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RESUMO

enética e a biotecnologia sdo ferramentas essenciais na melhoria da qualidade sensorial e
tricional de produtos horticolas e da sua conservagdo pos-colheita. Atributos como qualidade
onservabilidade foram, por muito tempo, considerados secundérios para os melhoristas, quan-
mparados ao rendimento e & resisténcia as doengas. Porém, mutantes ou clones que apresen-
caracteristicas genéticas relacionadas a longa conservagdo ou mesmo ao ndo amadurecimento
am utilizados nos tltimos 20 anos para gerar variedades comerciais com boa conservagdo ou
m melhor qualidade sensorial. Em nivel mundial, produtos hortic olas geneticamente modifica-
tém pouca expressdo quando comparados a feijdo, soja, algoddo, colza e milho. A maioria
sas culturas anuais cultivadas em paises desenvolvidos ¢ hibrida de F1. Nesse caso, a trans-
tmacio genética deveria ser incluida em programas avangados de melhoramento genético e as
anhias de sementes representam os melhores usudrios da biotecnologia. O progresso na
tecnologia de pos-colheita depende fortemente do conhecimento acerca dos mecanismos basi-
' de amadurecimento e senescéncia da fruta, bem como das rotas metabdlicas envolvidas na
ese de compostos importantes que conferem aroma e valor nutricional aos produtos. Porém, a
naioria dos resultados obtidos esta longe dos interesses praticos e comerciais. O desenvolvimen-
a biotecnologia de pds-colheita em nivel comercial requer esforgos integrados entre fisiologistas,
gos moleculares, geneticistas, socioeconomistas e companhias de semente.

la\(ras-chave: Carater climatérico. Etileno. Frio. Gendmica. Melhoramento. Plantas modifi-
- Protedmica. Qualidade sensorial. Textura. Vida de prateleira.
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ABSTRACT

Biotechnology and post-harvest genetics:
retrospective and perspective

Biotechnology and genetics are essential tools in the enhancement of the sensory and nutritional
quality of horticultural crops and their postharvest shelf-life. Quality attributes and storage life
have long been a secondary goal compared to yield and disease resistance. However, mutants or
chance seedlings that provide the fruit long storage life or non-ripening features have been used
in the last 20 years to generate commercial varieties with good conservation characteristics or with
improved sensory quality. Genetically transformed horticultural crops represent very little compared
to soybean, cotton, canola, and maize. Most annual horticultural crops cultivated in developed
countries are F1 hybrids. In this case, genetic transformation should be included in advanced
breeding programs and seed companies represent the best users of biotechnology. The progress
in postharvest biotechnology strongly depends on the knowledge of basic mechanisms of
senescence and fruit ripening as well as the metabolic pathways involved in the synthesis of
important compounds responsible for flavor and nutritional value. Nevertheless, most of the data
obtained so far are way behind the practical and commercial interests. The development of
postharvest biotechnology at a commercial level requires integrated efforts of physiologists,
molecular biologists, geneticists, socio-economists, and seed companies.

Key words: Breeding. Climateric character. Cold. Ethylene. Genomic. Modified plants. Proteomic.
Sensorial quality. Shelf life. Texture.
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1 INTRODUGAO

engenharia genética permite a

transferéncia de genes origi-

nados de outros organismos
vivos para plantas, o que pode lhes conferir
uma nova caracteristica. Além disso, a expres-
sdo de genes especificos que conferem carac-
teristicas indesejaveis pode ser suprimida, uti-
lizando-se estratégias de antisense, co-supres-
sdo e RNAIi. Métodos biotecnologicos repre-
sentam uma nova ferramenta que pode ser utili-
zada para melhorar a qualidade dos produtos
de plantas. Para frutas e hortaligas, a obteng@o
da caracteristica de “longa vida” representou
por muito tempo um dos principais critérios nas
decisdes de compra dos consumidores. Porém,
os consumidores modernos também demandam
melhor textura, sabor e aroma, apreciam o valor
nutritivo e estdo preocupados com os residuos
de agroquimicos. Tendo em mente esses crité-
rios, um produto horticola ideal deve apresen-
tar aparéncia atraente, boa conservagio, sabor
acentuado, ser benéfico a satde e livre de resi-
duos de agrotéxicos. Este capitulo ¢ especifi-
camente dedicado a avaliagdo do potencial da
biotecnologia para melhorar a qualidade das fru-
tas e hortaligas na colheita e pds-colheita.

2 CONTROLE HORMONAL DO
AMADURECIMENTO DAS
FRUTAS

2.1 Biossintese do etileno e
controle pela biotecnologia

O etileno € o horménio das plantas que
estd envolvido na promoc¢do de senescéncia,
abscisdo e amadurecimento dos produtos hor-
ticolas. Reduzindo-se a ac¢#o e a biossintese des-
se hormonio, € possivel diminuir a deteriorag@o
das frutas e hortaligas, estendendo sua vida de
prateleira e limitando, assim, as perdas pos-co-
lheita.

ACCsintase (ACS) e ACC oxidase (ACO)
sdo os genes-chave que controlam a bios-
sintese do etileno. Oeller e outros (1991) obti-
veram alta taxa de inibigdo da producdo de

etileno (ao redor de 99%) pela supressdo da
expressdo antisense da ACS em tomate. Como
resultado, foram inibidos o desenvolvimento da
cor vermelha, o amolecimento e a produgdo de
aromas. Ao se tratar essa fruta com etileno, o
processo maturativo restabeleceu-se comple-
tamente. Picton e outros (1993) constataram foite
reducio na producio de etileno utilizando cons-
trugdes antisense do gene ACO. Porém, a redu-
¢do da sintese de etileno teve efeito significati-
vo no amadurecimento somente apds a colhei-
ta dos frutos.O etileno residual ¢ provavelmen-
te o responsavel pelo desenvolvimento de al-
guns dos processos maturativos, como 0 amo-
lecimento. Isso é consistente com a observa-
¢do de que uma quantidade minima de etileno
pode estimular a expressdo do gene da endo-
poligalacturonase (PG) em tomates antisense
da ACS (SITRIT; BENNETT, 1998). Outras es-
tratégias consistem em remover o precursor do
etileno SAM pelo gene da S-adenosil-metionina
hidrolase (SAMase) ou transformar ACC em
amonia e a-acido cetobutirico pela ACC dea-
minase (GOOD etal., 1994; KLEE, 1993; KRA-
MER etal., 1997). Porém, nesses casos, a inibi-
¢do da produgdo de etileno ndo ¢ suficiente
para afetar significativamente o processo ma-
turativo.

Meldo Cantaloupe, do tipo Charentais,
foi a segunda fruta, apds o tomate, a apresentar
alta inibigdo da produgdo de etileno (> 99,5%)
quando se utilizou a técnica antisense do gene
daACO (AYUBetal., 1996). Nesse modelo de
estudo, uma linhagem de meldo antisense da
ACO apresentou reducdo da produgdo de
etileno de mais de 99,5%, resultando em inibi-
¢do do amarelecimento da casca, ataque de fun-
gos, abscisdo do pedinculo, respiracdo clima-
térica e reducdo da velocidade de amolecimen-
to da polpa (GUIS et al., 1997). Baixas concen-
tragOes de etileno (2,5 pL L' a 5 pL L) aplica-
das nessa linhagem de meldo puderam restabe-
lecer o fen6tipo maturativo original (FLORES et
al.,2001). Alguns processos maturativos, como
a coloragdo da poipa e a acumulagdo de agtica-
res e acidos organicos, ndo foram afetados pela
supressdo do etileno. Os conteudos de agticar
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nas frutas antisense da ACO podem ser mais
elevados, visto que elas se mantém por muito
mais tempo na planta sem sofrer danos na zona
de abscisdo. O amolecimento da polpa nio foi
abolido completamente pela supressdo do
etileno, pois €, em parte, etileno-independente.
Além do fendtipo maturativo, os meldes anti-
sense ACO mostraram-se mais tolerantes aos
distarbios fisiolégicos de baixas temperaturas
durante e depois do armazenamento a 2°C quan-
do comparados ao tipo selvagem (BEN-AMOR
etal,, 1999). Essa maior tolerancia foi observa-
da também em atmosfera modificada (FLORES
etal.,, 2004). A tolerancia ao chilling foi corre-
lacionada com actimulo reduzido de etanol e
acetaldeido e atividade mais alta de enzimas
capazes de remover espécies reativas de oxigé-
nio, como catalase e superéxido dismutase (BEN-
AMOR etal., 1999).

2.2 Percepgiao do etileno e
seu controle pela
biotecnologia

Avangos recentes nos conhecimentos da
percepedo e traducdo do etileno abriram novos
caminhos para o entendimento do efeito desse
horménio sobre o amadurecimento e a senescén-
cia, com perspectivas de controle pela engenha-
ria genética. O mutante natural de tomate Never-
ripe (Nr), que exibe fendtipo severo de ndo ama-
durecimento das frutas, foi caracterizado como
deficiente na percepcdo do etileno. Tomates
transgénicos, que expressam uma versio trans-
formada do gene do receptor do etileno (ETRI1-1),
exibiram um fenétipo alterado no amadurecimen-
to e na resposta a esse fitorménio, que sdo
indistinguiveis do observado no mutante Nr. O
problema principal no prolongamento da vida de
prateleira por inibi¢do da percepgio do etileno re-
side no fato de que o processo ndo & essencial-
mente reversivel, pois quando os componentes
etileno-dependentes da fruta sdo bloqueados, sua
qualidade sensorial fica prejudicada.

Em flores, a eficiéncia na transferéncia
de um gene do receptor do etileno de Arabidopsis
(WILKINSON etal., 1997) ou de brécolis (SHAW
etal., 2002) para petinia, por exemplo, demons-

trou que se pode prevenir o murchamento. Nes-
se caso, porém, foram observadas caracteristi-
cas indesejdveis nas plantas transgénicas, in-
cluindo baixa resisténcia a doengas (GUBRIUM
etal., 2000; SHAW et al., 2002), as quais pode-
riam possivelmente ser superadas com o uso
de promotores flor-especificos.

2.3 Regulagao do etileno
no amolecimento e
separacao da parede
celular em frutas

Esforgos consideraveis tém sido dedi-
cados ao entendimento dos mecanismos de
degradagdo da parede celular com o objetivo
de melhor controlar a firmeza e reduzir a veloci-
dade de deterioragdo das frutas. Analises fun-
cionais de genes suspeitos de desempenhar um
papel nesse processo foram realizadas quase
exclusivamente por métodos biotecnolégicos,
utilizando-se tomate como modelo. O primeiro
estudo nessa drea foi dirigido para a co-supres-
sdo da endo-poligalacturonase (PG). As frutas
transgénicas resultantes apresentaram niveis
reduzidos de atividade da PG e menor degrada-
¢do da pectina (SHEEHY; KRAMER; HIATT,
1988; SMITH etal., 1988), embora a firmeza nio
tenha sido significativamente afetada (KRA-
MER etal., 1992; SCHUCH etal., 1991). Entretan-
to, essas frutas ficaram menos suscetiveis a
rachamento, dano mecanico e doencas fingicas
em pos-colheita. Tomates com supressio da PG
foram comercializados para consumo in natura
nos Estados Unidos e para processamento in-
dustrial nos Estados Unidos e na Inglaterra. As
vantagens para a industria de processamento
incluem alta viscosidade e oportunidade para
processamento em baixas temperaturas. No en-
tanto, por razdes comerciais ¢ de marketing, es-
ses tomates foram retirados do mercado.

O conceito que emerge atualmente ¢ que
0 amolecimento das frutas envolve muitos genes
que codificam uma variedade de enzimas e pro-
teinas ndo-enzimaticas, as quais degradam a pa-
rede celular. Cada isoforma de uma proteina pode
desempenhar um papel especifico no amoleci-
mento e nas mudancas na textura. Isso poderia
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explicar porque a tentativa de controlar a textura
das frutas pela supressdo de uma Uinica enzima
degradativa da parede celular ndo obteve éxito
completo. Assim, devem ser orientadas estraté-
gias para a supressdo de um conjunto de genes.

Para melhor entender o papel especifico
dos membros da familia de genes envolvidos
na degradacdo da parede celular e a sua regula-
¢do ou ndo pelo etileno, comparou-se sua ex-
pressdo em meldes Charentais selvagens e trans-
génicos que apresentam inibi¢do do etileno. O
amadurecimento de meldes Charentais é carac-
terizado por significativa solubilizagio e despo-
limerizag@o da pectina nos tltimos estadios do
amadurecimento (ROSE et al., 1998), processos
que sdo largamente regulados pelo etileno,
como observado em analises do tamanho das
moléculas de agua e pectinas soluveis em CDTA
de meldes selvagens e transgénicos com su-
pressdo da ACO. Aumentos nos niveis de mRNA

Selvagem

e na atividade da PG tém sido relatados em va-
rias espécies de frutas, concomitantemente com
a degradagio de polissacarideos da pectina du-
rante o amolecimento (FISCHER; BENNETT,
1991; HUBER; O’'DONOGHUIE, 1983). Hadfield
e outros (1998) mostraram que a expressio da
metil-poligalacturonase (MPG1, MPG2 e MPG3)
aumentou durante o amadurecimento de meldes
Charentais e foi relacionada temporalmente com
o0 aumento na atividade de degradagfo da pectina.

Nishiyama e outros (2007) também ob-
servaram padrdo de maturacio semelhante na
expressdo de MPG em frutas de tipo selvagem
ndo tratadas; porém, cada gene de MPG mos-
trou um padrdo distinto de regulagdo pelo eti-
leno (Figura 1). A expressdo da MPGl foi ape-
nas detectavel nas frutas transgénicas com su-
pressdo da ACO, mas foi induzida a niveis altos
pela aplicagdo de etileno exdgeno. Além disso,
aaplicagdo de 1-MCP suprimiu completamente

ACO Antisense

DAP

32 36 40 43 46

32 36 40 43 46 50

+ CH,
1d 4d

MPG1

MPG2

MPG3

CmXTH1

CmXTH3

CmExp1

Figura 1 — Andlise da expressao de RNA por gel blot de trés PGs (MPG1, MPG2 e MPG3), duas XTHs
(CmXTH1, CmXTH3) e uma expansina (CmExp1). Os RNAs foram extraidos 46 dias apés a polinizacio (DAP)
de frutas de meldo Charentais selvagens e transgénicas antisense ACO tratadas e ndo tratadas com 50 ppm

de etileno por 1 a 4 dias.
Fonte: Nishiyama e outros (2007).
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a expressdo da MPG1 durante varios dias. Es-
sas observagdes indicam que a expressdo da
MPG] é totalmente etileno-dependente e suge-
rem que esta enzima seja uma das responsaveis
primarias pela separagdo da pectina e pelo amo-
lecimento da fruta. Em contraste, a expressdo
da MPG?2 s6 foi afetada ligeiramente pela su-
pressdo da ACO em frutas transgénicas ou tra-
tadas com 1-MCP, indicando que a regulagdo
da expressdo da MPG2 é etileno-independente.
A expressdo da MPG3 parece ser regulada por
ambos — ¢ etileno-dependente € independente
—, poismRNA de MPGS3 foi detectado em frutas
transgénicas ACO e os niveis de expressio au-
mentaram com a aplicagdo de etileno exdgeno.
Observou-se que ndo houve significativa des-
polimerizagdo da pectina e amolecimento da fru-
ta em auséncia de etileno e em frutas transgé-
nicas com supressio da ACO. Assim sendo, ndo
¢ provéavel que a MPG2 e a MPG3 sejam os prin-
cipais fatores de inibigio do amolecimento e
degradagfo da pectina ou que sua agdo na pa-
rede celular requeira modificagdo na atividade
de outras proteinas fundamentais que foram
inativadas em auséncia do etileno. E provavel
que a MPG3 codifique uma exo-PG e esta ativi-
dade ndo tenha sido detectada nas separagdes
por cromatografia (HADFIELD etal., 1998).

A perda da galactose também tem sido
proposta, por contribuir na modificagdo da
pectina durante o amadurecimento, € genes que
codificam B-Gal tém sido caracterizados em va-
rias espécies de frutas, como tomate (SMITH;
GROSS, 2000), péra japonesa (TATEISHI et al.,
2001) e péra (MWANIKI et al., 2005). Smith,
Abbott e Gross (2002) demonstraram que a bai-
xaregulagdo da expressdo da 3-Gal em tomates
(TBG#4) transgénicos resultou, em média, em fru-
tas 40% mais firmes que o controle no estadio
de maturagdo vermelho-maduro. Em meldo Cha-
rentais, o contetido de galactose na pectina e
de hemicelulose nos extratos da parede celular
diminuiram durante o amadurecimento, especi-
almente nos estddios tardios de amolecimento
(ROSE et al., 1998). Estudo semelhante, de
Ranwala, Suematsu e Masuda (1992), mostrou
que a B-Gal purificada tem capacidade de cata-

lisar a diminui¢do aparente do tamanho das mo-
léculas de pectina in vitro. Nesse estudo, trés
B-Gal foram clonadas e caracterizadas. Enquan-
toaacumulagio de mRNAs de CmGall e CmGal2
ndo foi detectavel no estddio pré-climatérico,
mRNAs de CmGal2 acumularam abruptamente
1o inicio do amadurecimento e os niveis de
mRNA da CmGall aumentaram com atraso de
dois dias apds o inicio do amadurecimento. De
modo semelhante, o tratamento com 1-MCP ini-
biu completamente a acumulagio de mRNA de
CmGall, mas teve menor efeito na CmGal2. Es-
sas observagdes sugerem que a expressdo da
CmGall, que estd associada a maturacio, seja
dependente do etileno e a expressdo da CmGal?2
seja etileno-independente. Niveis de mRNA de
CmGall ndo foram detectados em frutas trata-
das com 1-MCP em estadios tardios, enquanto
niveis de mRNA de MPG1 retornaram ao nivel
normal. Isso sugere que a CmGall tem um papel
nareiniciagdo gradual do amolecimento em fru-
tas tratadas com 1-MCP e uma agio cooperati-
va potencial entre CmGall e MPGI.

Rose e outros (1998) sugerem que a
despolimerizagdo de uma fragdo de xiloglucam,
a qual ¢ firmemente ligada a fibras de micro-
celulose, representa um dos primeiros eventos
da maturagdo relacionados com a separacdo da
parede celular. Os resultados descritos aqui
apdiam a correlagdo existente entre a despolime-
rizagdo dessa fra¢do de xiloglucam e o amoleci-
mento da fruta e comprovam que este aspecto
de separagdo de parede celular é regulado pelo
etileno. Embora a base enzimatica desse pro-
cesso ainda ndo esteja estabelecida, proteinas
que modificam a parede celular, incluindo
EGases, XTHs e expansinas, tém sido sugeridas
por exercer papel sinérgico na reestruturagio
darede celulose-xiloglucam (ROSE; BENNETT,
1999). De acordo com Nishiyama e outros (2007),
duas XTHs (CmXTH1 e CmXTH3) e uma expan-
sina (CmExp1) de meldo mostraram padrdes de
expressdo relacionados com a maturagio (Fi-
gura 1). Nenhuma diferenca significativa foi ob-
servada nos niveis de mRNA globais de XTHs e
CmExp1 entre meldes do tipo selvagem e trans-
génicos com supressio da ACO, exceto retar-
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damento temporal nas frutas transgénicas, em-
bora o etileno exb6geno tenha aumentado os ni-
veis de mRNA destes genes. Portanto, as ex-
pressdes de CmXTHI1, CmGal3 e CmExp! pare-
cem estar associadas com a maturagdo, mas sdo
apenas parcialmente etileno-dependentes, su-
gerindo que ndo exergam um papel etileno-de-
pendente significativo no amolecimento de me-
lao. Enquanto uma potencial fungdo para esses

genes no processo de amolecimento ndo esti--

ver bem definida para MPG1 e CmGall, ainda é
possivel que estas representem unidades im-
portantes no grupo de enzimas empregadas na
separagdo da parede celular, devendo ser obser-
vado futuramente que a deteccdo de niveis de
mRNA em frutas do tipo selvagem e transgé-
nicas ndo impede a regulagdo pos-transcricional
do gene como parte importante do controle glo-
bal da modificacio da parede celular.

O estudo de Nishiyama e outros (2007)
indica que, embora o processo global de separa-
¢do da parede celular na maturagdo de meldes
Charentais seja claramente regulado pelo etile-
no, existem variagdes consideraveis entre os pa-
drdes de regula¢io nas diversas familias de pro-
teinas que modificam a parede celular e entre os
membros individuais dentro destas familias. Pro-
pde-se aqui que investigacdes adicionais sejam
realizadas de modo a desvendar o papel dos di-
ferentes membros especificos dessas familias de
genes. [sso possibilitara a verificagdo da impor-
tancia de cada um deles na separagdo da pare-
de celular durante o amolecimento das frutas,
bem como a investigacdo acerca dos mecanis-
mos pelos quais sua expressdo é co-regulada
como parte do programa de amadurecimento.

2.4 Regulacgao transcricional
durante o amadurecimento
da fruta e interagodes
entre hormonios - Controle
biotecnolégico da
partenocarpia

Nos altimos anos, novas técnicas de fi-

siologia e genética inversa tém claramente con-
firmado o papel do hormonio etileno como um

dos responsaveis pelo amadurecimento das
frutas climatéricas, como o meldo e o tomate.
Porém, mudangas nos niveis de outros hormo-
nios existentes nas plantas durante o cresci-
mento e o desenvolvimento da fruta sugerem
seu forte envolvimento dindmico no processo
de desenvolvimento. Para aprofundar os conhe-
cimentos sobre os fatores que agem conjunta-
mente com o etileno na regulagdo do desenvol-
vimento da fruta de tomate, utilizou-se no labo-
ratério de Génomique et Biotechnologie des
Frutis, do ENSAT, em Toulouse, Franga, a téc-
nica de mRNA Differential Display para isolar
genes que sdo regulados durante o desenvolvi-
mento (DR) e que apresentam alteragdo na sua
expressdo durante o periodo de transi¢do criti-
co que conduz ao ganho da capacidade e auto-
nomia para o amadurecimento da fruta (ZENG-
ZOUTTI etal., 1999).

Foram identificados varios fatores de
transcrigdo putativos entre os clones diferen-
cialmente isolados. Notavelmente, poucos ge-
nes developmentally regulated (DR) putati-
vos e que codificam fatores de transcrigdo de
auxinas foram identificados. O primeiro deles a
ser caracterizado foi 0 DR12, um homélogo de
um ARF (4uxin Regulated Factors) de tomate,
além dos DR1, DR3, DR4 e DR8, que mostraram
semelhangas de seqiiéncias com genes de
Aux/TAA de varias espécies de plantas. Estu-
dos de expressdo mostraram acumulagdo de
transcritos dos genes Aux/IAA regulados pelo
etileno em frutos de tomateiro, mas ndo em fo-
lhas, sugerindo que esses componentes puta-
tivos de resposta a auxinas também participam
na regulagdo da expressdo de genes etileno-
dependentes de forma tecido-especifica.

A importincia funcional do DR12 foi
investigada por Jones e outros (2002) utilizando
a técnica de genética inversa. Plantas trans-
génicas com baixa expressdo de DR12 exibiram
fendtipo de pleitropismo — frutas imaturas com
cor verde mais escura e divisdo celular do peri-
carpo incomum —, presenga de manchas durante
o amadurecimento, aumentada firmeza da polpa,
enrolamento das folhas para cima e aumento do
crescimento dos hipocétilos e cotilédones (JO-
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dos. Como a transferéncia do acil em alcool na
formacdo de ésteres so foi inibida em parte, isto
indica que este passo teve ambos os compo-
nentes, etileno-dependente e etileno-indepen-
dente (FLORES etal., 2002).

A formagio de ésteres ¢ catalisada pe-
las enzimas alcool acil transferases (AAT), que
transferem um grupamento acil-CoA para um
alcool (HARADA; UEDA; IWATA, 1985). Es-
sas enzimas sdo capazes de combinar diferen-
tes alcoois e acil-CoAs resultando na sintese
de uma extensa gama de ésteres que sdo emiti-
dos pelas frutas. O laboratério de Génomique
et Biotechnologie des Frutis demonstrou que,
em meldo Charentais (Cucumis melo var.
cantalupensis), as AAT sdo codificadas por
uma familia de genes de pelo menos quatro
membros, com faixa de identidade de amino-
acidos que varia entre 84% (Cm-AAT1/Cm-
AAT2), 58% (Cm-AAT1/Cm-AAT3) a somente
22% (Cm-AAT1/Cm-AAT4). A expressdo de
todos os genes de Cm-AAT ¢ aumentada du-
rante o amadurecimento e inibida em meldes
antisense ACC oxidase e em frutas tratadas com
o antagonista do etileno, o 1-MCP, indicando
regulagdo positiva pelo etileno (MANRIQUEZ
etal., 2006).

70

Yahyaoui e outros (2002) e El-Sharkawy
e outros (2005) demonstraram que todas as pro-
teinas codificadas, excluindo-se a Cm-AAT?2,
foram enzimaticamente ativas em leveduras e
apresentaram preferéncias diferenciais por
substratos. A proteina da Cm-AAT1 produz uma
gama extensa de ésteres de acil de cadeia curta
e longa; entretanto, apresenta forte preferéncia
na formacdo de acetato de E-2-hexenil e hexa-
noate de hexil. A Cm-AAT3 também aceita uma
gama extensiva de substratos, porém com forte
preferéncia para producgdo de acetato de ben-
zila. A Cm-AAT4 é quase exclusivamente dedi-
cada a formacdo de acetato, com forte preferén-
cia para produgdo de acetato de cinamoil. Das
trés AATs recombinantes que sdo especificas
da maturacio da fruta de meldo Cantaloup Cha-
rentais, sem divida a mais ativa € a Cm-AAT1,
capaz de sintetizar ésteres de tioéter (Figura 2),
compostos que contém enxofre e que contri-
buem fortemente em notas aromaticas tipicas
de meldes. Todas as proteinas, como também
as AATs extraidas de frutas de meldes, sdo tetra-
meros ativos ao redor de 200 kDa. Analises
cinéticas demonstraram que um produto da re-
acdo da CoA-SH é ativado a baixas concentra-
¢des e inibido em altas concentragdes. A remo-
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Figura 2 — Atividade de formagZo de ésteres de tioéter em trés AATs recombinantes de meldo. A atividade do
acetato 3-(metiltio) propil é representada em preto e a do acetato 2-(metiltio) etil, em cinza. Valores de desvio
padrdo (+SE) representam a média de trés repetigbes.

Fonte: Lucchetta e outros (2007).
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¢d0 da CoA-SH da reacdo pela adi¢io de uma
fosfo-transacetilase originou valores de Km que
foram diminuidos de duas a trés vezes pela acil-
CoA como co-substrato.

O uso da técnica de mutagenesis local
dirigida permitiu demonstrar a incapacidade da
Cm-AAT2 em produzir ésteres volateis, relacio-
nada com a presenga de um residuo de amino-
acido alanina na posigdo 268 em vez de uma
treonina, como ocorre normalmente em todas as
proteinas de AAT ativas. Transformando-se
268-A em 268-T na Cm-AAT2, conseguiu-se
restabelecer a atividade desta enzima, enquanto
a transformag@o de 268-T em 268-A anulou com-
pletamente a atividade da Cm-AAT1 (LUCCHET-
TA et al., 2007). Também com a utilizagdo da
mutagenesis de alguns aminodacidos, os quais
sdo especificos da seqiiéncia de Cm-AAT, em
aminodcidos consensos a outras AATS, Luc-
chetta e outros (2007) conseguiram afetar a
seletividade da proteina original e o nimero de
ésteres produzidos. Os dados apresentados na-
quele trabalho sugerem que a multiplicidade de
genes de AAT ¢ importante para a grande dive-
rsidade de ésteres formados em meldes, o que
poderia ser utilizado para propésitos biotecno-
logicos.

4 FATORES GENETICOS DA
QUALIDADE E CONSERVAGAO
DA FRUTA

4.1 Melhoramento da
qualidade e conservagio

O melhoramento genético voltado para
a qualidade e a conservagio foi, por muito tem-
Po, uma meta secundaria, pois o foco era a resis-
téncia as doengas. Porém, mutantes ou clones
que produzem frutas com caracteristicas de lon-
ga vida de conservagdo ou que nio amadure-
cem tém sido utilizados nos ultimos 20 anos
para a geracdo de variedades comerciais visan-
do manter ou melhorar estas caracteristicas. No
caso de mac4, a variedade Golden delicious foi
difundida amplamente por causa de suas boas
caracteristicas agrondmicas (alto rendimento,
auséncia ou baixa alternancia, longa conserva-

¢do, cultivo em ampla faixa de climas e condi-
¢Oes culturais). Entretanto, essa fruta apresen-
ta limitagdes em qualidade sensorial, especial-
mente quando produzida com alto rendimento.
Tém sido realizados cruzamentos entre varie-
dades de mag¢d Golden delicious e variedades
antigas de magds que apresentam bons atribu-
tos sensoriais, gerando novas variedades de
mac¢d que combinam boas caracteristicas sen-
soriais e agronémicas. Da mesma forma, a po-
bre qualidade de conservagdo do grupo Deli-
cioso (farinosidade ap6s poucos meses de arma-
zenamento) foi melhorada pelo cruzamento com
variedades de magd que tém boa conservagio
(Rall’s Janet), dando origem ao grupo de macis
Fuji (VAYSSE etal., 2000).

Tigchelaar, McGlasson e Buescher (1978)
afirmam que, em tomate, muitas das variedades
modernas de longa ou média vida foram obti-
das pela introgressdo de genes dos mutantes
naturais ripening inhibitor (rin) (inibicdo da
maturac¢do) e non-ripening (nor) (nio amadu-
recem). Foi descoberto recentemente que o gene
de rin corresponde a um fator de transcri¢do do
tipo MADS box que regula o processo matura-
tivo, conferindo insensibilidade ao etileno (GIO-
VANNONI, 2004). Porém, o carater longa vida é
associado a pobre qualidade sensorial.

Em mel&es do tipo Charentais, estio dis-
poniveis genétipos comerciais de vida longa
ou média, obtidos utilizando-se o meldo nio-
climatérico denominado Vauclusien. Nesses hi-
bridos, o desenvolvimento da zona de abscisdo
¢ demorado, prejudicando ou dificultando a de-
terminagdo do ponto de colheita. O amadureci-
mento da fruta fica prejudicado, quando com-
parado com o tipo Charentais de origem, em
termos de desverdecimento da casca e produ-
¢do de aromas volateis, embora o contetido de
aglcar geralmente seja mais alto.

4.2 Determinismo genético
da qualidade e
conservagao da fruta

Uma relagéo entre as taxas de amadure-
cimento e a produgéo de etileno foi estabelecida



Bitecnologia e Genética Pos-Colheita: Retrospectivas e Perspectivas 59

para frutas climatéricas (GRIERSON, 1987). Des-
se modo, magis com baixa produgio de etileno
tém longa vida de armazenamento (GUSSMAN;
GOFFREDZ; GIANFAGNA, 1993). As quanti-
dades de etileno em mag¢ad madura apresentam
um paralelo com os niveis de transcritos do gene
da 1-aminociclopropane-1-carboxilato sintase
(ACCS), MdACS1 (HARADA etal.,2000). Um
alelo do gene (MdACSI1-2), que contém um
retrotransposom inserido na regifo inicial 5',
apresenta menores niveis de transcritos que o
alelo MdACS1-1 do tipo selvagem. Cultivares
que sdo homozigotos para esse alelo apresen-
tam longa vida de armazenamento (SUNAKO
et al., 1999) e reduzida queda em pré-colheita
(SATO et al., 2004). A presenga do alelo de
MdJACS1-2 pode, entdo, ser utilizada como
marcador molecular para a descoberta precoce
de cultivares de mag¢d com baixa producgio de
etileno e baixa taxa de queda da fruta.

Zheng e Wolff (2000) afirmam que exis-
te uma correlag@o entre produgio de etileno e
degenerescéncia pos-colheita em meldo. Utili-
zando sondas obtidas de cDNAs que codifi-
cam ACC oxidase, foi demonstrado que a bai-
xa producio de etileno estava associada a pre-
senc¢a de um alelo putativo ao de RFLP-ACO,
considerando que a alta producéo de etileno
estava associada com o alelo Bo nas condi-
¢des homozigotas. Esses marcadores de RFLP
estdo disponiveis para selecdo assistida.

Empregando analises QTLs da quali-
dade em frutas de tomateiro comerciais, Causse
e outros (2002) obtiveram indicios de que al-
gumas regides do cromossomo sdo capazes
de controlar as variagdes em caracteristicas
sensoriais. QTLs maiores foram descobertos
para peso da fruta, didmetro, cor, firmeza,
farinosidade e seis volateis do aroma. QTLs
que sdo proximos da qualidade da fruta foram
determinados para magas e péssegos. Além de
auxiliar no entendimento do controle genético
das caracteristicas da qualidade da fruta, to-
dos esses dados podem ser utilizados como
marcadores genéticos para sele¢do de novas
cultivares.

4.3 Determinismo genético
da exigéncia em frio em
péras

Frutas da cultivar tardia de péra Passe-
Crassane (PC) requerem longo tratamento a frio
para adquirir a capacidade de amadurecer, ao
passo que as de cultivares precoces, como Old
Home (OH), ndo necessitam desta condi¢do
prévia. El-Sharkawy e outros (2004) estuda-
ram a regulagio diferencial dos genes da 4cido
l-aminociclopropano-1-carboxilico sintase
(ACS) em péras OH, PC e em hibridos OH x PC
visando determinar o papel desta familia de
genes na exigéncia em frio. Dos sete cDNAs
Pc-ACS isolados, quatro (Pc-ACS1a, Pc-ACS1b,
Pc-ACS2a e Pc-ACS2b) mostraram expressdo
diferencial associada com a exigéncia em frio.
Transcritos de Pc-ACSla acumularam-se ao
longo do tratamento com frio e transcritos de
Pc-ACS2a, durante o amadurecimento em culti-
vares frio-dependentes. Pc-ACS1b e Pc-ACS2b
somente foram observadas durante o amadure-
cimento de gendtipos frio-independentes. Além
disso, a acumulag¢@o de transcritos de Pc-ACS2a
foi regulada negativamente pelo etileno, enquan-
to a de Pc-ACS2b foi regulada positivamente por
este horménio. Pc-ACS3, Pc-ACS4 e Pc-ACS5
acumularam transcritos semelhantes em todos
os genotipos. Anélises genéticas de OH, PC e de
22 progénies de OH x PC demonstraram que culti-
vares precoces e frio-dependentes eram homo-
zigotas para Pc-ACSla e Pc-ACS2a, enquanto
cultivares precoces e frio-independentes eram
heterozigotas para Pc-ACSla e Pc-ACSl1b ¢
homozigotas para Pc-ACS2b (Figura 3). Dife-
rencas nos alelos Pc-ACS e expressdo do gene
entre péras que requerem frio e as que ndo re-
querem s3o fatores criticos na determinagao do
comportamento maturativo destas cultivares.

4.4 Determinismo genético
do carater climatérico

Existe uma grande diversidade dentro da
espécie Cucumis melo, incluindo frutas dos ti-
pos climatérico e ndo-climatérico. Essa diversi-
dade proporciona excelente material para estu-
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Figura 3 — Analise Southern utilizando sondas de Pc-ACS1 e Pc-ACS2 para ampliar a regido 5' especifica de
cada gene. O DNA foi extraido das variedades de péra Passe-Crassane (PC), exigente em frio, Old Home
(OH), frio-independente, um hibrido (H1) exigente em frio e um hibrido (H2) frio-independente. As bandas
correspondem aos alelos de Pc-DACS1a, Pc-DACS1 b, Pc-DACS2a e Pc-DACS2b.

Fonte: Adaptada de El-Sharkawy e outros (2004).

do do controle genético do carater climatérico.
Em mel&es climatéricos, como o Cantaloupe, a
aplicagdo de etileno exdgeno pode induzir abs-
cisdo prematura, aumento na producdo de eti-
leno interno e amadurecimento. Meldes co-
reanos ndo-climatéricos, como Cucumis melo
var. agrestis, ndo mostram sensibilidade a eti-
leno em termos de amolecimento, produgio des-
te fitormonio, abscisdo e expressio de genes re-
lacionados ao horménio durante a maturacio,
embora as plantas habitualmente exibam triplice
resposta induzida pelo etileno (PERIN et al.,
2002). Anélises genéticas em populag¢des recom-
binantes de Cantaloupe Charentais x Cucumis
melo var. agrestis (P1 161375) inibiram, nas li-
nhas segregantes, a abscisdo da fruta e a pro-
dugdo climatérica do etileno, indicando que
ambos os caracteres sdo controlados apenas
por dois lécos independentes da camada de
abscisdo (Al)-3 e (Al)-4. A intensidade de pro-
dugdo de etileno ¢ controlada por pelo menos
quatro QTLs diferentes localizados em outras
regides gendmicas. O fenétipo ndo-climatérico
¢ relacionado com formas alélicas recessivas
do PI161375 (PERIN et al., 2002).

5 PERSPECTIVAS OFERECIDAS
PELAS TECNICAS DE
GENOMICA E PROTEOMICA

Técnicas de alta tecnologia desenvolvi-
das recentemente permitem analisar a estrutura

e o funcionamento do genoma e comegam a ter

impacto em pesquisas com frutas. Varios pro-
gramas nacionais e internacionais estdo atual-
mente combinando técnicas de gendmica, pro-
tedmica, metabolomica e genética inversa na
tentativa de desvendar os mecanismos mole-
culares do desenvolvimento das frutas. Com a
implementagio de programas de genoma (AL-
BAetal., 2004) e metabolomica (OVERY et al.,
2005), juntamente com a aplicacdo de ferramen-
tas de bioinformatica, espera-se promover no-
vos conhecimentos relativos ao desenvolvimen-
to das frutas e as interagdes existentes entre as
diferentes rotas metabolicas envolvidas em sua
qualidade.

Os programas mais importantes que vém
sendo implementados tém utilizado o tomate
como espécie modelo para pesquisas com fru-
tas. Um consorcio internacional envolvendo
varios paises foi recentemente estabelecido com
0 objetivo de facilitar a obtengdo e a disponi-
bilizagdo de seqiiéncias ESTs e laminas de DNA
(microarray) de tomate. Isso permitira estudar
mudancas globais na expressdo de genes du-
rante o desenvolvimento e o amadurecimento
da fruta e realizar analises dos perfis de expres-
sdo de um conjunto completo de genes envol-
vidos em um determinado mecanismo metabéli-
co e seus reguladores especificos. Comparan-
do diferengas entre variantes naturais, mutantes
da maturagfo ou introgressio existente entre
linhagens, os genes que sdo essenciais para
aspectos especificos da fruta e amadurecimen-
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to poderdo ser identificados, assim como o im-
pacto no seu metabolismo correspondente (FEI
etal.,2004; OVERY etal., 2005). Além disso, a
identificacdo funcional de genes por meio da
genética inversa estd sendo desenvolvida por
diferentes programas, entre os quais o TILLING
(Targeting Induced Local Lesions In Geno-
mes) tem sido a tecnologia mais promissora.
Finalmente, com o langamento do projeto de
seqiienciamento do genoma do tomate ¢ a dis-
ponibiliza¢do, em um futuro préximo, de se-
qiiéncias completas de seus genes, as princi-
pais inovagdes provavelmente mudarfio nossa
forma de determinar os topicos de pesquisa em
frutas.

6 QUAL SERA O FUTURO DA
BIOTECNOLOGIA EM
POS-COLHEITA?

A biotecnologia em pds-colheita assu-
miu posi¢do de lideranga em biotecnologia de
planta em ambos os niveis, basico e aplicado. O
primeiro produto transgénico colocado no mer-
cado para consumo in natura foi o tomate an-
tisense da PG (KRAMER; REDENBAUGH,
1994). Também foi a biotecnologia pds-colheita
que promoveu os primeiros exemplos de via-
bilidade da utilizagdo da tecnologia antisense
para identificar a fungdo de um gene em plantas
superiores (HAMILTON; LYCETT; GRIERSON,
1990; SHEEHY; KRAMER; HIATT, 1988;
SMITH et al., 1988). Entretanto, grande parte
dos resultados desses estudos foi obtida em
laboratério, o que, a principio, ndo é suficiente
para estabelecer se um determinado gene iden-
tificado pode apresentar interesse pratico e co-
mercial. Mais trabalhos devem ser realizados
visando a avaliacdo de possiveis alteragdes da
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