheita e/ou sob estimulos como danos
mecanicos, ataque de insetos, fungos ou bactérias, ou estresses fisicos como variacdes
de temperatura, umidade, salinidade e radiacdo ultra-violeta, mas nédo respondem, de
forma classica, no que concerne a crise climatérica e as alteracfes decorrentes desse
evento (Chitarra & Chitarra, 2005). Até praticamente 1990, acreditava-se que esse
comportamento fosse devido a falta de sistema de recepcao do etileno. Com a descoberta
do receptor desse horménio (Guo & Ecker, 2004, Wang et al., 2003, Xie et al., 2002 ,
Tieman et al., 1999 e 2000), foi demonstrado que tanto frutos climatéricos como nao
climatéricos, tem essa proteina, ndo sendo essa a causa da diferenca entre os processos
de maturagéao.

Frutos como morango, embora classificados como n&o climatéricos, apresentam
significativo aumento da respiracdo apos a colheita, em alguns casos com incrementos
superiores a 50 vezes em relagéo a respiracao observada no momento da colheita (Perez
et al.,, 1996). Adicionalmente, sob a acdo de etileno, ndo evoluem todas as respostas
tipicas da maturacdo, mas ha incremento da sintese de compostos antocianicos e
reducdo da acidez (Perez et al., 1996, Aharoni et al., 2000). Em citros, como laranjas, a
aplicacdo de etileno resulta em amarelecimento da casca, porém ndo evoluem
significativamente os atributos de sabor e aroma (Yamauchi et al., 1997, Tsuchiya et al.,
1999). Ja a adocao de procedimentos que reduzam a acao desse fitohormonio, como a
aplicacao de 1-metil ciclo propeno (1-MCP), ou o emprego de atmosfera controlada, com a
reducdo da concentracdo de O, e aumento de CO,, corroboram para a preservagédo da
coloracdo esverdeada (Yamauchi et al., 1997). Além disso, tem-se observado que
condicbes de manejo na pré-colheita podem alterar significativamente a intensidade das
respostas a acdo do etileno. Como exemplo dessa afirmativa foi observado que a
aplicacdo de giberelinas na pré-colheita de citros resulta no retardo da maturacao e maior
preservacao de clorofilas (Trebitsh et al., 1993).

A existéncia de comportamentos distintos no que concerne a maturacao de frutos
climatéricos e ndo climatéricos, bem como suas variantes, permitiu significativos avancos
na compreensao do metabolismo do etileno, da respiracdo e das principais alteragbes
durante a maturacdo. Até a década de 80, os avan¢os ocorreram, sobretudo com a
compreensao bioquimica-fisiolégica dos eventos, pois as relacdes eram feitas limitadas as

correlacdes entre as respostas fenotipicas com as atividades enzimaticas. A partir dai,
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com a disponibilizacdo de técnicas de biologia molecular, associadas com técnicas de
bioquimica e fisiologia, p6de-se correlacionar as respostas fenotipicas, com a expressao
génica e a atividade enzimatica. Desse modo, varios genes foram caracterizados. Assim,
as vias de biossintese, recepcdo e transducdo do sinal etileno foram elucidadas
(Giovannoni et al., 1989, Hamilton et al., 1990, Oeller et al., 1991, Fray & Grierson, 1993,
Ayub et al., 1996, Klann et al., 1996). Plantas transgénicas, com 0S genes superexpressos
ou parcialmente silenciados, foram obtidas, permitindo a compreensao de varios eventos
relacionados com a maturacao de frutos. Porém, até o presente, nenhum trabalho pés em
evidéncia o mecanismo de aquisicdo da capacidade de amadurecer, seja de um fruto
climatérico ou néo.

Dentre os principais trabalhos realizados com a finalidade de compreender o
mecanismo de inducdo da maturacdo, esta o realizado por Picton et al. (1993), que
estabeleceram perfis diferenciais de proteinas durante varias fases da maturacdo dos
frutos. Porém, a identificacdo e discriminacdo de funcdes ndo foram concluidas.
Semelhantemente, varios genes foram isolados, mas nenhum ou nenhum grupo ainda foi
caracterizado como causa da maturacdo. Na sequéncia, Zegzouti et al. (1997),
trabalhando com tomate, em diferentes estadios de desenvolvimento, com e sem
aplicacao de etileno, com e sem a aplicacdo de inibidores da acdo do etileno, isolaram
clones precocemente expressos em cada fase. Parte desses clones ja tem suas funcdes
caracterizadas. E o caso de genes correspondentes a proteinas envolvidas na regulagéo
de promotores (DNA-binding-proteins), no transporte de proteinas, na sintese de etileno,
na recepcdo e transducdo do sinal etileno (ETR1, ETR2, CTR1, CTR2, etc), na
bioconservacdo de acgucares (SSP, fosforilases, quilases, [p-galactosidases), de
componentes de parede celular (PME, endo-PG, exo-PG), sintese de pigmentos e
respiracao (transportadores).

Diferentemente dos frutos ndo climatéricos, frutos climatéricos (péras européias,
kiwi e abacate) que s6 amadurecem completamente apds a colheita devido a constante
sintese e translocacao de hormdnios (citocininas), inibidores da acéo do etileno (Chen et
al., 2001) e auxinas (Chang et al., 2003). Outros frutos, além de serem colhidos nesse
estadio, necessitam de tratamento complementar apos a colheita, para que desenvolvam
o amadurecimento tipico da cultivar. E o caso de péras ‘Passe Crassane” que, apés a
colheita, para o adequado amadurecimento, necessitam de armazenamento refrigerado
por um periodo minimo de 45 a 60 dias, ou a suplementacdo com etileno, para que o

amadurecimento ocorra adequadamente. Segundo Lelievre et al (1997), deve-se as
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distintas regulagens de expressdo da ACC oxidase e ACC sintase, que sao as duas
principais enzimas da biossintese do etileno. Mas, para a maioria dos frutos, o
amadurecimento ocorre de modo similar quando sdo mantidos ligados a planta ou
colhidos. Porém antecipa-se o processo, realizando-se a colheita. Por exemplo, em
tomates ‘Kada’ a evolucéao da fase Br (“breaker”) para R (“red”) é de aproximadamente 6
dias quando mantidos ligados a planta, e de 4 dias quando colhidos na fase Br (Chaves et
al., 1996).

Os frutos climatéricos, a semelhanca das flores, caracterizam-se por significativo
incremento na producédo de etileno, sucedida de aumento na respiracdo, quando colhidos
no estadio pré-climatérico ou maturacao fisioldgica. Outra caracteristica importante dos
frutos climatéricos é o fato de apresentarem resposta autocatalitica & acdo do etileno. Isso
significa que, além de haver a percepc¢éo do sinal desse horménio, h& transducéo do sinal,
resultando numa aceleracdo da producédo do proprio etileno e, em consequéncia, dos
eventos etileno-dependentes, que resultam em mudancas de textura, coloracédo, sabor e
aroma (Skura & Powrie, 1995). Esse comportamento, tipico da maioria das cultivares de
péssego, macd, kiwi, tomate, meldo, dentre outras, ndo € observado em frutos nao

climatéricos.

2.3 INTERACAO ENTRE CITOCININAS E MATURACAO: PLANTAS TRANSGENICAS
E ASPECTOS FISIOLOGICOS

As demonstragbes do envolvimento do etileno no processo de maturagcdo de
frutos e senescéncia de folhas e flores sdo numerosas e classicas (Hofman &Yang, 1980,
Hoffman &Yang, 1980, Kende, 1989, Mckeon et al., 1995, Bleecker & Kende 2000, Wang
et al.,, 2002). Porém, ressalta-se que, a semelhanca do ja citado para frutos néo
climatéricos, as respostas a acao do etileno também sdo dependentes das condi¢cbes de
manejo na pré-colheita. Nem sempre o aumento da producdo de etileno, significa
aceleracdo do amadurecimento. Essa hipotese € baseada em trabalhos realizados com
brécolis, nos quais foi demonstrado que o controle da irrigacdo, gerando leves estresses
hidricos, permite obter inflorescéncias com melhor potencial de conservacao (Wurr et al.,
2002). Partindo desse conhecimento Zaikovski et al. (2007) verificaram que esses leves
estresses hidricos, estimulam a emissdo de novas raizes e a sintese de citocininas,
provaveis responsaveis pela preservacao da coloracdo esverdeada. Nesse trabalho foi

demonstrado que os brécolis cultivados em condi¢cdes de estresse hidrico apresentaram
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maior producdo de etileno, mas mantiveram-se mais esverdeados do que os demais,
sugerindo que a maior sintese de citocininas pode ser um fator regulador da acdo do
etileno.

As citocininas sdo hormonios amplamente conhecidos por participarem em
praticamente todas as fases do crescimento e desenvolvimento dos vegetais, incluindo a
inducdo da expressdao de genes envolvidos em mudancas fisiologicas e morfoldgicas
necessérias a adaptacdo das plantas, promovendo alteragbes na taxa metabdlica, na
atividade enzimatica, na formacdo de o6rgdos, na quebra de dominéncia apical, na
mobilizacdo de nutrientes organicos e inorganicos e, tém sido destacadas pelo
envolvimento na reducdo da velocidade de senescéncia de raizes, folhas, flores e frutos
(Hedden & Philips, 2000).

A caracterizacdo de um gene relacionado com a biossintese de citocininas em
plantas, o ipt (isopentinil transferase), foi realizada a partir de tumores, resultantes da
transferéncia e expressdo de genes de Agrobacterium spp. para o genoma da planta
infectada. Os genes presentes na regidao do T-DNA, regido de transferéncia para plantas,
codificam por enzimas envolvidas na via de biossintese de auxinas e citocininas.
Experimentos comprobatorios dessa funcionalidade foram conduzidos com plantas de
tabaco expressando o gene ipt, nas quais detectou-se aumento da concentracdo de
citocininas, e a consequente formacdo de gemas caulinares ex vitro e in vitro, além do
aumento da matéria seca em funcdo do maior acumulo de fotoassimilados. Ja a
expressdo dos genes bacterianos iaaH e iaaM, envolvidos na biossintese de auxinas,
provocou intensa formacao de raizes em plantas transgénicas (Peres, 2002).

De modo geral o aumento dos teores de citocininas nas plantas tem sido obtido
por trés vias principais: 1) suplementagdo com moléculas exdgenas , 2) inducdo da
sintese pelo manejo das plantas (Zhou et al., 2004, Zaikovski et al., 2007), e/ou 3) atraves
de engenharia genética (Hedden & Philips, 2000, Chang et al., 2003, MacCabe et al.,
2001). Nesse ultimo caso a maioria dos trabalhos tém usado superexpressao do gene ipt,
gue corresponde a primeira enzima envolvida na sintese desse horménio, responsavel
pela formacdo de isopenteniladenosina-5-fosfato a partir da adenosina-5-fosfato e do
isopentenilfosfato. Como principais respostas ao aumento dos teores de citocininas em
vegetais, tém-se observado o incremento de brotacdo lateral e o retardamento da
senescéncia foliar em tabaco (Hedden & Philips, 2000), além do prolongamento da vida
de prateleira, provavelmente associado a menor producao de acido abscisico (ABA) e a

reducdo da sensibilidade ao etileno. Essa constatacdo foi feita em flores de petlnia
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superexpressando o gene ipt (Chang et al., 2003). Em tomateiro, observou-se que a
inducdo da sintese de citocininas resultou no aumento do numero de frutos, de sélidos
totais e solidos soluveis totais, mas reducdo do tamanho dos frutos (Martineau et al,
1995). Em alface, também transformada visando aumentar a sintese de citocininas, houve
maior acumulo de acucares, maior preservacdo da coloracdo esverdeada de folhas e
retardamento do florescimento de alface (McCabe et al., 2001).

Os genes componentes da via de biossintese de citocininas em plantas ainda néo
estdo totalmente caracterizados. Os maiores avancos foram obtidos com o isolamento e
sequenciamento de clones e de genes ipt em Agrobacterium spp, que permitiu avangos na
caracterizacdo de sequéncias homélogas em vegetais. Kakimoto (2001) identificou nove
genes com alta similaridade ao ipt de Agrobacterium spp, em Arabidopsis thaliana,
designados AtIPT1 a AtIPT9. Analises filogenéticas indicaram que os clones AtIPT2 e
AtIPT9 codificam para tRNA-IPT, enquanto os outros sete AtIPTs sdo mais similares ao
gene bacteriano ipt. A expressao de sete desses genes em Escherichia coli resultou na
secrecdo de isopentinil adenina (iPA) e zeatina (Z), confirmando que esses genes
codificam enzimas envolvidas na biossintese de citocininas em plantas (Takei et al.,
2001). Além disso, calos superexpressando a AtIPT4, sob o controle do promotor
constitutivo CaMV 35S, regeneraram de gemas caulinares, mesmo na auséncia de
citocininas (Kakimoto, 2001).

Gan & Amasino (1995) desenvolveram um sistema de transformagdo com
promotor senescéncia-especifico, que ndo permite o acumulo excessivo de citocininas
durante todo o desenvolvimento, mas apenas na fase de senescéncia. Nesse sistema, 0
ipt foi fusionado a um promotor senescéncia-especifico, denominado SAG (senescence
associated genes), o qual € induzido na fase de senescéncia. O promotor SAG foi
identificado em tecidos vegetais senescentes de Arabidopsis thaliana. Essa construcao
fez com que a expressdo do clone ipt fosse induzida ja no inicio na senescéncia,
retardando a velocidade com que as alteracdes tipicas dessa fase ocorressem (Hedden &
Philips, 2000).

Outra resposta ao incremento da sintese de citocininas esta relacionada ao
aumento da producdo de matéria-seca em plantas, como foi demonstrado no acumulo de
hexoses em alface (McCabe et al., 2001), e sdlidos totais em tomate (Martineau et al.
1995), ambos o0s eventos de interesse tecnologico. Um exemplo ilustrativo dessa
afirmativa € o tomateiro transformado com um clone ipt sob o controle de um promotor

ovario-especifico. Nas plantas transformadas houve maior acimulo de citocininas nos
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ovarios, o que favoreceu um maior dreno de fotoassimilados, resultando em aumento de
sélidos soluveis, principalmente de acgUcares. A alta concentracdo de citocininas nos
ovarios também favoreceu maior percentual de ovéarios fecundados, e,
consequientemente, maior numero de frutos formados. Porém, os frutos das plantas
transgénicas apresentaram menor peso do que os de plantas ndo transformadas. Isso
pode ser explicado pelo fato de haver maior nimero de frutos nas plantas transgénicas,
resultando numa maior competicdo por compostos fotossintéticos (Martineau et al. 1995).

Esse sistema de expressdo 6rgdo especifico contendo o gene ipt também foi
utilizado para obtencao de plantas transgénicas de alface por McCabe et al. (2001) e em
brécolis por Chen et al. (2001). A alface transgénica apresentou um atraso do processo de
senescéncia e, como consequéncia, houve melhor preservacdo de clorofila, o que sugere
uma aplicacdo potencial dessa estratégia para prolongar a vida de prateleira apds a
colheita. Além disso, essas plantas transgénicas apresentaram-se menos suscetiveis a
Botrytis cinerea, uma vez que esse patdgeno infecta predominantemente tecidos em
senescéncia. Em brocolis, as respostas foram similares, especialmente no que concerne a
retencdo da coloragdo esverdeada. Mais especificamente, foi observado que os brécolis
transgénicos mantiveram um teor de clorofilas 50% maior do que os nao transformados
apos 4 dias de estocagem em temperatura de 25°C (Chen et al. 2001).

Plantas de petdnia transformadas geneticamente com o gene ipt também
apresentaram retardamento da senescéncia, mas nesse caso nas flores. Os resultados
evidenciaram que as plantas transformadas, quando comparada as ndo transfomadas,
foram menos sensiveis a acdo do etileno, e necessitaram de periodos mais longos para a
inducdo enddgena desse hormbnio. Além disso, as plantas transformadas apresentaram
niveis enddégenos mais baixos de acido abscisico (ABA), horménio relacionado com a
senescéncia de flores (Chang et al., 2003). Esses dados consubstanciam as evidéncias
genéticas de que as atividades de citocininas, ABA e etileno estao interligadas durante o

processo de senescéncia.

2.4 INTERACAO ENTRE ETILENO E MATURACAO: ASPECTOS ~BIOQUIMICOS E
FISIOLOGICOS E PLANTAS TRANSGENICAS COM BAIXA PRODUCAO DE ETILENO

O etileno (CzH4), que em condi¢cdes normais de temperatura e pressado esta na
forma de gas, tem sua via de sintese bioquimicamente bem caracterizada desde 1984

(Yang & Hoffman, 1984). Em nivel molecular, algumas etapas tém sido descritas mais
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recentemente (Kende, 1993, Lelievre et al. 1997, Fluhr & Matoo, 1996). Os primeiros
estudos foram publicados em 1965, quando Lieberman et al. (1965) descobriram que o
etileno era sintetizado in vitro a partir do aminoacido metionina, o que foi posteriormente
confirmado in vivo (Lieberman et al. 1966).

A ACC sintase converte o SAM em acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico
(ACC) e 5 —metilthioadenosina (MTA). Esta etapa € limitante para a biossintese do etileno
(Yang & Hoffman, 1984). A ACC sintase é codificada por uma familia génica e a
transcricdo das diferentes formas é induzida pelas diferentes condicao fisiolégicas e
ambientais (Theologis, 1992). A etapa seguinte € a conversao da ACC em etileno pela
ACC oxidase, enzima presente na maior parte dos tecidos. Como para ACC sintase,
muitas isoformas de ACC oxidase foram identificadas (Lasserre et al., 1996, Hamilton et
al., 1991, Dong et al., 1992, Balagué et al., 1993).

A conjugacdo do ACC representa uma etapa importante na sintese do etileno,
pois este processo diminui a concentracdo de ACC livre no citosol, e isso pode regular a
producdo de etileno (Yang & Hoffman, 1984, Liu et al., 1985). A transformacédo de
tomateiros com o clone ACC deaminase resultou numa significativa reducdo da producao
de etileno (Klee et al., 1991), semelhantemente ao obtido nos trabalhos com a ACC
sintase (Oeller et al., 1991) e ACC oxidase (Hamilton et al., 1990, Ayub et al., 1996, Silva,
2000).

Durante o amadurecimento de frutos climatéricos, sdo encontrados baixos niveis
de ACC antes do incremento da sintese de etileno e da respiracdo (Hofman &Yang,
1980). Nas fase inicial da maturacdo, quando ha pouca producdo de etileno, ndo é
constatada atividade da ACC sintase (Inaba, 1993), mas ocorre aumento precedendo o
acumulo de ACC e a producao de etileno no inicio do amadurecimento (Hoffman &Yang,
1980, Kende, 1989).

No pleno amadurecimento, quando os frutos ja atingiram a plenitude de suas
caracteristicas sensoriais, ha tendéncia a queda no conteudo de ACC e da producgéo de
etileno (Hartmann et al., 1987).

Tecidos de macas imaturas exibiram um aumento de ndo mais do que cinco
vezes na liberagéo de etileno apos a adicdo de ACC sobre os tecidos, enquanto que apos
o climatério, o incremento foi maior que do que uma centena de vezes (Hoffman & Yang,
1980, Yang, 1985). Assim, os autores concluem que frutos, no estadio imaturo,
apresentam reduzida capacidade de converter ACC em etileno, sendo a ACC oxidase a

enzima limitante durante essa fase (Hoffman & Yang, 1980, Nowacki & Plich, 1984, Bufler,
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1984).

O fato da liberacéo de etileno incrementar apés a exposicdo das frutos ao etileno
exdgeno indica que sua sintese é autocatalitica (Yang & Hoffmanm, 1984). Entretanto, a
resposta ao estimulo do etileno exdgeno sobre sua prépria sintese pode levar semanas ou
dias para acontecer, dependendo da maturidade e da sensibilidade dos frutos a esse gas
(Harkett et al., 1971). Esse comportamento foi atribuido a influéncia de um “inibidor” do
amadurecimento existente nos frutos na fase pré-climatérica (Burg, 1962), que diminui
com o avanco da maturacao (Pratt, 1975), e/ou ao aumento na sensibilidade (receptor)
dos tecidos ao etileno (McGlasson, 1985, Ecker, 1995).

E conhecido que a resisténcia ao amadurecimento decresce com a maturagio
(Yang, 1985). Ao ultrapassar a “barreira” fisiolégica imposta pelos “inibidores” do
amadurecimento, novos receptores sao sintetizados e a producdo autocatalitica de etileno
e estimulada (McGasson, 1985, Yang, 1987).

Assim, a capacidade dos frutos desenvolverem a sintese de ACC sintase em
resposta a aplicacdo do etileno exdégeno € dependente do estadio de desenvolvimento,
gue esta relacionado a sensibilidade dos tecidos ao etileno (Yang, 1987). Estudos com
transformacdes genéticas e mutantes tém mostrado os mesmos resultados (Levievre et
al.,1997, Van der Straeten, 1990).

Além disso, a capacidade de conversdao de ACC em etileno também aumenta
antes do inicio da sintese autocatalitica de etileno (Lau et al.,1986, Mansour et al.,1986),
indicando que a ACC oxidase também esta sob controle do desenvolvimento, embora a
atividade da ACC oxidase possa ser induzida em frutos na fase pré-climatérica por um
curto tratamento com etileno, enquanto que a ACC sintase e a sintese de etileno nédo
(Leliévre et al.,1997).

Visto que o aumento da sintese de novo das enzimas ACC sintase e ACC
oxidase é essencial para o incremento da producdo de etileno dos frutos (Yang, 1975,
Plich, 1989, Liu et al.,, 1999, Sunako et al.,1999) e, com base em todas as rela¢cbes
discutidas anteriormente, sugere-se que o incremento da expressao dos genes da ACC
oxidase precede a expressao daqueles da ACC sintase e que ambos controlam o avanco
da maturacdo (Lelievre et al.,, 1997). Essa hipotese foi comprovada em estudo de
expressdo diferencial durante a maturacdo (Lelievre et al., 1997, Sunako et al.,1999).
Entretanto, ha clones dessas enzimas com expressdes constitutivas e outros expressos
sob outros estimulos que ndo a maturacdo, como por exemplo danos mecanicos e ataque

de patdégenos (Sunako et al., 1999). Alias, varios sdo os estimulos que afetam a producéo
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de etileno e, portanto, devem afetar a expressdo das ACC sintases e ACC oxidases.
Vérios estudos tém mostrado a acumulacdo de mRNAs de ACC sintases e ACC oxidase
em tecidos vegetais em decorréncia de baixas e altas temperaturas de armazenamento,
toxicidade causada pela aplicagdo componentes toxicos, lesées por microorganismos,
batidas e até mesmo por contato do tecido com obstaculos, falta e excesso de agua,
substancias com atividade auxinica ou citocinica, luz, varia¢cdes nas concentracao de O, e
CO; durante o armazenamento (Phan, 1975, Clijsters, 1975, Yang & Hoffman, 1984,
Takahashi, 1986, Hartmann et al., 1987, Kende, 1993, Inaba, 1993, Mathooko, 1996,
Leliévre et al., 1997).

Assim como outros fitohorménios, o etileno deve ser percebido pela célula para
desempenhar sua funcao fisiolégica (Yang, 1985). No caso dos frutos, o etileno atua como
um sinal para que eles avancem o desenvolvimento e iniciem o amadurecimento. Apos a
percepcédo, este sinal € transmitido ao nucleo, por meio de eventos intermediarios, onde
entdo, estimulara ou inibird a transcricdo e traducdo de alguns genes que, posteriormente,
serdo responsaveis por mudangas nas vias biossintéticas, culminando com a resposta
fisioldgica, propriamente dita. Todos esses acontecimentos estéo interligados, formando a
rota de transducéo do sinal etileno. Nos ultimos 10 anos, alguns componentes da rota de
traducéo do etileno foram descobertos e descritos em nivel molecular, destacando-se as
proteinas receptoras do sinal e também outros componentes responsaveis pelos eventos
intermediarios (Johnson & Ecker, 1998, Solano & Ecker, 1998, Bleecker & Kende, 2000).
Essas descobertas foram feitas em varias espécies, mas, 0s maiores avangos foram
obtidos em Arabidopsis thaliana e em tomateiro, plantas-modelo pela amplitude de
mutantes e de informagBes no patamar gendmico, proteémico e fisioldégico existentes
(Hamilton et al., 1990, Oeller et al., 1991, Klee et al., 1991, Chaves et al., 1998).

Esse conhecimento comecgou a ser utilizado pela biotecnologia para interferir nos
processos fisioldgicos vegetais controlados pelo etileno, como por exemplo, obter
produtos com tempo de armazenagem mais longo.

Com a evolugcdo dos estudos da maturacdo, utilizando técnicas de biologia
molecular, varios clones e genes foram isolados. Os primeiros resultados foram obtidos
por Grierson et al. (1986), que isolaram clones correspondentes a poligalacturonase e a
pectilmetilesterase de tomate, enzimas que participam da hidrélise da parece celular
desse fruto. Para testar a provavel funcdo desses clones e outros que foram sendo
isolados, os trabalhos basearam-se no silenciamento ou na superexpressao do clone em

estudo, seja em sistemas homdlogos ou heterélogos (Hamilton et al., 1990, Oeller et al.,
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1991, Gray et al., 1992, Ayub et al., 1996, Silva et al., 2004).

No que concerne a rota de biossintese de etileno, a primeira enzima purificada e
gque teve seus genes caracterizados foi a ACC sintase (Van der Straen et al., 1990). Os
trabalhos de avaliacdo bioquimica desta enzima, que apontaram para a existéncia de, no
minimo, trés isoformas, foram comprovados com a existéncia de uma familia génica,
composta por genes altamente heterélogos. Além de codificarem por proteinas de peso
moleculares diferentes, a familia génica da ACC sintase possui genes regulados por
estimulos altamente especificos e, em alguns casos, tecido, 6rgdo e estadio de
desenvolvimento especifico (Kende, 1993).

Pela transformacdo genética de tomateiro, com clone da ACC sintase, obteve-se
a reducdo da producéo de etileno de 99,5% (Oeller et al., 1991). Porém a reducdo da
producéo de etileno sé ocorreu nos frutos durante o amadurecimento. Sob a acdo de dano
mecanico, tanto em folhas como em frutos imaturos, apresentaram incremento da
producao de etileno. Isto se deu devido a elevada diferenca existente entre os genes.

Na continuidade dos trabalhos foi caracterizada a familia génica da ACC sintase
em abdboras e em macd. Em ambos os casos foram caracterizados varios genes, mas
apenas 3 funcionais, com comportamento semelhante ao observado em tomates (Kende,
1993).

Os avancos com a ACC oxidase foram mais recentes. Isto porque somente em
1991 é que Ververidis & John (1991) conseguiram dosar a atividade dessa enzima num
sistema in vitro. O sucesso desse trabalho foi baseado nas informacdes preliminares de
Hamilton et al. (1990), que identificaram um cDNA denominado pTOM13, que, quando
inibida sua expressao, reduzia a producgao de etileno, a atividade ACC oxidase in vivo , e,
retardava a maturacdo de tomates.

A familia génica da ACC oxidase foi amplamente estudada em tomateiro
(Bouzayen et al., 1993) e em meloeiro (Lasserre el al., 1996). Diferentemente da ACC
sintase, a familia génica da ACC oxidase é altamente homdloga e composta por 3 genes
funcionais (ACO1, ACO2 e ACO3).

Embora a alta homologia, a regulacdo € relativamente especifica. Assim, por
exemplo, a ACOL1 é expressa majoritariamente durante o amadurecimento, sob a acdo de
etileno exdgeno e dano mecanico, a ACO2 expressa-se majoritariamente em hipocotilos
estiolados e a ACO3 expressa-se majoritariamente em flores (Lasserre et al., 1996,
Bouquin et al., 1997).

Mesmo que a homologia entre os genes seja elevada, acima de 75%, as
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proteinas traduzidas apresentam comportamentos bioquimicos distintos. A afinidade pelo
substrato, os pls e as atividades especificas variam grandemente entre as isoformas.
(Bouzayen et al., 1993).

Depois dos trabalhos realizados por Hamilton et al. (1990, 1991), Ayub et al.
(1996) também realizaram a transformacéo genética com um clone da ACC oxidase de
meldo, em orientacdo “antisense” (pMEL1). Este clone havia sido isolado e caracterizado
previamente por Balagué et al. (1993). Pela transformagéo, Ayub et al. (1996) obtiveram
meldes com reduzida producédo de etileno e elevado potencial de conservacdo. Este
material permitiu distinguir eventos etileno-dependentes e etileno-independentes durante a
maturacao (Hadfield et al., 2000).

No Laboratério de Biotecnologia de Frutos e Hortalicas foi obtido um clone da
ACC oxidase de maca ‘Royal Gala’, denominado pAP4. Pela alta homologia de sequéncia
com o clone pMEL1 de meldo, caracterizado por Balagué et al. (1993) e utilizado por Ayub
et al. (1996), o pAP4 foi utilizado, numa construcdo “antisense” (pAP4AS), para a
transformacdo genética do meloeiro ‘Védrantais’, do grupo Cantaloupensis. Os frutos
colhidos de plantas transformadas com o clone pAP4AS apresentaram uma baixa
producdo de etileno (inferior a 0,5 nl.h™*.g™"), enquanto naqueles colhidos de plantas néo
transformadas, a producédo de etileno ultrapassou 30 nl.h™.g™. Isso resultou no aumento
médio de 10 dias no ciclo de maturacdo e de 10 dias no tempo de conservagdo apds a
colheita (Silva et al., 2004). Na avaliacdo da evolu¢do da maturacdo os frutos também
apresentaram uma maior firmeza de polpa, teor alto de solidos soluveis totais e menor
intensidade de aroma (compostos volateis) do que os frutos de plantas nao
transformadas.

Ayub et al. (1996) e Hadfield et al. (2000) trabalharam com mel&es ‘Charenthais’
transformados geneticamente com gene ACC oxidase “antisense” e meldes nao
transformados avaliando a expressdo de mRNAs durante a maturacdo. Foi posto em
evidéncia um grupo de cDNAs com expressao reduzida nos frutos transformados, porém
induzidos se expostos a tratamento com etileno, indicando regulacéo direta pelo etileno.
Um segundo grupo de cDNAs néo teve alteracdo significativa da expressdo e nao foi
afetado pelo etileno exdgeno, indicando regulacdo etileno-independente. No terceiro
grupo, a expressao foi reduzida em frutos transformados e permaneceram inalteradas
guando do tratamento com etileno exdgeno. Esses resultados estdo de acordo com a
hipotese de Lelievre et al. (1997), que propunha que a regulacdo das rotas metabolicas,

etileno-dependente e etileno-independente, coexistem para coordenar o processo de
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maturacao dos frutos.

2.5 PRODUCAO DE COMPOSTOS VOLATEIS EM FRUTOS

Os compostos volateis sdo os principais componentes do aroma, que é um dos
principais atributos de qualidade dos frutos. Ele corresponde a um conjunto de sensacfes
do olfato, estimuladas principalmente pelos compostos volateis, como ésteres, aldeidos,
alcoois, terpenos, cetonas, lactonas dentre outros. De maneira geral, 0s compostos
volateis sdo de baixo peso molecular e encontram-se em misturas complexas, juntamente
com Oleos essenciais. A combinacdo entre esses compostos e, algumas vezes, a
predominancia de alguns deles, é que confere a individualidade do aroma para cada fruto,
ou seja, a combinacdo em propor¢cBes diferentes de compostos da a peculiaridade
aromatica do fruto.

Os compostos volateis podem ser encontrados juntamente com fendis, éteres e
compostos heterociclicos oxigenados. De modo geral, os frutos e hortalicas, juntamente
com as flores, sdo 0s 6rgaos vegetais mais ricos em compostos volateis. Na tabela | estéo
citados os principais grupos de compostos volateis responsaveis pelo aroma de algumas
espécies de frutos.

Os ésteres resultantes da esterificacdo dos alcoois, sdo os principais contribuintes
para o aroma na maioria dos frutos. A via de biossintese dos ésteres pode ter origem
principalmente da degradacdo de &cidos graxos e aminoécidos podendo também
proceder de carboidratos (Figura 2). De maneira geral, tanto os aminoacidos quanto os
acidos graxos sao convertidos até aldeidos ramificados e alifaticos e, posteriormente, sdo
reduzidos a é&lcoois. Essa reacdo é catalisada pelas enzimas alcool desidrogenases. A
acilacdo ou esterificacdo dos alcoois ocorre com a participacdo de um grupamento acil
CoA, catalisada pelas enzimas alcool aciltransferase (Harada et al., 1985, Aharoni et al.,
2000, Hahyaoui et al., 2002, Beekwilder et al., 2004, Li et al., 2006) (Figura 2).
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Tabela 1 - Principais compostos volateis em frutos, hortalicas e flores.

Produto

Compostos volateis principais

Abacate Aldeidos e alcoois
Abacaxi Esteres
Banana Esteres

Laranja, tangerina e limao

Aldeidos e terpenos

Maca Esteres

Maracuja Esteres

‘Manga Esteres

‘Melao Esteres

Morango Esteres

Péra Esteres

Péssego Aldeidos e lactonas

Tomate Aldeidos e alcoois

Broécolis Tio-ésteres e outros compostos sulforados
Flores (rosa,clarkia beriwii)  |[Esteres e &lcoois

Fonte: vérios autores.

CARBOIDRATOS

> PECTINAS ——»

» ACUCARES_» ACETATO —

ACIDOS GRAXOS
LIPIDEOS SATURADOS — >
——»  ACIDOS GRAXOS —»
INSATURADOS
» AMINOACIDOS AROMATICOS_,,
PROTEINAS AMINOACIDO CETOACIDOS
AMINOACIDOS SULFORADOS
—>

ALCOOIS
TERPENOS
\ Compostos
LACTONAS Volateis
CETONAS A
ALCOOIS Esteres
ALDEIDOS Terpenos
Alcoois
ALDEIDOS  [Acidos
Aldeidos
" Cetonas
FENOLICOS Hidrocarbonetos
- Lactonas
ALDEIDOS
ALCOOIS
COMPOSTOS-S
TIOFENOS
TIAZOIS
PIRAZINAS

ISOTIOCIANATOS

Figura 2 - Esquema geral da sintese de compostos volateis em frutos, hortalicas e flores.
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Hidrodlise Hidrdlise de

de proteinas membrana celular
Aminoacido Acidos Graxos

l ' Aldeidos Aldeidos ' ’
Transaminaco ramificados alifaticos B-oxidacao
Descarboxilacéo ADH (Reduc&o) Sistema LOX

Alcoois alifaticos
e ramificados

/ Acyl-CoA

(Acylacao/Esterificacao)

AAT

Esteres alifaticos e ramificados

Figura 3 - Esquema de biossintese de ésteres a partir de aminoacidos e acidos graxos.

A producdo de compostos volateis € dependente do tipo de fruto, cultivar e das
condi¢des de cultivo. O aporte nutricional pode influenciar o desenvolvimento e mesmo ter
efeito no aroma dos frutos e hortalicas (Randle, 1997, Brown et al., 1968, Smogyi et al.,
1964). O manejo e as condi¢des de cultivo promovem mudancas no perfil aroméatico dos
frutos. Por exemplo, em macas observou-se que o raleio de frutos, reduzindo a proporgao
frutos/folhas, incrementou o conteddo de compostos aromaticos (ésteres) além dos
sélidos soluveis totais (Pool et al., 1996). Além disso, a reducdo da exposicao solar dos
frutos diminuiu a producéo de ésteres em macas (Miller et al., 1998).

A aplicacdo de amino-etoxi-vinilglicina (AVG) em péras e macas, retardou a
maturacdo e prolongou a vida de prateleira, mas reduziu a sintese de compostos
antocianicos e a producao de volateis (Romani et al., 1983, Child et al., 1984). Porém,
esse efeito pode ser revertido quando esses frutos foram expostos ao etileno logo apos a
colheita (Bangerth et al., 1984) ou durante a estocagem sob refrigeracdo (Bangerth &
Streif, 1987).
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Macdas ‘Golden Delicious’ que receberam na pré-colheita multiplas aplicacées de
fungicidas inibidores de sintese de esterol tiveram alta reducdo na producdo de
compostos volateis (Aubert, 1997). Song & Bangerth, (1996) sugerem que frutos colhidos
antes do ponto ideal de maturacdo tém sua producdo de compostos volateis limitada pela
baixa atividade dos processos fisiolégicos fundamentais como a respiracéo e producao de
etileno.

A cultivar e estadio de maturacdo também sdo determinantes para o aroma dos
frutos. Em tomate, por exemplo, a diferenca entre cultivares faz com que haja uma grande
diferenca de producédo de aromas (Goff & Klee, 2006, Youg et al., 2004 Stevens et al.,
1977). A colheita de frutos antecipadamente e/ou imaturos atua de forma negativa na
manutencédo da qualidade e na producdo de aroma de macas e tomates (Brown et al.,
1968, Dirink et al., 1989, Baldwin et al., 1991).

O processo de melhoramento e da busca de plantas frutiferas com maior
producdo e rentabilidade em muitos casos fez com se perde-se outros atributos de
gualidade como é o caso de aroma. No melhoramento de tomate, a sele¢cdo proporcionou
aumento da producado de licopeno, porém o aroma reduziu-se a menos da metade em
relacdo a variedades silvestres (Buttery & Ling, 1993). O desenvolvimento de compostos
volateis em frutos climatéricos parece estar relacionado com a producéo de etileno. Entre
os trabalhos realizados nessa linha de pesquisa, com compostos volateis de frutos, nédo
ha uma unanimidade a respeito da influéncia direta do etileno na rota de biossintese.
Porém, é possivel afirmar que existem vias ou até mesmo enzimas do processo de
sintese de aromas que sao etileno-dependente e outras etileno-independentes (Bauchot
et al., 1998, Shalit et al., 2001, Flores et al., 2002, Yahyaoui et al., 2002).

Segundo Fallik et al. (2001), o aroma e o paladar em meldes da variedade Gélia,
€ resultado de uma interagdo complexa entre acUcares, acidos organicos, minerais e
compostos volateis, e que esses dependem do estadio de desenvolvimento do fruto, bem
como o ponto de collheita e das condi¢des de cultivo. Adotando o sistema de “Headspace”
SPME de amostragem para cromatografia gasosa acoplado a espectrometria de massa,
considerado um método eficiente de avaliacdo, Fallik et al., (2001) identificaram o acetato
de butil, acetato de 2-metil-butil e acetato de hexil como os mais abundantes compostos
volateis presentes em meldes da variedade ‘Galia’. Em meldes 0s principais compostos
volateis sdo os ésteres, sendo 0s acetatos, butanoatos e propanoatos os principais (Guis
et al., 1997, Homatidou et al., 1992, Ueda et al., 1997). Também encontram-se alguns

aldeidos e alcoois, mas em menores quantidades.
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Em meldes Cantaloupe ‘Charentais’, Bauchot et al. (1998) verificaram que quanto
menor a producdo de etileno, maior € a conservabilidade e menor a producdo de
compostos volateis. Flores et al. (2002) demonstraram que quanto maior a producao e
acdo do etileno, maior é a producdo de compostos volateis nesses mesmos meldes. No
mesmo trabalho foi demonstrado que o etileno regula também as reacdes de reducdo dos
acidos graxos e aldeidos, dando indicios que esta via de biossintese é etileno-dependente
(Flores et al. 2002).

Em mangas, Lalel et al., (2003) verificaram que a producéo de terpenos, durante
a maturacao, é paralela ao aumento da producéo de etileno até seu pico maximo. Depois
disso, a producdo de terpenos reduz-se, enquanto a producdo de ésteres continua
aumentando e pode estar relacionada com a degradacao de &cidos graxos que aumenta
com o decorrer da maturagao.

As acdes de conservacao de frutos buscam a reducédo da producédo de etileno,
seja através de transformacéo genética, da aplicacdo de inibidores da acao do etileno (1-
MCP, AVG, etc), do uso de refrigeracdo ou atmosfera controlada. Porém, essas acdes
implicam na reducao de um dos principais atributos de qualidade tecnolégica dos frutos, o
aroma (El-Sharkawy et al., 2005, Silva et al. 2004, Defilippi et el. 2004, Shalit et al., 2003,
Baldwin et al., 2002). Por exemplo, Lara et al., (2003) verificaram que a biossintese dos
compostos volateis de péras armazenadas em atmosfera controlada, com baixa
concentracdo de Oy, é regulada por outros fatores, além da atividade e concentracao da
enzima alcool aciltransferase (AAT). A disponibilidade de precursores (alcool e
acetaldeido) para a via de biossintese, parece ser aspecto chave na producdo de aromas.
As enzimas, as alcool desidrogenases e as alcool acil transferases sdo consideradas
enzimas chaves na via de biossintese de ésteres, compostos aromaticos.

As Alcool desidrogenases (ADH, EC 1.1.1.1) catalisam de forma reversivel a
conversdo dos aldeidos para os correspondentes alcoois. Elas estdo envolvidas na
resposta ao estresse em plantas, principalmente em anaerobiose, onde é responsavel
pela producdo de etanol. As ADHs também estdo envolvidas na resposta a outros
estresses e presenca de hormdnios como o acido abscisico (Matton et al. 1990, De
Bruxelles et al. 1996, Peters & Frenkel, 2004). No entanto, os genes ADH também se
expressam nos tecidos das plantas de maneira regulada, particularmente durante a
maturacgdo de frutas (Van der Straeten et al. 1991, Speirs et al. 1998, 2002, Echeverria et
al. 2004). Em frutos de tomates, um gene de ADH, Le-ADH2, participa na formacéao dos

aroams durante a maturacdo dos frutos. A super-expressédo de Le-ADH2 incrementou o
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nivel de alcoois e a intensidade aromatica de frutos de tomate, particularmente Z-3-
hexenol (Speirs et al. 1998). Em uva, trés genes sdo expressos durante o
desenvolvimento dos frutos. Vv-ADH1 and Vv-ADH3 acumulam transcritos durante a fase
de desenvolvimento das bagas, enquanto o Vv-ADH2 tem maior incremento de transcritos
durante a maturacdo (Tesniere & Verries, 2000). Clones cDNAs codificantes de cadeias
curtas de ADH tem sido relatadas em tomate (Picton et al. 1993) e em péra (Fonseca et
al. 2004). Em meldo, o passo de conversdo de aldeidos em alcoois é controlado pelo
etileno e é fortemente inibido pelo antagonista ao etileno 1-MCP e pela transformacgéo
genética com ACC oxidase antisense (Flores et al. 2002). Manriquez et al.,(2006) isolaram
duas ADHs fruto-especifico, genes altamente divergentes, expressos especificamente na
maturacdo de meldo e regulados pelo etileno. Estes genes codificam proteinas que atuam
preferencialmente como aldeido reductases. Essas proteinas possuem substrato e co-
substratos preferenciais diferentes indicando que, provavelmente possuam funcdes
especificas na geracdo de substratos para acdo das alcool acil transferases (Yahyaoui et
al., 2002, El-Sharkawy et al., 2005).

Ueda et al., (1997), considera as AATs enzimas-chave na sintese de ésteres,
constituindo-se nas provaveis causas das diferencas de producdo de compostos volateis
entre os frutos. Segundo esses autores, as AATs tém a funcdo de catalisar a esterificacédo
de alcoois com um grupamento acil CoA, produzindo ésteres. Na figura 4, ilustra-se a via
de biossintese do 2-metilbutil acetato e etil 2-metilbutanoato, a partir de um aminoéacido, a

isoleucina, e destaca-se a etapa na qual as AATs atuam.
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Figura 4 - Exemplo de biossintese do éster 2-metilbutil acetato e etil 2-metilbutanoato.
Fonte Bauchot et al., (1998).

Fellman e Mattheis (1993) verificaram que ha incremento da atividade AAT
durante a maturacdo de macads. No entanto, quando os frutos foram armazenados em
atmosfera com baixo teor de O,, ndo observou-se a mesma atividade AAT observada em
frutos armazenados em atmosfera normal (25°C). Segundo esses autores, a baixa
produgéo de aroma em frutos estocados em atmosfera controlada (AC), pode ser atribuida
(1996), embora esses ultimos autores tenham trabalhado com morangos. Em morango,

um fruto ndo-climatérico, ocorre um incremento da atividade AAT durante a maturacao,
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sendo que o maximo dessa atividade, ocorre quando atingem a coloracdo vermelho
escuro (Perez et al., 1996).

A atividade AAT tem sido medida em inumeros frutos, banana, (Harada et al.,
1985), macéa (Fellman et al.,, 1991), morango (Perez et al., 1993), meldo (Ueda et al.,
1997), uva (Wang et al., 2005). Em todos os trabalhos, as propriedades cataliticas das
enzimas tém sido determinadas depois de purificada parcialmente.

Alguns clones de AATs ja foram isolados e caracterizados (Hahyaoui et al., 2002,
Shalit et al.,, 2001, Beekwilder et al., 2004), mostrando propriedades de atividade
enzimatica diversas em relacéo aos substratos preferenciais. Li et al. (2006) observaram
em macas ‘Golden Delicious’, que o clone MdAAT2 € expresso e a enzima respectiva
possui atividade exclusivamente no fruto, diferentemente do MdAAT1 que se expressa e
tem atividade em todos os tecidos da planta. Esses mesmos autores também localizaram
a MdAAT2 ativa em extratos preparados a partir de casca dos frutos. O tratamento de
macads com 1-MCP diminuiu fortemente a expressdao de mRNAs de AAT e atividade AAT
e, por consequéncia, resultou em menor produgdo de ésteres, indicando que o etileno tem
papel importante na regulacdo da producao de aromas nesse fruto (Li et al., 2006).

De meldes ‘Charentais’, (grupo Cantaloupe) Yahyaoui et al., (2002) isolaram e
caracterizaram os clones AAT denominados Cm-AAT1 e Cm-AAT2, com homologia de
87% entre si. Esses clones demonstraram atividade fruto especifico. Quando expressos
em sistema heterdlogo (levedura), revelou-se que o Cm-AAT1 possui atividade AAT,
enquanto Cm-AAT2, ndo possui essa atividade. Foi demonstrado que a proteina
correspondente ao Cm-AAT1 é capaz de produzir ésteres a partir de uma grande
variedade de alcoois, tanto alifaticos, como ramificados e aromaticos, e de Acil CoAs,
como Acetil CoA, Propionil CoA e Hexanoil CoA. Na seqiéncia dos estudos El-Sharkawy
et al. (2005), isolaram e caracterizaram o Cm-AAT3 e 0 Cm-AAT4, que se expressam
especificamente durante a maturacdo dos frutos. Esses clones demonstraram atividade
AAT, sendo que a enzima Cm-AAT4 produz majoritariamente acetatos.
Complementarmente, observou-se que esses clones sao etileno-dependentes, indicando
gue os compostos volateis, principais componentes do aroma em frutos climatéricos, tém
sua sintese dependente das AATs etileno-dependentes, mas ha possibilidades de AATs
etileno-independentes (El-Sharkawy et al. 2005). Dentro de uma das regides conservadas
desses clones (Cm-AAT1 a Cm-AAT4), na posicao do aminoacido 268, somente Cm-
AAT?2 possui Alanina (A) na seqiéncia, ao contrario dos outros que possuem Timina (T).

Na para busca de explicar a ndo atividade de Cm-AAT2, El-Sharkawy et al. (2005)
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substituiram A por T num sistema de mutacdo dirigida, o que resultou no Cm-AAT2
mutado com atividade AAT semelhante a Cm-AAT1. Com isso, os autores afirmam que
esse aminoacido é fundamental para aquisi¢cado da atividade AAT.

Contudo, até o momento ndo testou-se a capacidade dessas AAT recombinantes
de produzir ésteres sulforados, apesar da grande importancia desses compostos no
aroma de meldes e outros frutos. A Unica demonstracdo de capacidade das AATs
sintetizarem ésteres sulforados foi observada em estudos com extratos protéicos brutos
de meldes obtidos por Shalit et al., (2001), que detectaram a producdo de 3-(methilthio)
propil acetato.

O CoA-SH, produto da esterificacdo, pode ter efeito sobre os parametros
cinéticos da reacdo, dependendo da concentracdo e das propriedades cinéticas das
enzimas. Estudos ja foram realizados nos quais elimina-se esse efeito, fazendo uso de
uma fosfotransacetilase, uma enzima capaz de reciclar o CoA-SH (Szutowiz & Bielarczyk,
1987).
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ABSTRACT

In order to discriminate between ethylene-regulated and ethylene-independent
ripening pathways in climacteric fruits, we analyzed different features of the ripening
process in wild type and AS3 transgenic melons, the latter showing profound inhibition of
ethylene production. The transgenic melons took an average of 10 days longer than wild
type melons to reach the harvesting stage, which resulted in the accumulation of larger
amounts of soluble solids. The transgenic fruits also remained firmer and showed higher
levels of chlorophyll and titratable acidity compared to wild type fruits. In contrast, the
carotenoid content of the wild type and transgenic fruits was similar because carotenes

accumulate before the climacteric stage.

Key words: fruit ripening, ethylene, pigments, gene regulation, melon
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3.1 INTRODUCTION

The ripening of climacteric fruit is regulated by the hormone ethylene. In some
species, such as melon, ethylene accumulates rapidly during the climacteric stage. The
fruit, therefore, ripen quickly and have a limited shelf life, which restricts the potential for
transport and commercial expansion (Pech et al., 1994, Latché et al., 1995, Silva, 2000).
The genetic manipulation of ethylene production is one way in which climacteric fruit
ripening can be controlled in order to increase storability (Brady, 1987, Kende, 1993,
Latché et al., 1995, Fluhr and Mattoo, 1996).

The inhibition of ripening has been achieved in transgenic tomato plants by
reducing ethylene production (reviewed by Stearns and Glick, 2003). One approach
involves the down-regulation of genes encoding key enzymes in the ethylene biosynthetic
pathway. For example, antisense constructs have been expressed to reduce the activity of
ACC synthase (Oeller et al., 1991) and ACC oxidase (Hamilton et al., 1990, Rombaldi et
al., 1996). An alternative approach is the diversion of metabolic flux away from ethylene
synthesis by overexpressing enzymes involved in ACC degradation. This has been
achieved using constructs encoding the enzymes ACC deaminase (Klee et al., 1991, Klee,
1993) and S-adenosyl methionine (SAM) hydrolase (Good et al., 1994). While such
experiments were initially restricted to tomato as a model species, similar studies have
now been performed in other fruit including melon. The first such experiment was reported
by Ayub et al. (1996), who used an antisense construct to suppress ACC oxidase gene
expression in Cantaloupe melons. In a similar approach, Peters et al. (1999) generated
four transgenic melon lines expressing an antisense ACC oxidase gene from apple.
Despite the antisense ACC oxidase gene being from apple, showing less than 100%
identity to the orthologous gene in the melon plant, one of these lines (AS3) showed
extreme inhibition of ethylene production.

In this article, we discuss the ripening characteristics of the AS3 line, which we
investigated by analyzing the pigment content, color, firmness, titratable total acidity,
soluble solids content and internal ethylene concentration of the fruit. Our analysis began
at the early stages of fruit development and continued until the late stages of maturation.
Our results con- firm that the ripening process in melon includes both ethylene-dependent
and ethylene-independent pathways, as observed by Guis et al. (1997). However, in
contrast to the data obtained by Guis and colleagues, our results indicate that organic acid

metabolism is ethylene-dependent.
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We have demonstrated that the antisense l1l-aminocyclopropane- 1-carboxylate
(ACC) oxidase gene from apple can suppress ethylene production in melons. Therefore, it
is likely that equivalent results can be now achieved in perennial species, such as apple,
which can take up to 4 years to accomplish technological responses similar to those

achieved in melon in a few months.

3.2 MATERIALS AND METHODS

3.2.1 Plant material and transformation

The AS3 transgenic melon line (Cucumis melo, L. var. cantalupensis Naudin cv.
Védrantais) contains an antisense ACC oxidase gene from apple that is constitutively
expressed under the control of the cauliflower mosaic virus (CaMV) 35S promoter (Dupille
et al.,, 1993, Barry et al., 1996). The line was generated by isolating a Hindlll restriction
fragment from clone pAP4, corresponding to the coding region of the gene and 40 bp of
untranslated region (Dong et al., 1992). This fragment was inserted in the reverse
orientation between the CaMV 35S promoter and nopaline synthase (nos) polyadenylation
site in plant transformation vector pGA643. Transformation was carried out using
Agrobacterium tumefaciens strain LBA 4404 as previously described by Peters et al.
(1999). T3 progeny of the AS3 line were cultivated in glasshouses under natural light at

approximately 25°C. Untransformed wild-type plants (WT) were used as controls.

3.2.2 Fruit ripening and analysis

Flowers were self-pollinated manually and date tagged. Only four fruit were
retained on each plant. At 20, 25, 30, 35 and 40 days after anthesis (DAA), we measured
the quantity of chlorophyll and carotenoids in the fruit, as well as the firmness, soluble
solids content, titratable acidity, color of the rind and internal ethylene concentration. The
statistical analysis (Fisher's LSD test and Duncan’s multiple range test) was performed
using the software SANEST® (Zonta and Machado, 1991).

3.2.3 Color and pigments

The b parameter, corresponding to the chromaticity (which coordinates the yellow-
blue axis in the L*-a*-b* color system) was measured with a Minolta CR-300 chromameter.
The measurements were taken from the equatorial region of melon fruit. The levels of
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chlorophyll in the rind, and the levels of carotenoids in the rind and flesh, were determined
as described by Romojaro et al. (1979) and Hill et al. (1985).

3.2.4 Firmness

Flesh firmness in cut fruit was determined using an 8-mm Effegi tester and was

recorded in Newtons (N).

3.2.5 Total soluble solids and acidity

The amount of total soluble solids in mesocarp tissue was determined by
refractometric measurement of two samples collected from each fruit, and was expressed
in °Brix (equivalent to percentage). Titratable acidity was measured by titration against
0.01M NaOH and recorded as meg. 100 g™* fw (milliequivalents per 100 g of fresh weight),
according to the method of Alavoine et al. (1988).

3.2.6 Internal ethylene concentration

The internal ethylene concentration of individual fruit was monitored on the vine as
described by Peters et al. (1999) using a method adapted from that of Saltveit (1993). The
ethylene content was determined by gas chromatography.

3.3 RESULTS

3.3.1 Carotenoid and chlorophyll levels

Carotenoids accumulated slightly faster in the rind and flesh of wild-type melons
compared to AS3 melons, but by 35 DAA there was no difference between the wild-type
and transgenic fruit (Fig. 1a and b). In wild-type melons, the chlorophyll content in the rind
decreased sharply throughout the ripening process whereas in AS3 melons the level of

chlorophyll remained high (Fig. 1c).

3.3.2 Firmness, soluble solids content and titratable acidity

The wild-type melons softened rapidly during the ripening process and to avoid
over-ripening and post harvest deterioration they were harvested 35 DAA. The AS3

melons remained firm until they were harvested 40 DAA (Fig. 1d). The soluble solids
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content increased in both wild-type and AS3 melons until 35 DAA. After that, it decreased
in wild-type melons, but remained constant in AS3 melons (Fig. 1e). The titratable acidity
decreased sharply in wild-type fruit after 25 DAA. Conversely, in AS3 melons the titratable
acidity remained high until harvest (Fig. 1f).

3.3.3 Color development in the rind and internal ethylene concentration

In wild-type melons, the b value for rind color increased sharply after 25 DAA,
reaching 34 by 40 DAA. In contrast, the b value remained constant in AS3 melons and
never exceeded 17 (Fig. 1g). The ethylene concentration in wild-type melons rose
dramatically after 25 DAA, increasing from 0.14 to 3.76 uL.L™* at 30 DAA, and reaching 4.9
uL.L™* by the harvest stage (35 DAA). After harvest, the levels of ethylene decreased
rapidly to 0.76 pL.L™*. In AS3 melons, the ethylene concentration remained consistently
low, never exceeding 0.09 pL.L™ (30 DAA) (Fig. 1h).

3.4 DISCUSSION

The carotenoid content of the rind and flesh increased in both wild-type and AS3
transgenic fruit. Carotenoid accumulation was faster in wild-type melons, but no difference
in carotenoid content was observed between control and ethylene-inhibited fruit 35 DAA.
The changes in carotenoid levels occurred well before the onset of the climacteric ripening
process in wild-type melons indicating that carotenoid synthesis is ethylene-independent.
This is in agreement with previous reports showing that pigments in fruit such as
muskmelon, apple and banana accumulate well before the onset of ethylene production
(Pech et al., 1994, Latché et al., 1995) and that the phytoene synthase gene, which
encodes an enzyme involved in the early steps of carotenoid biosynthesis, is expressed at
an early stage of fruit development (Karvouni et al., 1995). In the case of tomato, however,
there is some controversy. Some authors have shown that blocking ethylene synthesis
through the expression of antisense ACC oxidase results in the severe inhibition of
carotenoid biosynthesis (Murray et al., 1993, Gray et al., 1994), while no reduction was
found in our experiments (Rombaldi et al., 1996).

In wild-type melons, the ripening process involved a dramatic loss of chlorophyll in
the rind. In contrast, the chlorophyll content remained high in transgenic fruit (Fig. 1c). The

results are correlated with the color changes (Fig. 1g). Our data suggest that a minimum
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amount of ethylene is necessary and sufficient to initiate chlorophyll loss, prior to the
dramatic increase in ethylene content that accompanies climacteric ripening. In AS3
melons, it appears that the extremely low ethylene concentration is not sufficient to trigger
chlorophyll loss (Fig. 1c and h). Our data are consistent with a previous report
demonstrating that chlorophyll degradation is ethylene-regulated (Latché et al., 1995).
Furthermore, exposure to exogenous ethylene expedites the ripening process and
increases the rate of chlorophyll degradation (Kende, 1993).

The flesh of wild-type melons softened rapidly during ripening, however, the flesh
of the transgenic fruit remained firm (Fig. 1d). This indicates that the suppression of
ethylene production inhibited fruit softening, suggesting that cell wall disassembly is
controlled by ethylene. In transgenic tomato fruit producing low levels of ethylene, the rate
of softening was similar to that of wild-type fruit during ripening but was retarded during the
over-ripening phase (Klee, 1993, Murray et al., 1993). Differences between melon and
tomato could reflect the relatively high levels of residual ethylene (3-10 pL.L™) in
transgenic tomatoes compared to the levels found in our melons (0.05-0.09 pL.L™). In
wild-type melons, as in the case of chlorophyll loss, the firmness started to decrease while
the ethylene level was still very low, between 20 and 25 DAA. This suggests that even a
small amount of ethylene is suf- ficient to induce fruit softening. However, the results
obtained with AS3 melons suggest these fruit contain such a low level of ethylene that the
softening process is not initiated.

The soluble solids content is an important sensory attribute of melons. In this
study, after the peduncular abscission zone of the wild-type plants gave way (~30-32
DAA) the soluble solids content started to decrease (Fig. 1e). In contrast, the transgenic
fruit remained attached to the vine until more than 40 DAA and the soluble solids content
continued to increase until harvest. Moreover, the AS3 plants remained green, sprouting
and flowering for over 160 days after germination while the wild-type plants started to
become senescent at approximately 135 days after germination (data not show). It was
evident that a reduction in ethylene synthesis affected not only fruit formation but also the
development cycle of the plant. In order to avoid over-ripening and post harvest
deterioration, wild-type fruit are commercially harvested when they reach 11°Brix, 30 DAA
(Fig 1e). Since the AS3 fruit can be harvested later than 35 DAA without the risk of over-
ripening and fruit abscission, they can accumulate larger amounts of sugar (the major

component of soluble solids in melon) and therefore gain weight.
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Figure. 1. Characterization of ripening behaviour in wild-type and transgenic melons (C. melo, L. var.
cantalupensis Naudin cv. V’edrantais). The transgenic melons (AS3) express an antisense 1-
aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) oxidase gene from apple. The results, means of three replicates,
were compared using Duncan’s test. Results for wild-type and AS3 melons, for the same number of days
after anthesis (DAA), do not differ from each other (P > 0.01) if the upper case letter on the top of the
columns is the same. Results for wild-type melons, on different DAA, do not differ from each other (P > 0.01)
if the bold lower case letter on the top of the columns is the same. Results for AS3 melons, on different DAA,
do not differ from each other (P > 0.01) if the lower case letter on the top of the columns is the same. Due to
over ripening of the fruits, some results are not available for wild-type melons 40 DAA.
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In wild-type fruit, we observed sharp decrease in titratable acidity after 25 DAA, but
the titratable acidity remained high in AS3 fruit (Fig. 1f). The titratable acidity and ethylene
concentration (Fig. 1h) show an inverse relationship. The sharp increase in ethylene
concentration in wild-type melons after 25 DAA corresponds perfectly to the sharp
decrease observed in the titratable acidity over the same period. In AS3 melons, where the
ethylene concentration was always low (0.09 pL.L™), the titratable acidity remained
consistently high. This suggests that organic acid metabolism in melon fruit is an ethylene-
dependent process. Guis et al. (1997) similarly observed a sharp decrease in titratable
acidy in wild-type melons, but they found the same trend in transgenic melons with a low
ethylene concentration (<0.5 pL.L™). This led them to conclude that organic acid
accumulation and/or degradation are ethylene-independent processes. It is likely that the
ethylene concentration in the transgenic melons studied by Guis and colleagues was not
low enough to prevent the net reduction in organic acids.

Internal ethylene levels in the AS3 transgenic fruit remained very low during
ripening (£0.09 pL.L™). In contrast, ethylene levels in wild-type fruit showed a dramatic
increase characteristic of the respiratory burst in climacteric ripening (Fig. 1h). Upon
harvesting at 30—32 DAA, there was no further increase in the internal ethylene content of
transgenic melons (data not shown).

We have presented a comprehensive comparative analysis of ripening behavior in
wild-type melons and transgenic melons constitutively expressing an antisense ACC
oxidase construct. This study provides data that can be used to discriminate between
ethylene-regulated and ethylene-independent ripening pathways. The loss of chlorophyll in
the rind, softening of the flesh, reduction of acidity and maturation of the peduncular
abscission zone are inhibited in transgenic fruit, indicating that these processes are
ethylene dependent. In contrast, the accumulation of carotenoids and soluble solids occurs
as normal in the transgenic fruit indicating that these processes are not significantly

influenced by ethylene.
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4 ARTIGO “II” (projecto)

ETILENO E CITOCININAS NA SINTESE DE ESTERES EM MELOES ‘CANTALOUPE’,
TRANSFORMADOS GENETICAMENTE COM UM CLONE DA ACC OXIDASE DE
MACA EM ORIENTACAO ANTISENSE

Lucchetta, L., Zanuzo, M. R., Pegoraro, C., Ferrareze, J., Dal Cero, J., Silva, J.A., Nora, L.,
Latche, A., Pech, J.C., Rombaldi, C.V.

UFPel/FAEM, Depto. Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial — Campus Universitario, Caixa
Postal 354 — CEP 90010900 Pelotas — RS

RESUMO

Meldes ‘Cantaloupe’ ‘Vedrantais’ transformados com um clone da ACC oxidase de
maca ‘Royal Gala’, em orientacdo antisense, apresentaram maior conservabilidade, mas
houve significa reducdo na producdo de compostos volateis em relacdo aos nao
transformados. Além disso, ocorreram alteracdes fenotipicas dessas plantas (AS3), com
destaque para a menor senescéncia de folhas e maior emissédo de brotacées. Buscando
confirmar a hipotese de que a sintese de compostos volateis é evento etileno-dependente,
aplicou-se etileno nos frutos AS3. Entretanto, a reverséo do processo foi apenas parcial,
ou seja, ndo houve total recuperacéo da producdo de compostos volateis, diferentemente
de trabalhos precedentes com outros frutos. Buscando verificar se a baixa producédo de
compostos volateis estava relacionada a ndo inducdo de uma das principais enzimas da
via de biossintese de compostos volateis, a Alcool Acil Tranferase (AAT), monitorou-se a
expressdo por RT-PCR e western blot. Foi demonstrado que ha transcricdo dos
respectivos mMRNAs (RT-PCR), e ha a traducéo da proteina (western blot), sugerindo que
ndo € essa a causa da baixa producdo de compostos volateis. Como as plantas AS3
apresentaram alteracdes de fendtipo compativeis com respostas a acao de citocininas,
buscou-se monitorar a concentragcdo desse fitormdnio nos meldes AS3 e nao
transformados. Foram detectadas concentracdes entre 4 e 6 vezes maiores de zeatina e

zeatina ribose na polpa e na casca de meldes AS3 do que em melbes ndo transformados.
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Esse resultado sugere que a elevada reducédo da producdo de etileno nos melées AS3
resultou em alteracdes no ciclo vegetativo da planta, favorecendo a sintese de citocininas,

conhecidas como retardadoras da senescéncia e de respostas ao etileno.

Palavras-chave: frutos, maturacéo, ésteres, zeatina, zeatina ribose, alcool acil tranferase

ABSTRACT

ETHYLENE AND CYTOKININS IN THE ESTER SYNTHESYS IN ‘CANTALOUPE’
MELON TRANSFORMED WITH AN ANTISENSE ACC OXIDASE GENE FROM APPLE

Transgenic melon (Cucumis melo L. var. cantalupensis Naudin cv. Védrantais)
containing an antisense ACC oxidase gene from ‘Royal Gala’ apple constitutively
expressed under the control of the cauliflower mosaic virus (CaMV) 35S promoter was
superior than untransformed melon in terms of postharvest preservation. However,
significant reduction in the production of volatile compounds occurred. Besides, the
transgenic melon (AS3) plants were phenotypically different, noticeably by the delay in the
senescence of the leaves and increased emission of shoots. In order to confirm the
hypothesis that synthesis of volatile compouds is an ethylene-dependent event, ethylene
was applied to AS3 fruit. However, we observed that the stagnation in the ripening process
was only partially reversed, as the production of volatiie compounds was not fully
recovered. Aiming to confirm the hypothesis that low production of volatile compounds is
related to noninduction of an essential enzyme in the biosynthesis of volatiles compounds,
an alcohol acyltransferase (AAT), the expression of this enzyme was monitored by RT-
PCR and western blot. However, as the transcription of mMRNAs and translation of proteins
from the AAT was confirmed, this hypothesis was ruled out. As the AS3 plants showed
phenotype changes that resemble responses to cytokinins, the concentration of this
phytohormone was monitored in both AS3 and untransformed melon. The concentration of
zeatin and zeatin ribose in the skin and pulp of AS3 melon was 4 to 6 fold higher than in
untransformed melon. This result suggest that reduction of ethylene production in AS3
melon induced changes in the vegetative cycle of the plant, favouring the synthesis of

cytokinins, known as retardants of ethylene response and senescence.

Keywords: fruit, ripening, esters, zeatin, zeatin ribose, alcohol acyltransferase.
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4.1 INTRODUCAO

Visando prolongar o periodo de conservagdo de meldes ‘Cantaloupe’ Ayub et al.
(1996) e Silva et al. (2004), realizaram transformacdes genéticas dessa espécie visando a
reducdo da producéo de etileno. Ayub et al. (1996) utilizaram um clone da ACC oxidase
do préprio meloeiro (pMEL 1), previamente isolado e caracterizado por Balagué et al.
(1993). Ja, Silva et al. (2004) utilizaram o clone pAP4, isolado de macéd ‘Royal Gala’ em
estadio climatérico de maturacao.

Ao analisarem-se os frutos provenientes desses transformantes, verificou-se que,
nos dois casos (Ayub et al., 1996, Silva et al., 2004) houve significativa reducao da
producdo de etileno, maior preservacédo da firmeza de polpa e de clorofilas na casca, e
prolongamento da vida de prateleira. Além disso, verificou-se que a sintese de compostos
carotendides nédo foi afetada pela transformacdo genética. Porém, Silva et al. (2004),
verificaram que o ciclo de maturacao dos frutos de plantas transgénicas prolongou-se, em
média, em 10 dias, favorecendo o maior acimulo de aglcares, em média, 2,5°Brix acima
daquele detectado em meldes ndo transformados. Além disso, observaram alteracdes
fenotipicas significativas, como por exemplo, prolongamento do ciclo vegetativo, aumento
da massa dos frutos, aumento de brotacdes laterais e menor senescéncia de folhas na
base da planta. Esse comportamento ndo foi descrito nos estudos precedentes de Ayub
et al. (1996) e Bauchot et al. (1998).

A intensidade aromética foi significativamente reduzida nos meldes transgénicos
obtidos por Ayub et al. (1996) e também estudados por Bauchot et al. (1998), bem como
obtidos por Silva et al. (2004). Bauchot et al. (1998) trataram os meldes transgénicos com
etileno, tendo havido restauro da intensidade aromatica pelo aumento da producdo de
compostos volateis. Houve, também, inducdo do amarelecimento da casca, da formacéo
de halo de abscisdo e do amolecimento da polpa. Em estudos complementares, Flores et
al. (2002) e Yahyaoui et al. (2002), verificaram que o restabelecimento da producdo de
compostos volateis, em particular os ésteres, foi consequéncia da inducdo da sintese de
alcool acil transferases (AAT), enzimas-chave na via de biossintese desses compostos.
Quatro clones de AAT (Cm-AAT1, Cm-AAT2, Cm-AAT3 e Cm-AAT4) foram isolados e
parcialmente caracterizados em meldes, sendo Cm-AAT1 e Cm-AAT4 mais fortemente
expressas durante a maturacdo e sob a acdo do etileno (Yahyaoui et al.,, 2002, El-
Sharkawy et al., 2005).
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Porém, em ensaios preliminares com meldes transformados com o clone pAP4
antisense, denominados AS3, verificou-se que as respostas a aplicacdo de etileno foram
distintas daquelas observadas por Bauchot et al. (1998), Flores et al. (2002) e Yahyaoui et
al. (2002), ou seja, ndo houve o completo restabelecimento da maturacdo, com destaque
para a ndo restauracdo da intensidade aromatica, embora as condi¢cbes de tratamento
com etileno tenham sido similares as descritas por esses autores.

Baseando-se nas caracteristicas morfolégicas dos meloeiros transgénicos obtidos
por Silva et al. (2004), nos quais observou-se em cultivos sucessivos que 0 ciclo
vegetativo € mais prolongado e o volume radicular € mais expressivo, emitiu-se a hipotese
de que, provavelmente, essas alteracbes pudessem estar associadas a sintese de
citocininas. Essa hipotese é baseada em estudos que demonstram que condi¢cdes de
manejo pré-colheita que estimulem a sintese de citocininas (Hedden & Philips, 2000) ou a
aplicacao desse fitoregulador apds a colheita reduzem a velocidade de senescéncia (Tian
et al. 1995, Downs et al. 1997). Essa hipdtese também é embasada nos trabalhos de
Chen et al., (2001) que transformaram brécolis com um clone da isopentinil tranferase (ipt)
e observaram que as inflorescéncias preservaram a coloracdo esverdeada por maior
periodo de tempo do que os nédo transformados. Outras transformacgcdes com ipt, onde se
aumentou a producdo de citocininas, houve retardo da senescéncia foliar e aumento do
acumulo de acgucares, como é o caso da alface (MacCabe et al.,, 2001), aumento da
matéria seca no tabaco (Hedden & Philips, 2000) e aumento do nimero de frutos no caso
do tomate (Martineau et al. 1995). A praticamente inexisténcia de relatos similares em
frutos sugere a necessidade de estudarem-se as possiveis inter-relacbes entre as
mudancas ocorridas com a reducéo significativa da producdo de etileno (maior do que
99%), com a biosintese de citocininas e o comportamento pos-colheita dos meldes.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Material vegetal

Neste trabalho foram usados meldes Cantaloupe (Cucumis melo var.
Cantalupensis, Naud cv.Vedrantais) nao transformados (NT) e transformados com clone
pAP4 ACC oxidase antisense (AS3) (Silva et al., 2004). Os meloeiros foram cultivados em
casa de vegetacdo de acordo com as normas de biosseguranca estabelecidos pela
CTNBiIo (Brasil) seguindo os padrdes de cultivo desse fruto. As flores foram polinizadas a
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mao e identificadas. Os frutos NT foram colhidos 32 dias ap6s a polinizacdo (DAP) e os
frutos AS3, em funcado do retardo de maturacado, 42 DAP, sendo imediatamente realizado
o tratamento com etileno (500 pL.L™) por 24, 48 e 120 h em frascos de 7,2 L. As raizes
foram coletadas imediatamente apds a colheita do segundo fruto em cada planta. As

amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C.

4.2.2 Anélise do etileno

Para determinar a producdo de etileno, os meldes foram pesados e
acondicionados em frascos de 7,2 L a uma temperatura de 23+3 °C. Depois de 30 min, 1
mL do gas existente dentro do frasco, foi utilizado para analise em cromatografo gasoso
(Varian® 3300). Os tratamentos eram realizados em trés repeticoes e o resultado expresso

em nL de etileno.g*.h™.

4.2.3 RT-PCR da ACC oxidase e Cm-AAT

O RNA total foi extraido de 50 mg de polpa de meldo congelada com tampé&o
TRIZOL® Reagent (Invitrogen). O cDNA foi sintetizado a partir de 1 pg do RNA total
(tratado com DNAse) usando poli T como primer e o Kit SuperScript™ First-Strand System
for RT-PCR (Invitrogen). A reacgao foi finalizada a 70 °C por 10 min, e tratada com RNAse
H. Os primers Forward (F) e reverse (R) usados para o PCR foram os seguintes: para Cm-
AATL (F 5 -GTGATGGTGTGAGTCACACTGTTC-3" e R 5-CGACCAGCAAGGTCCAAAC-
3, John,.1997), para B-Actin (F - 5-GGAAACAATGCAAACCATCG-3 e R - 5-
CCCTAATGGTATGTCGATC-3’, Bouquin et al.,, 1997) e para ACC oxidase (F -5-
AAGGATCCGCACAAACCAAATCTTGTAC-3 e R - 5'-
AAGGATCCTAAGCTGAAAGTGAATTTAAATTA-3’, Lassere et al.,, 1996). As condicbes
de PCR foram as seguintes: 35 ciclos a 95 °C por 30 s (2 min para o primeiro ciclo), 47 °C
por 1 min para Cm-AAT e 53 °C para B-Actin e ACC oxidase, e 72 °C por 1min (5 min para

0 ultimo ciclo).

4.2.4 Compostos voléteis

Todas as andlises foram realizadas através de cromatégrafo gasoso HP5890
acoplado a um espectrometro de massa Hewlett-Packard 5972 de acordo com o descrito

por Bauchot et al., (1998). Os compostos volateis foram identificados por comparacao de
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cado espectro de massa de compostos auténticos e/ou com colecdo de referéncia do
aparelho (NIST/ EPA/NIH Mass Spectral database).

4.2 5 Western Blot

Aa proteinas totais foram extraidas de 4g de polpa de meldo congelada e
macerada com nitrogénio liquido. A esse homogeneizado adicionou-se 1 volume (4 mL)
de tampéo (250 mM de Tris—HCI, pH 7,5, contendo 1 mM DTT), e centrifugou-se a 40.000
g por 20 min. O sobrenadante foi recuperado e saturado com 80 % de sulfato de amoénia
(w/v) (NH4)SO4. O extrato saturado foi novamente centrifugado a 40.000 g por 20 min, o
pellet foi recuperado (proteinas concentradas) com tampao fosfato de sédio (fosfato de
sédio 50 mM pH 7.5, 10% v/v Glycerol, 300 mM NaCl e contendo 2 mM -
Mercaptoethanol), dessalinizado em coluna de Sephadex® G-25 (Pharmacia) e eluido com
0 mesmo tampao, fosfato de sdodio.

As proteinas (20ug por amostra) foram separadas em SDS-PAGE e transferidas
para membrana de nitrocelulose. A membrana foi bloqueada com TTBS 1x (25 mM Tris-
HCI, pH 7,0, 125 mM NaCl, e 0,1 % Tween-20) contendo 5 % de leite desnatado, lavou-se
trés vezes com TTBS 1x e incubou-se com um anticorpo policlonal (1:2.000), produzido
em coelho, por 3 h a temperatura ambiente. Para a obtencdo dos anticorpos policlonais,
primeiramente desenhou-se a sequéncia de um epitopo concenso (NPSLEGRDPVKVIK)
comuns a Cm-AAT1 e Cm-AAT2. Foi sintetizado o peptideo, em seguida cortado com KLH
e injetado em um coelho, de onde obteve-se 0 soro com os anticorpos. Os anticorpos
foram obtidos pelo “Laboratoire Génomique et Biotechnologie des Fruits” (Toulouse-
France) e EUROGENTEC (Bélgica).

A membrana foi lavada com TTBS 1x por trés vezes e incubada com um
anticorpo secundario, anti-rabbit IgG-HRP conjugado (1:3.000). Finalmente a membrana
foi lavada trés vezes TTBS 1x e realizou-se a revelacao e/ou deteccdo com ECL® system

(Amersham).

4.2.6 Zeatina e Zeatina ribose em casca e polpa

A separacdo da Zeatina (Z) e Zeatina ribose (ZR) em HPLC, e a enzima
imunoensaio de Z e ZR foram realizadas de acordo com Zieslin & Algom (2004). As
amostras de casca e polpa de NT e AS3 foram maceradas em nitrogénio liquido, e as
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citocininas foram extraidas em etanol 100% por 30 min. Posteriormente, foram
adicionados 9 volumes de acetato de aménio 40 mM (pH 6,5), filtrado com filtro 0,22 um
Milipore® filter e purificado em coluna contendo polyvinylpolypyrrolidone (PVPP). As
citocininas eluidas foram separadas por HPLC em uma coluna ET 250/4 Nucleasil 150-5
C1s com detector Varian® UV a 254 nm. As fracdes contendo citocininas foram submetidas
a uma deteccdo imunoquimica, usando anticorpos monoclonais contra Z e ZR. Os
anticorpos sao reativos com as bases livres, 9-glucoside and 9-ribosides. A quantidade de
citocininas foi expressa em ng de Z ou ZR.g™* de massa fresca (mF). Como controle

técnico foi usado moléculas padrées de Z e ZR (Sigma®).

4.3 RESULTADOS

Ao estudar-se a expressdao de mRNAs da ACC oxidase de meldes, verificou-se
fraca expressdao em meldes AS3 (figure 1A). A aplicacdo de etileno nos melbes AS3
induziu a transcricdo, observado nos niveis de expressdo 24 h e 48 horas sob a a¢édo do
etileno (Figure 1A). A exposicdo por periodos mais prolongados (120 h) resultou em

diminuicdo da quantidade de transcritos.

Figura 1 — Andlise de RT-PCR de ACC oxidase (A), alcool acil transferase (B) e B-Actin
(C). (A) Coluna 1 a 4 — meldes AS3 tratados com etileno por 0 h, 24 h, 48 h e 120 h,
respectivamente, (B and C) Coluna 1 — meldes néo transformados, coluna 2 a 5 — melbdes
AS3 tratados com etileno por 0 h, 24 h, 48 h e 120 h, respectivamente.
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Figura 2 — Imunodetec¢cdo de proteinas em polpas de meldes NT and AS3. Coluna 1-
Marcador de proteina, Coluna 2— proteinas de meldo AS3, Coluna 3- proteinas de melao
NT, Colunas- 4, 5 e 6 proteinas de melao AS3 tratados com etileno por 24h, 48h e 120h,
respectivamente.

Tabela 1 — Producdo de compostos volateis e etileno em melbes NT e AS3, tratados e
néo tratados com etileno.

Compostos AS + AS +
(ng.g de fruto™) NT AS Etileno 24h Etileno 120h
Ethyl acetate 140 8 12 41
2-Methylpropyl acetate 49 2 4 30
1-Butyl acetate 78 8 25
2-Methyl-1-butyl acetate 180 8 16 25
1-Hexyl acetate 45 8 10
2-Phenyletyl acetate 40 2 5 9
Methyl propanoate 14 5 6 6
Ethyl propanoate 36 10 tr tr
Methyl butanoate 2 2 4 5
Ethyl butanoate 87 10 4 12
2-methylethyl butanoate 19 8 tr 2
Producéao de etileno
60 0,5 32 10

(nL.h't.g™)
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Quando analisou-se a transcricdo de mRNAs de Cm-AAT1, verificou-se que €
fortemente expresso em meldes NT e fracamente expresso em meldes AS3 (Figura 1B).
Esse comportamento € coerente com o fato desse clone ser induzido durante a maturacéo
e sob a acao do etileno (Flores et al., 2002) a semelhanca do que ocorre com o clone
PMEL da ACC oxidase (Lassere et al., 1996). A aplicacdo de etileno nos meldes AS3
induziu a transcricdo do Cm-AAT1, obtendo-se elevados niveis de expressdo de mRNAs
desse clone, atingindo niveis similares aos dos mel6es NT 24 h sob a acdo do etileno,
mantendo esses niveis elevados até o final do ensaio (Figura 1B ). Como controle técnico
da reacao utilizou-se a expressao constitutiva do gene da B-actina de melédo (Figura 1C),
permitindo validar os resultados da expressao diferencial da Cm-AAT1 entre melées nao
tranformados e AS3, bem como frente a aplicacdo de etileno nos melées AS3.

Como o objetivo de monitorar a expressao de proteinas da AAT realizou-se western
blot, a partir de melbes AS3 tratados com etileno (Figura 2). Por essa técnica, verificou-se
gue meldes AS3 apresentaram menor intensidade de bandas (Figura 2, coluna 2)do que
nos meldes nado transformados (Figura 2, coluna 3). A aplicacdo de etileno, além de ter
induzido a sintese de mRNAs (Figura 1B), resultou na traducao dessa proteina, obtendo-
se bandas de intensidades semelhantes aos de frutos néo transformados (Figura 2,
colunas de 4 a 6). A massa molecular aparente de 50 kDa € coerente com o descrito por
Duradeva et al. (1998), Aharoni et al. (2000), D’Auria et al. (2002), Shalit et al. (2003),
Souleyre et al. (2005), que caraterizaram outras isoformas, citando que essas proteinas,
em condi¢des desnaturantes, tém, em meédia, 53 a 58kDa.

Por outro lado, a producdo de compostos volateis em meldes AS3 nao foi
restaurada com a suplementacdo com etileno (Tabela 1). A aplicacdo desse hormdénio
induziu a transcricdo do Cm-AAT1 (Figura 1A), a traducdo de AAT (Figura 2), mas nao
houve a resposta esperada no que concerne a producdo de compostos volateis (Tabela
1), contrariamente aos resultados de Flores et al., (2002).

Com o objetivo de verificar a possivel interferéncia da reducdo da producédo de
etileno no acumulo de citocininas e sua possivel relacdo com as respostas a aplicacdo de
etileno, determinou-se o teor de zeatina (Z) e zeatina ribose (ZR) na polpa e na casca dos
frutos (Tabela 2). Dessa avaliacdo, ficou evidente que nos meldes AS3, o teor das
citocininas estudadas é significativamente superior ao detectado nos meldes NT, em
média 4 a 6 vezes maior. Além disso, o teor de citocininas € maior na casca do que na

polpa, tanto para melées AS3 quanto para os NT.
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Como o orgdo responsavel pela sintese de citocininas sdo as raizes, a
determinacdo da massa radicular de plantas AS e NT, constitui-se numa boa variavel que
possa explicar as diferencas de concentracdes de citocinina. Nessa avaliacdo, verificou-se
gue a massa de raizes das palntas AS3 em torno de 40% superior aquelas dos meldes
NT.

Tabela 2 — Teor de citocininas (Z e ZR) na casca e polpa, e massa radicular de meldes
AS3 nao tranformados (NT).

Citocinias (mf) Massa
Meloeiros Z ZR (g/planta, mf) (g/planta, ms)
(ng.g™) (ng.g™)
Raizes - - 125 48
NT Casca 5,0241,25 6,23+1,58 nd nd
Polpa 2,52+1,07 5,25+2,01 nd Nd
Raizes - - 175 71
AS3 Casca 21,01+3,25 36,84+3,69 nd nd
Polpa 8,25+2,05 30,63%4,25 nd nd

Nd. Nao determinado.

4.4 DISCUSSAO

A diminuicdo da producédo de etileno em plantas transgénicas nas quais reduziu-
se a expresséao de genes da ACC oxidase (Hamilton et al., 1990, Ayub et al., 1996, Silva
et al., 2004) melhorou a conservabilidade dos frutos. Mas, o fato de ter-se alterado o
metabolismo do etileno, alteragcdes causadas pela acdo do etileno, também foram
modificadas. Por exemplo, na maioria desses trabalhos verificou-se menor degradagéo de
clorofilas, ndo formacdo do halo de absciséo, retardamento da senescéncia de folhas,
menor amolecimento da polpa e menor sintese de compostos volateis (Ayub et al., 1996,
Bauchot et al., Silva et al., 2004). Porém, Flores et al. (2002) demonstraram que 0O
tratamento dos frutos com etileno restabelece o amadurecimento. Entretando, essa
situacdo nado foi confirmada nos melbes AS3 obtidos por Silva et al. (2004). Neste
trabalho, Silva et al. (2004), confirmou-se que a transformac&o genética do meloeiro com

o clone pAP4 antisense praticamente suprimiu a transcricdo do principal clone da ACC
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oxidase expresso durante a maturacao dessa espécie, denominado pMEL1 (Figura 1A).
Como consequéncia obteve-se uma reducéo na producao de etileno superior a 99%, mas
os frutos tornaram-se menos aromaticos. Para melhor compreender esse evento,
guantificaram-se os principais compostos volateis desse fruto, a semelhanca do que ja
havia sido feito por Bauchot et al. (1998). Esses frutos, quando nao transformados, sao
altamente produtores de ésteres. Com a reducdo da producdo de etileno pela
transformacédo genética houve significativa redugcdo da sintese desses compostos, 0 que
explica o comportamento de menor intensidade aromatica previamente citada (Bauchot et
al., 1998, Yahyaoui et al., 2002, Silva et al., 2004).

Esperava-se que com a aplicacdo de etileno se restaurasse a producdo de
compostos volateis, como ocorreu nos trabalho de Flores et al. (2002) e de Bauchot et al.
(1998). Essa resposta ocorreu apenas parcialmente, tendo-se recuperado em torno de
30% dos compostos volateis, mesmo com a manutencdo dos frutos durante 120h sob a
acao do etileno (Tabela 2). Esse comportamento ndo é resultado de falhas no tratamento
com etileno, j& que empregaram-se, além das condi¢cdes descritas por outros autores
(Bauchot et al., 1998, Yahyaoui et al. 2002, Flores et al., 2002) outras concentracdes e
tempos de exposicdo ao etileno, sem melhoria nas respostas (dados ndo apresentados).

Com o intuito de desvendar as possiveis causas desse comportamento, buscou-se
verificar se a aplicagao do etileno induziria ou ndo a expressao de enzimas-chave da via
de biossintese do proprio hormoénio, a ACC oxidase, e de ésteres, a Cm-AAT1. Ao
monitorarem-se a expressdo MRNAs desses genes verificou-se que houve estimulo a
transcricdo (Figuras 1), resultados semelhantes a Yahyaoui et al. (2002). No caso da Cm-
AAT1 realizou-se avaliagcdo complementar, por western blot, pelo qual p0s-se em
evidéncia a inducdo da traducéo dessa proteina sob a acao do etileno (figura 2). Mesmo
assim, nao houve restauro da producdo de compostos volateis nos patamares dos meldes
nado transformados (Tabela 1). Uma das hipoteses provaveis desse comportamento € de
gue possa ter havido controle do processo em fases pos-transcricionais, e/ou pela
reducdo da velocidade de outras vias metabdlicas responsaveis pela producdo de
substratos para essa enzima, ou seja, reducdo de disponibilidade de acil CoA, acidos
organicos, aldeidos ou alcoois, provindos da degradacdo de acidos graxos e/ou
aminoacidos (Song & Bangerth, 2003, Fellman et al., 2000). Como, de modo geral, 0
metabolismo fica reduzido com a reducdo da producédo de etileno, acredita-se que a
degradacédo das reservas, gerando substratos para eventos fisioldgicos do metabolismo

secundario seja afetada (Baldwin et al., 2000, Bauchot et al., 1998). Além disso, ainda néo
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estd esclarecido o efeito do etileno no processo de reciclagem de CoA-SH, produto
resultante da reacdo de formacéo de ésteres pela acdo de AATs. Essa hip6tese nao foi
testada neste trabalho.

O fato das plantas AS3 apresentarem alteracdes fenotipicas marcantes como
menor senescéncia de folhas, a maior brotacdo lateral e o maior ciclo de maturacédo dos
frutos, pressupde que se tenha alterado as interacfes entre hormdnios, afetando a
sensibilidade ao etileno. E conhecido, por exemplo, que em brdcolis (Chen et al., 2001) e
tomateiro (Martineau et al. 1995) onde induziu-se o incremento da concentracado de
citocininas houve interferéncia significativa nas respostas ao etileno. Mais
detalhadamente, foi observado que o manejo do aporte hidrico pode estimular a emisséo
de raizes e incrementar a sintese e translocacao de citocininas, reduzindo as respostas ao
etileno e reduzindo a senescéncia de folhas e flores (Chang et al., 2003, Hedden &
Philips, 2000, Martineau et al. 1995). Adicionalmente, foi verificado que a aplicacao
exdgena de citocinina em brécolis reduziu as respostas ao etileno, contribuindo para a
melhor preservacdo da coloracdo esverdeada (Tian et al. 1995, Downs et al. 1997).
Embora o mecanismo fisiolégico ndo tenha sido descrito, os autores relacionam o
incremento da sintese e/ou do acumulo de citocininas com o prolongamento da vida de
prateleira. Em funcdo desse conhecimento, e por ter-se observado que plantas AS3
apresentavam maior ciclo vegetativo e maior massa radicular (Tabela 2), buscou-se
avaliar a concentracdo de citocininas na polpa e casca de meldes NT e AS3. A hipétese
foi confirmada, ou seja, ha uma maior concentracao de citocininas na casca e na polpa de
frutos AS3. Em média, na casca de meldes AS3 ha, em média, 400% e 600% mais Z e
ZR, respectivamente, do que na de meldes NT. Na polpa, essa diferenca € menor,
passando para 320% e 580%, respectivamente, para Z e ZR. Esses resultados, embora
nao relacionem causa-efeitos, corroboram com os previamente obtidos por Martineau et
al. (1995), sugerindo que a significativa reducdo da producdo de etileno, além de ter
prolongado a vida de prateleira dos meldes, prolongou o ciclo vegetativo das plantas,
estimulando uma maior emissdo de raizes, e em consequéncia, maior sintese e acumulo

de citocininas, reduzindo as respostas a aplicacdo do etileno.
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ABSTRACT: Alcohol acyltransferases (AAT) play a key role in the biosynthesis of ester
aroma volatiles in fruit. Three ripening-specific recombinant AATs of cantaloupe
Charentais melon fruit (Cm-AAT1, Cm- AAT3, and Cm-AAT4) are capable of synthesizing
thioether esters with Cm-AAT1 being by far the most active. All proteins, as well as AAT(S)
extracted from melon fruit, are active as tetramers of around 200 kDa. Kinetic analysis
demonstrated that CoA-SH, a product of the reaction, is an activator at low concentrations
and an inhibitor at higher concentrations. This was confirmed by the addition of
phosphotransacetylase at various concentrations, capable of modulating the level of CoA-
SH in the reaction medium. Site-directed mutagenesis of some amino acids that were
specific to the Cm- AAT sequences into amino acids that were consensus to other
characterized AATSs greatly affected the selectivity of the original protein and the number of

esters produced.
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5.1 INTRODUCTION

Fruit aroma is a complex mixture of a wide range of compounds among which
volatile esters represent a major contribution to the odor of many fruits [apple and pear (1),
banana (2), pineapple (3), and strawberry (4)]. In cantaloupes a large majority of
compounds identified were alcohols, aldehydes, ketones, esters, and sulfur-containing
compounds (5, 6). Sulfurcontaining\ esters often contribute to the typical aromatic note of
melons. For instance, ethyl (methylthio)acetate, has been considered by Buttery et al. (7)
to be responsible for a specific note of honeydew melons (Cucumis melo var. inodorus).
Several authors have identified a number of sulfur compounds in the aroma profile of
muskmelon (C. melo var. reticulatus) that include mainly sulfur esters (8-10). Some sulfur-
containing esters such as ethyl (methylthio)acetate, ethyl 3-(methylthio)- propanoate, and
3-(methylthio)propyl acetate have high odor values and strongly contribute to the overall
aroma perception of ripe fruit (11, 12), and ethyl 3-(methylthio)propanoate has a typical
aroma note of melon (8).

Esters are synthesized from alcohols and acyl-CoAs through the action of alcohol
acyltransferases (AATSs) (13). AAT activity as been measured in a number of fruits [banana
(14), apple (15), strawberry (16), melon (17), and grape (18)]. On some occasions, the
catalytic properties of the enzyme(s) have been determined after partial purification (19). In
recent years genes encoding AATs have been isolated and characterized from cultivated
strawberry (20), wild strawberry and banana (21), melon (22), apple (23), and grapes (18).
In melon at least three genes encoding AATs have been characterized that show
fruitspecific and ethylene-dependent expression (24). Proteins encoded by the three genes
show differential substrate preference and are, therefore, considered to be participating in
different notes of the aroma of melon. However, so far, none of the recombinant proteins
have been tested for their capacity to produce sulfur esters despite the strong importance
of these compounds in the odor of melon and other fruits. The only demonstration of the
capacity of AATs to synthesize sulfurcontaining esters arises from studies on protein
extracts of intact fruit. Shalit et al. (25) showed production of 3-(methylthio)- propyl acetate

by protein from crude extract of melon.
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In this paper, we have produced recombinant proteins by expressing the three Cm-
AAT genes in the yeast and have purified the proteins by affinity chromatography. This has
allowed the study of the biochemical characteristics of the three recombinant proteins.
Because no information was available on the proteins and genes participating in the
biosynthesis of sulfurcontaining esters, we have first evaluated the capacity of the three
Cm-AAT proteins to produce such compounds. Other biochemical characteristics of the
proteins have been determined, particularly the molecular weight and kinetics properties.
Large variations exist in the evaluation of the size of the protein going from 400 kDa in
melon (17) to 70 kDa in partially purified AAT of strawberry (16) and to 53-58 kDa in
various recombinant AATs (20, 23, 26-28). So far, the kinetic properties of fruit AATS,
whether native or recombinant, have been studied without considering a feedback role of
the CoASH liberated by the reaction. In this work, we demonstrate that CoA-SH can have
stimulatory or inhibitory effect in vitro depending on the concentration, and this greatly
influences the kinetic properties of the enzymes. Our previous data (24) had demonstrated
the crucial role of a single amino acid, threonine, in enzyme activity. Here we extend our
study to the search of the role of amino acids that are specific to each of the melon
sequences as compared to other active plant AATs. Site-directed mutagenesis has been
used to replace these amino acids by their consensus counterparts to evaluate the impact

of these amino acids on the specificity and substrate preferences of the enzymes.

5.2 MATERIAL AND METHODS

5.2.1 Expression of Cm-AAT in Yeast and Purification of the Recombinant
Proteins.

All Cm-AAT cDNAs were cloned in the pYES2.1 TOPO-TA cloning vector for
regulated protein expression in yeast as described in El-Sharkawy et al. (24). Cells were
collected by centrifugation (1800 g, 10 min at room temperature) from 50 mL of yeast
cultures induced with galactose and resuspended in buffer A (50 mM sodium phosphate
pH 7.5, 10% vl/v glycerol, 0.3 M NaCl) containing 2 mM B-mercaptoethanol. The cells were
mechanically ground in liquid nitrogen for 2 min and stored at -80°C until needed. To
extract AAT enzyme, the powder was thawed and centrifuged at 45 000 g for 20 min at

4°C. The crude extract obtained was purified by an affinity column designed to purify
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polyhistidine-tagged proteins (BD Talon Metal Affinity, BD Biosciences), according to the

manufacturer protocol. Proteins were quantified according to Bradford (29).

5.2.2 AAT Enzyme Activity Assay

Cm-AAT activity of recombinant proteins or crude proteins extracts of melon fruit
(Yahyaoui et al., 2002) was assayed in 500 pL total volume containing 70 uL of purified
protein (10-15 pg), 2 mM alcohol, 250 uM acyl-CoA and adjusted to final volume with
buffer B (Tris-HClI 50 mM pH 7.5, 10% v/v glycerol, 1 mM DTT). The mixture was
incubated at 30°C for 20 min. Immediately after reaction 5 pL the internal standard (methyl
benzoate 0.5 pL.L™) were added into the mixture. Volatile compounds others than sulphur
esters were extracted with 250 pL of pentane, vortexed for 1.5 min and the pentanolic
phase was concentrated. The quantification of these compounds was done by gas
chromatography (GC), 1 pyL of concentrated pentanolic phase was injected into the GC
equipment with a flame ionisation detector (GC-FID). The GC-FID equipment was made up
of a Hewlett-Packard gas chromatograph (model 5890) equipped with a HP-Innowax
cross-linked polyethylene glycol column (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm). Injector and detector
temperatures were 250°C. The oven temperature was programmed from 40°C (1 min) to
60°C (1 min) at a rate of 2°C min™ and finally to 190°C (5 min) at a rate of 10°C min™.
Nitrogen was used as a carrier gas at 100 kPa. Compounds were identified by comparison
of retention times with those of authentic standards. Sulphur-containing esters were
analysed with a QP2010 GC/MS (Shimadzu Co, Ltd., Kyoto, Japan) equipped with a 30 m
x 0.25 mm x 0.5 pum fused silica CP-SIL 8 CB LB/MS capillary column (Varian). One pL of
extract was injected in split less mode (purge open after 30 s.) at 240°C. The He Carrier
constant velocity was 35 cm.s™. The oven temperature was held at 40 °C for 2 min and
then ramped to 230 °C at 6 °C/min. The mass spectra were recorded at the rate of 2
scans/s over the mass range from 29 to 300 (m/z). Compounds were identified by
comparison of their mass spectra with mass spectra library (NIST) and quantification was
performed by reference to authentic standards. Proteins were quantified according to
Bradford (1976).

5.2.3 Determination of Molecular Weight.

Molecular weights were determined using a fast protein liquid chromatograph

(FPLC) by gel filtration on a Sephacryl S-200 HR (Amersham Bioscience) column. The
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column was pre-equilibrated and developed with Tris-HCI 50 mM, pH 7.5, 10% (v/v)

glycerol and 1mM DTT at a flow rate of ImL min™.

5.2.4 Kinetic Analysis and Effects of CoA-SH.

For the determination of Km and Vmax for acetyl-CoA (the preferred acyl-CoA for all
proteins), reactions were carried out at pH 7.5 and 30°C with acetyl-CoA concentrations
varying from 0 to 6 mM (Cm-AAT1), 0 to 12 mM (Cm-AAT3) and 0 to 2 mM (Cm-AAT4).
The alcohol co-substrate was maintained at constant saturating concentration (4 mM). The
determination of Km and Vm for alcohols was carried out in the same conditions in the
presence of the preferred compounds (E-2-hexenol for Cm-AAT1, benzyl alcohol for Cm-
AAT3 and cinnamoyl alcohol for Cm-AAT4). Concentration of alcohols varied from 0 to 6
mM while acetyl-CoA was maintained at saturation concentrations (4 mM for Cm-AAT1, 8
mM for Cm-AAT3 and 2 mM for Cm-AAT4). The effect on enzyme activity of 0 to 5 mM of
CoA-SH was studied in the same conditions of assay as described above. Kinetic studies
in the presence of either low (1, 5, or 50 uM) or high (1 or 2.5 mM) concentrations were
performed as described in the previous paragraph. In order to lower the concentration of
the product of the reaction, CoA-SH, 4 units of phosphotransacetylase (EC 2.3.1.8.,
Sigma) and 4 mM of acetylphosphate were added to the reaction medium. The Km and

Vm values were calculated using the Lineweaver-Burk graphic method.

5.2.5 Site-directed mutagenesis.

Protein sequences of a number of AAT for which enzymatic activity has been tested
after expression in E. coli or yeast have been aligned using the ClustalX program (30).
Site-directed-mutagenesis has been performed using the QuickChange (Stratagene, San
Diego, CA, USA) PCR-based method with Cm-AAT genes cloned in the pYES2.1 TOPO-
TA cloning vector. The mutated clones were then transferred into Saccharomyces
cerevisiae as described in EI-Sharkawy et al. (24).

Data Analysis. Each experiment was performed at least in triplicate. Results are
expressed as the mean value ( standard error (SE).
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5.3 RESULTS

Differential capacity of the three recombinant AATs to produce sulphur-
containing-esters. Figure 1 shows that all proteins were capable of synthesizing the two
thioether esters, 3-(methylthio)-1-propyl and 2-(methylthio)-ethyl acetate with an activity
ranging from about 10 to 60 pkat.mg prot.>. Cm-AAT1 was about twice more active than
Cm-AAT3 and 3 to 6 times more active than Cm-AAT4.

70
60 -
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40 -

30| T

20

AAT Activity (pKat . mg prot”)

10 —

AAT1 AAT3 AAT4

Figure 1 - Activity of thioether esters formation of the three recombinant AATs of melon.
Activity for 3-(methylthio)-1-propyl acetate is represented in dark and for 2-(methylthio)-
ethyl acetate in grey. Values represent the mean + SE of three replicates.
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Table 1. Effect of Adding Variable Units of Phosphotransacetylase (0, 0.5, 1.0, and 2.0
Units) in the Reaction Medium on the Activity of the Cm-AAT1 Mutated Recombinant
Protein (MT1 VAG5) for Butanoyl-CoA (2 mM) and Ethanol (4 mM)

units of activity?
phosphotransacetylase [pkat (mg of protein=1)]
0 2156 £ 45
0.5 3012 £ 237
1.0 4474 + 180
20 traces

?Values represent the mean of three replicates + SE.

Molecular Mass. The molecular mass, estimated by molecular sieve
chromatography on the basis of enzymatic activity, was around 200 kDa for all three
purified recombinant Cm- AATs. The apparent molecular mass of the native AAT in crude
extracts of melon fruit was estimated at 196 kDa (data not shown). Under denaturizing
conditions (SDS-PAGE), the molecular mass of the three recombinant proteins was
estimated at 51 kDa (data not shown), therefore indicating that the native proteins are
tetramers.

Effect of CoA-SH on Activity. Preliminary experiments aimed at determining the
optimum concentration of substrates showed an inhibition of AAT activity at high levels of
acyl- CoA. Because the product of the reaction is often involved in this type of process, the
effects of various concentrations of CoA-SH were assessed. Results in Figure 2 indicate
that CoOASH stimulated the activity of the Cm-AAT4 protein up to 50 uM concentration. The
optimum concentration was 2.5 UM where activity was increased by 400% as compared to
the control. Above 50 uM, CoA-SH significantly reduced AAT activity by 20% at 500 uM
and by 80% at 5000 uM. Kinetic studies, with acetyl-CoA as a substrate, were performed in
the presence of low and high concentrations of CoA-SH. For Cm- AAT4 taken as an
example, 1 or 5 uM concentration of COASH stimulated activity through an increase of the
Vmax of the reaction clearly visible on direct kinetics graph (Figure 3A) without affecting
the Km as shown in the double-reciprocal plot (Figure 3B). At 1 and 2.5 mM
concentrations of CoA-SH, the Vmax of the reaction was unaffected (Figure 3C) but the
Km was increased, characteristic of a competitive inhibition with a Ki estimated at 0.96 mM
(Figure 3D).
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Effect of Removal of CoA-SH Using Phosphotransacetylase. During the
enzymatic reaction, CoOA-SH is released and possibly accumulates at inhibitory
concentrations that may affect AAT activity. To modulate the level of CoA-SH in the
reaction medium, a phosphotransacetylase was used, which is capable of performing the
following reaction: CoA-SH + phosphoacetate acetyl-CoA + Pi. The addition of
phosphotransacetylase at variable concentration affects AAT activity (Table 1). At high
concentrations of phosphotransacetylase (2.0 units), activity was abolished, consistent with
the role of CoA-SH as an activator but further demonstrating that CoA-SH is absolutely
required for activity. At lower concentrations (0.5 and 1.0 unit), AAT activity was stimulated,

thus confirming the inhibitory role of CoA-SH at high concentrations.
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Figure 2 - Effect of free CoA-SH on activity of Cm-AAT4. Values represent the mean = SE
of three replicates.
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Figure 3. Kinetic analysis of CoA-SH inhibition and stimulation of Cm-AAT4 activity. The data are represented in direct kinetics (A, C) and double-
reciprocal form (B, D). Panels A and B represent noncompetitive activation by several concentrations of CoA-SH (squares, 0 uM; circles, 1.0 uM;
triangles, 5.0 M) toward acetyl-CoA. [Values of kinetic parameters are, respectively, K = 150, 200, and 170 uM; Vs = 7990, 12500, and 11400 pkat
(mg of protein)~"|. Panels C and D represent competitive inhibition by several concentrations of CoA-SH (squares, 0 mM; circles, 1.0 mM; triangles, 2.5
mM) toward acetyl-CoA. [Values of kinetic parameters are, respectively, Kn = 150, 280, and 560 uM; Vi = 7990, 7500, and 8100 pkat (mg of
protein)~"]. 1/v is plotted versus 1/[acetyl-CoA] at fixed concentration (2 mM) of cinnamyl alcohol. Each value is the mean of three measurements.

Effect of Site-Directed Mutagenesis on Activity. Previous experiments had
shown that a cDNA clone, Cm-AAT2, with strong homology to Cm-AAT1 was unable to
form volatile esters unless the 268-alanine was replaced by threonine, which is present in
all active AATs (24). Conversely, replacing the 268-threonine by alanine in Cm-AAT1
resulted in almost complete abolition of ester volatile formation. By further comparing the
amino acid sequence in silico of eight active AATs with the melon sequences, it appeared
that some amino acids were unique to the melon AATs (Figure 4). By comparing the Cm-
AAT1 sequence with other AATSs, it was found that the Cm-AAT1 sequence has an
aromatic amino acid, phenylalanine at the 49 position (F49), whereas all other AATs have
an aliphatic amino acid in the corresponding position (Figure 4A). The replacement of F49
by leucine (L) in the Cm-AAT1 sequence resulted in several changes in AAT activity
(Figure 5A). The most remarkable one is a change in stereoisomer preference for the
hexenol substrate with a strong increase in the capacity of forming Z-2-hexenyl acetate
(no. 6 in Figure 5) and concomitant reduction of the formation of E-2-hexenyl acetate (7).

There was also a decrease in the formation of hexyl hexanoate (29) and a strong decrease
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or abolition of the synthesis of butyl, hexyl, heptyl, Z-3-hexenyl, and 2-phenylethyl acetates
and 2-phenylethyl hexanoate (2-4, 8, 15, and 30). Overall, the mutation has reduced the
range of esters being produced. Most of the AAT sequences, including Cm-AAT1, contain
a valine (V), leucine (L), or isoleucine (I) residue at the 65 position (Figure 4B), except
Ban-AAT and Cm-AATS3 that harbor an alanine (A). This position is located just upstream
of a consensus sequence. Replacing V65 by A in Cm-AAT1 (Figure 4B) reduced the
synthesis of many esters (Figure 5B) except ethyl butyrate (22), which was strongly
increased. Therefore, the mutated Cm-AAT1 gained specificity by showing very high
preference for the formation of ethyl butyrate, and at the same time the synthesis of many
other esters produced by the native Cm-AAT1 protein was reduced (Figure 5B).
Conversely, the mutation of A61 into V in Cm-AAT3 (Figure 4B) greatly extended the
range of esters synthesized (Figure 5C). The mutated protein produced much less of
benzyl acetate (14) but instead synthesized hexyl hexanoate (29) at a very high rate, and
many esters that were either not produced or produced at a low rate are now synthesized
at significant rates. Among these are hexyl acetate (3), heptyl acetate (4), Z-2-hexenyl
acetate (7), E-2-hexenyl acetate (8), hexyl propanoate (20), and 2-phenylethyl propanoate
(21). The Cm-AAT4 sequence compared to other AATs has an amino acid that is unique to
the sequence: Q135 (Figure 4C). When Q135 was replaced by L in Cm-AAT4 so as to
resemble all other AATS, there was a strong change of substrate preference (Figure 5D).
Whereas the native Cm-AAT4 had strong preference for forming cin-namoy! acetate (16),
the mutated form synthesized preferentially Z-2-hexenyl acetate (6), geranyl acetate (13),
benzyl acetate (14), and butyl hexanoate (27). On the other hand, Cm-AAT4, contrary to
Cm-AAT1 and Cm-AATS, but similarly to SAAT, VAAT, and Rh-AAT1, has a L residue at
the 339 position instead of A. Mutation of L339 into A in Cm-AAT4 (Figure 4D) gave
stronger activity for most of the short-chain acetates (4-8), with E-2-hexenyl acetate (7)
being now the ester produced at the highest rate (Figure 5E). Another mutation, consisting
in the replacement of 159 of Cm-AAT4 by V (Figure 4B), did not result in any significant
changes in substrate preference (not shown).
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A B

PH-NPSL 59 60 EGR—D——P—d&

Cm-AAT1 : 33 -QSLRLQ L 86
Cm-AAT3 : 29 -EGLRFQ RH-DPRM 55 56 AGT-D--P-AR F 82
Cb-BEBT : 31 -EGLRFQ KHNNESM 58 59 QER-D--P-MQ F 85
Md-AAT1 : 28 -ESLRVQ K-DNPSL 54 56 KNR-N--P- L 82
V1-AMAT : 32 -EGRRFQ R-NNPLM 58 59 EGK-D--P-NK F 85
Ban-AAT : 25 RVPGLRHM RE —————— 46 47 QGRE---P-ARI F 73
SAAT : 28 L-TPPAY PITDH-D 52 55 LP-Q---T- 80
VAAT : 28 L-TPPSY PITGPAV 53 56 L--Q---T- 80
Rh-AAT1 : 28 F-TPTTYF PITDR-V 52 55 LP-Q---T-ETD 80
Cm-AAT4 : 25 Q L-SPMLY PMK-KS- 49 51 QH-QDHN 80
Cc-BEAT : 25 IQIP-FY E-TL-SD 49 51 SDI---- 76
AT1 : 139 168 8 RKAKAK--ATM 343
AT3 : 134 163 5 RKAYAD-V-TE 340
Cb-BEBT : 137 166 327 RKAK-REV-TE 342
Md-AAT1 : 134 163 330 KKAKAT-MNEE 346

V1-AMAT : 137
Ban-AAT : 128
SAAT : 126
VAAT : 126
Rh-AAT1 : 127
Cm-AAT4 : 127
Cc-BEAT : 126

166 330 KKAKAE-MSQE 346
155 313 --- RDAKSR-LPGE 326
157 324 -- NLLNGS-V-KQ 337
157 324 -- NLLNGS-V-KQ 337
156 322 --- NLLNES-I-KE 335
156 331 SLLRQS--FKK 345
152 318 E---S-@GS-ACG-EIISE 330

Figure 4. Partial amino acid sequence alignment of the Cucumis melo enzymes, Cm-AAT1 (CAAS4432), Cm-AAT3 (AAWS1125), and Cm-AAT4 (AAWS1126)
with closely related sequences Clarkia breweri Cb-BEBT (AAMNOS798), Malus domestica Md-AAT1 (AAU14879), Vitis labrusca VI-AMAT (AYT705388),
Musa sapientum Ban-AAT (CACO9063), Fragaria = ananassa SAAT (AAG13130), Fragaria vesca VAAT (CAC09062), Rosa hybrida Rh-AAT (AAW31948),
and Clarkia breweri Cb-BEAT (AAF04787) using the ClustalX program. Conserved residues are shaded in black. Dark gray shading indicates similar
residues in 8 of 10 of the sequences, and clear gray shading indicates similar residues in 9 of 11 of the sequences. The arrows represent the residues
that have been replaced by site-directed mutagenesis: (A) F49 replaced by L in Cm-AAT1 (MT1 FL49); (B) V65 replaced by A in Cm-AAT1(MT1 VABS);
AB1 replaced by V in Cm-AAT3 (MT3 AVE1) and 159 replaced by V in Cm-AAT4 (MT4 IV59); (C) Q135 replaced by L in Cm-AAT4 (MT4 QL135); (D)
L339 replaced by A in Cm-AAT4 (MT4 LA339).
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Figure 5. Substrate preference of the original (open bars) and mutated (black bars) recombinant Cm-AAT enzymes toward different alcohols and
acyl-CoAs: (A) Cm-AAT1 MT1 FL49 mutation; (B) Cm-AAT1 MT1 VAG5 mutation; (C) Cm-AAT3 MT3 AVE1 mutation; (D) Cm-AAT4 MT4 QL135
mutation; (E) Cm-AAT4 MT4 LA239 mutation. Activity was measured after purification of the proteins as described under Materials and Methods. Activity
is expressed as percent of the most active substrate; (A, B) 2490 pkat mg~"; (C) 16285 pkat (mg of protein)~"; (D, E) 3961 pkat (mg of protein)~'. The
numbers at the X-axis correspond to the following esters: 1, ethyl acetate; 2, butyl acetate; 3, hexyl acetate; 4, heptyl acetate; 5, octyl acetate; 6,
Z-2-hexenyl acetate; 7, E-2-hexenyl acetate; 8, Z-3-hexenyl acetate; 9, E-3-hexenyl acetate; 10, 2-methylpropyl acetate; 11, 2-methylbutyl acetate; 12,
3-methylbutyl acetate; 13, geranyl acetate; 14, benzyl acetate; 15, 2-phenylethyl acetate; 16, cinnamoyl acetate; 17, ethyl propanoate; 18, butyl propanoate;
19, 3-methybutyl propanoate; 20, hexyl propanoate; 21, 2-phenylethyl propanoate; 22, ethyl butanoate; 23, butyl butyrate; 24, ethyl 2-methylpropanoate;
25, 3-methylbutyl 2-methylbutanoate; 26, ethyl hexanoate; 27, butyl hexanoate; 28, 3-methylbutyl hexanoate; 29, hexyl hexanoate; 30, 2-phenylethyl
hexanoate.

80



5.4 DISCUSSION

We demonstrate here that the alcohol acyltransferases of melon are capable of
synthesizing sulfur-containing esters (thioether esters). Cm-AAT1 is by far the most active.
The observed activities [10-60 pkat (mg of protein-1)] are much lower than those observed
with the preferred substrates of the three recombinant enzymes, but are in the same order
of magnitude as for many other compounds (24). Thioether esters are a set of volatile
substances that are probably derived from the amino acid methionine and that are very
important in the aroma profile of many varieties of melon fruit (11). Buttery et al. (7)
reported that one of the typical aroma notes in C. melovar. inodorus cv. Honeydew was
due to a sulfur compound, ethyl (methylthio)acetate. Analyzing the aroma profile of C.
melo var. reticulatus, Jordan et al. (8) identified five sulfur compounds: 2-(methylthio)
ethanol,  3-(methylthio)propan-1- ol, ethyl (methylthio)acetate, methyl  2-
(methylthio)acetate, and ethyl 3-(methylthio)propanoate. In C. melo var. cantalupensis,
Wyllie and Leach (9) and Homatidou et al. (10) reported a total of nine sulfur compounds.
The thioether esters ethyl (methylthio) acetate, 3-(methylthio)propyl acetate, and ethyl 3-
(methylthio) propanoate have very high odor values, which indicate that they contribute to
the overall aroma perception of ripe fruit (11) with 3-(methylthio)propyl acetate and ethyl
(methylthio)acetate having a sweet grassy and a fruity grassy odor, respectively (12), and
ethyl 3-(methylthio)propanoate giving a note of fresh and green melon (8). The sulfur
compound 2-(methylthio)ethyl acetate is present at substantial concentrations in
Charentais melon (31) but has a very weak odor (12), whereas 3-(methylthio) propyl
acetate is the most abundant sulfur-containing ester in Charentais melon (31) and strongly
contributes to the melon note, as mentioned above. The molecular mass was estimated at
about 200 kDa for the three recombinant proteins and 196 kDa for the native AAT
extracted from melon fruit. The higher molecular mass of the recombinant AATs can be
explained by the fact that they bear a C-terminal V5 epitope (GKPIPNPLLGLDST) and 6
His-tag. Because the molecular mass determined by SDS-PAGE and predicted by
sequence analysis was around 50 kDa, it can be concluded that the melon AAT proteins
are tetramers. It was verified that all of them were active under the tetrameric from. The
presence of polymeric forms of AATs has already been mentioned in oriental sweet melon
fruit but, in that case, the molecular mass was estimated at 400 kDa, corresponding to an

octomer (17). The apparent molecular masses of native ATTs extracted reported for other
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fruit ranged from 40 kDa in banana (14) to 70 kDa in strawberry (16), indicating that,
contrary to melon, they are monomers. All dataon recombinant AATs of fruits and flowers
indicate that the proteins have a molecular mass, in both native or denaturizing conditions,
between 53 and 58 kDa (20, 23, 26-28). However, the situation of the melon is not unique
among the superfamily of BAHD acyltransferases because dimers and trimers are
commonly found (32).

The Km values reported in the literature for AATs producing volatile esters in fruits
and flowers are highly variable. For instance, the Km for acyl-CoAs may range from
around 0.02 mM (27) to around 2 mM (21), and the Km for the alcohols can vary from 0.2
mM (26) to 46.5 mM (20). The Km values for the melon AATs are highly different between
the three proteins. For acetyl-CoA, Km values were 1.23 mM for Cm-AAT1, 3.75 mM for
Cm-AAT3, and 0.15 mM for Cm-AAT4. Souleyre et al. (23) have shown that great
variations of Km were observed with different combinations of acyl-CoAs and alcohols.
Our results indicate that CoA-SH can either stimulate or inhibit the reaction depending on
its concentration. This has been confirmed both by adding variable concentrations of CoA-
SH in the reaction medium (Figure 3) and by modulating the level of CoA-SH produced by
the reaction using phosphotransacetylase (Table 1). Such an effect of CoA-SH had never
been reported for the BAHD superfamily. However, a strong stimulation of free CoA-SH
has been reported for animal fatty acid synthetase (33) and for a plant 6-hydroxymellein
synthase (34) that are not related to the BAHD superfamily but are involved in the
condensation of acetyl- and malonyl-CoAs. The inhibitory effect of CoA-SH at high
concentrations is competitive in nature, indicating an interaction of CoA-SH with the acyl-
CoA substrate at its enzymatic site. The absence of significant effect on the Km for
alcohols is in agreement with the idea of two-step reactions for the binding of acyl-CoAs
and alcohols (23). The stimulatory effect of CoA-SH at low concentrations is more difficult
to interpret. By analogy to animal fatty acid synthetases (35), it can be hypothesized that
CoA-SH would facilitate the unloading of the inappropriately bound substrates, allowing
better access to the enzymatic site of the free substrates. Because, in our case, the effect
of low levels of CoA-SH was mainly on the Vmax for the acetyl-CoA moiety, it is probable
that it is the access to the enzymatic site of this cosubstrate, which would be preferentially
facilitated. This assumption is consistent with the fact that an independent binding of the
two cosubstrates has been deduced from crystallographic studies of a member of the

BAHD superfamily, the vinorine synthase (36).
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Previous experiments had shown that a cDNA clone, Cm- AAT2, with strong
homology to Cm-AAT1 was unable to form volatile esters. Replacing A268 of Cm-AAT2 by
T268, which is present in all active AATs, restored Cm-AAT2 enzyme activity, whereas
substituting T268 by A268 abolished the activity of Cm-AAT1 (24). To identify the
functional amino acid residues involved in the Cm-AATs mechanism, we have screened
the amino acid sequence in silico of eight characterized AATs with the melon AAT
sequences to find the amino acid residues that were unique to the melon AATSs. It
appeared that at least four amino acid residues were unique to the melon Cm- AATS in
general or to a specific melon AAT (F49 in Cm-AAT1, A61 in Cm-AAT3, Q135 and L339 in
Cm-AAT4). In addition to the consideration that these amino acids were unique to the Cm-
AATs or to a specific Cm-AAT, the importance of these amino acids comes from their
position in the protein. By comparing the melon Cm-AATs sequences with the sequences
and the predicted structure of vinorine synthase, the first crystallized BAHD superfamily
protein (36), it appeared that the concerned amino acid residues are located in areas of
the protein that are important for AATs activity. As mentioned earlier, a hydrophilic amino
acid at the 268 position (T or S) is required for the activity of volatile esters formation (24).
By referring to the structure of the vinorine synthase protein, the 268 amino acid is located
within the end of the R9 helix, which is close to the substrate-accessible channel. It can be
hypothesized that the 268 located amino acid controls the entry of the substrate(s). The
hydrophilic residue in Cm-AAT1 would allow the entry of low molecular weight alcohols to
produce volatile esters, whereas, in the native Cm-AAT2, the hydrophobic residue would
prevent the entry of low molecular weight alcohols and allow the access of other
substrates that are yet unknown, probably resulting in the production of nonvolatile esters.
Replacing F49 by L in Cm-AAT1 induced a change in stereoisomer recognition of the
preferred substrate and a reduction of the range of esters being produced. This mutation is
located in the &2 strand, which is proximate to the catalytic site and the substrate-
accessible channel and therefore could differentiate between different steric
conformations. Substituting V65 by A in Cm-AAT1 resulted in a strong restriction of
substrate specificity. Inversely, replacing A61 by V at the corresponding position in Cm-
AAT3 greatly extended the range of substrates accepted by the enzyme. These amino
acids have different hydrophobicities, V being more hydrophobic that A. They belong to the
R2 helix in a not very well conserved area located at the external surface of the protein,
which does not interfere in the polymeric arrangement of the protein. Changing

hydrophobicity could slightly modify the overall conformation of the enzyme under either
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the monomeric or polymeric form. When Q135, an uncharged polar amino acid, was
replaced by L, a hydrophobic amino acid, in Cm-AAT4 so as to resemble all other AATSs,
there was a strong change of substrate preference. The a-6 strand in which the Q-135 is
located is close to the catalytic site of the protein, which contains His160 in vinorine
synthase and in Cm-AAT4. On the other hand, substituting L339 by A in Cm-AAT4 gave
higher activity for most of the short-chain acetates. L339 is located in the R10 helix at the
periphery of the protein. Lowering hydrophobicity in this region by introducing an A residue
may induce conformational changes improving the accessibility to low molecular weight
substrates. The expression of mutated proteins in melon fruit through biotechnology may
also be considered. However, the nature of the esters synthesized is dependent not only
of the substrate specificity of the AATs but also on the availability of the precursors.
Besides providing information on the mechanisms of substrate preference, these
experiments may have other biotechnological outcomes such as the expression of native
or mutated Cm-AAT genes in bacteria or yeasts to generate fermented food with specific
aromas.

In conclusion, this paper demonstrates that the three Cm- AATs of melon have
differential capacities to synthesize thioether esters, compounds that confer specific
aromatic notes to melon fruit. They function under a tetrameric form and are strongly
regulated by the product of the reaction, CoA-SH, which has stimulatory or inhibitory
effects depending on the concentration. We have also identified some amino acids in the

sequence that contribute to the preference for some substrates.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Como era esperada, a reducdo da producao de etileno de meldes ‘Cantaloupe’
‘Vedrantais’, via transformacdo genética com um clone antisense da ACC oxidase,
resultou em prolongamento da vida pés-colheita dos frutos em pelo menos 10 dias. Além
disso, os frutos transgénicos apresentaram prolongamento do ciclo de maturacdo, maior
acumulo de solidos soluveis, manutencdo de maior firmeza de polpa, acidez e clorofilas
do que os nao transformados. O teor de carotendides foi semelhante em frutos
transgénicos e frutos ndo transformados. Entretanto, a intensidade aromatica dos meldes
transgéncios foi significativamente menor do que dos nao transformados. Além disso,
observaram-se alteracdes fenotipicas nas plantas transgénicas, caracterizadas por uma
menor senescéncia das folhas e maior brotacao lateral.

Considerando-se que a sintese de ésteres em frutos climatéricos é um evento
etileno-dependente, esperava-se que a aplicacdo exdgena de etileno recuperasse a
sintese desses compostos volateis em melbes transgénicos. Porém, ndo houve restauro
da producdo de compostos volateis nos patamares detectados em melbes nédo
transformados, embora o etileno aplicado tenha induzido a transcricdo e a traducéo da
Cm-AAT1, que corresponde a um clone da AAT, considerada enzima-chave na producao
de ésteres. Isso sugere que a AAT ndo é o unico fator limitante na retomada da producao
de ésteres. Uma hipétese provavel desse comportamento é a baixa expressao de
enzimas intermediarias da via de biossintese de ésteres, como € o caso de alcool
desidrogenases (ADHSs), reduzindo a disponibilidade de substratos para as AATS, por
exemplo.

Outra mecanismo citado como causa provavel da ndo recuperacao da producdo
de ésteres € o aumento dos teores de citocininas nos frutos. Essa avaliagdo foi adotada
tendo em vista que, nos meloeiros transgénicos, além do prolongamento do ciclo
vegetativo das plantas, houve menor senescéncia de folhas e maior emissao de brotos
laterais, que também sdo respostas classicas da acdo de citocininas. Desse estudo
verificou-se que 0s meloeiros transgénicos apresentam maior massa radicular e, nos
frutos, a concentracdo de citocininas é 4 a 6 vezes maior do que nos frutos néo
transformados. Essa maior concentracdo de citocininas pode ser uma das causas da
menor sensibilidade dos frutos ao etileno, ao menos para alguns genes, o que também ja

foi observado em outros vegetais.
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Meldes ‘Cantaloupe’ ‘Charantais’ transformados com o clone pMEL1 respondem
a aplicacdo de etileno, restaurando a producdo de compostos volateis. A partir desse
modelo vegetal foram isolados trés clones de AAT, denominados Cm-AAT1, CmAAT3 e
Cm-AAT4). O estudo bioquimico das enzimas recombinantes desses clones demonstrou
gue todas tém sintese de ésteres sulforados, com destaque para a Cm-AAT1 que € a
mais ativa. Essas AATs sdo ativas na forma tetramérica é sao fortemente reguladas pelo
produto da reacdo, o CoA-SH, que tem efeitos estimulador e inibidor dependendo da
concentragdo. Além disso, demonstrou-se, por mutacdes dirigidas, que alguns
aminoacidos dessas enzimas conferem especificidade pelo substrato e influenciam a
velocidade da reacéao.

Desse conjunto de resultados, o trabalho traz contribuicdes cientificas,
confirmando o conhecimento amplamente disponivel de que a reducdo da producao de
etileno contribui para a conservacao de frutos, mas que ha eventos denominados de
etileno-dependentes que ndo s&o apenas regulados por esse fitorménio. E o caso da
producdo dos compostos volateis, na qual se demonstrou que as citocininas também
podem desempenhar funcdo reguladora, provavelmetne reduzindo a sensibilidade ao
etileno. Afora isso, demonstrou-se em AATs recombinantes que ha diferencas de
preferéncia por substratos e que alteracBes especificas de determinados aminoacidos
pode alterar essa propriedade.

Do ponto de vista tecnolégico este trabalho também traz contribuices
destacadas. A primeira relaciona o fato de que quando se adota uma estratégia de
prolongamento de vida-de-prateleira, se altera, no minimo, alguns quesitos de qualidade
sensorial, como no caso em estudo, o aroma. Além disso, ao buscar-se alterar o
metabolismo de um horménio (etileno), se alterou, no minimo, a sintese de outro
fitoregulador importante em vegetais, neste caso as citocininas. Como consequéncia, 0
comportamento vegetativo das plantas e de maturacdo dos frutos ndo é apenas
dependente do etileno, como por exemplo, o ciclo vegetativo, brotacdo lateral,
senescéncia de folhas, sintese de compostos volateis e a degradacao de clorofilas da
casca. Complementarmente, o fato de ter-se observado maior massa radicular em plantas
transgénicas, sugere que acfes que promovam a formacéo de raizes (6rgdo no qual ha
sintese de citocininas) podem contribuir para reduzir a senescéncia de folhas, flores e
frutos. Evidentemente, essa hip6tese deve ser testada em cada espécie.

Para o esclarecimento das causas que levam os meldes trangénicos a nao

responderem, na integradlidade, a acéo do etileno, sugere-se:
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Estudar a expressado de ADHs. Nos frutos transgénicos pode estar ocorrendo menor
fornecimento de substrato para a producao de ésteres, em funcado da menor atividade
de ADHs, enzimas que catalisam a reducédo dos aldeidos a alcoois, esses ultimos
substratos das AATS.

Aplicar propileno em meldes transgénicos. A aplicacdo dessa molécula, com efeito
analogo ao etileno, permitira obsrvar se o sistema de recepc¢éao e inducéo da producao
do etileno e seus efeitos sobre os demais eventos da maturacdo estao efetivamente
ativos. No trabalho ja realizado, com a aplicacdo de etileno, demonstrou-se que, pelo
menos em parte, o sistema de recepcdo e transducdo do sinal esta funcional, tendo
em vista que houve intensa expressao de genes da ACCO e da AAT.

Aplicar etileno em meldes das demais linhagens AS. A aplicagcéo de etileno nos frutos
das demais linhagens obtidas pela transformacédo genética, permitiria identificar a
possivel existéncia de diferentes comportamentos entre os transformantes devido a
insercao génica, o que poderia explicar as respostas distintas entre esses meldes.
Estudar, separadamente, as respostas a aplicacao do etileno na casca e na polpa de
melbes transgénicos. Por ter-se observado (embora ndo mensurado) que a
intensidade aromatica da fracdo casca dos melBes néo transformados é maior do que
a da polpa, acredita-se que a alteragcdo do metabolismo das plantas AS3, resultando
na maior sintese de citocininas, esteja afetando mais a casca do que a polpa. E
justamente na casca que se observaram as menores variacdes de coloracdo e de teor
de clorofilas.

Identificacdo de alvos de silenciamento correspondentes a SiRNAs derivados do transgene ACC
oxidase de maca. Conforme modelo de Silhavy & Burgyan (2004) para silenciamento génico
em plantas, elaborado a partir de uma ampla revisdo de literatura, seqiiéncias curtas de RNAs
interferentes (SIRNA, short interfering RNAs) sdo formadas a partir de longas seqliéncias duplas
de RNA (dsRNA, double stranded RNA) pela acdo de uma nuclease (DICER, semelhante a
RNAase-I11). Os siRNAs conferem especificidade a complexos efetores tais como RISC (RNA
inducing silencing complex) que atuam na mediacdo do silenciamento do mesmo gene do qual
sdo derivados ou de genes similares. Neste contexto, é possivel que a expressdo em meldo do
transgene ACC oxidase de macgd em orientacdo antisense, resultou na formacéo de siRNAs que
afetaram a atividade de outros genes, direta ou indiretamente, inclusive de genes associados a

biossintese de citocininas.
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