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1. INTRODUGAO

Meldes Cantaloupe (Cucumis melo var. Cantalupensis, Naud cv.
Vedrantais) sdo frutos que, a plena maturagdo comercial é antecedida do
aumento da respiracdo e da producdo autocatalitica de etileno, (PERIN et al.,
2002; KAYS; PAULL, 2004). Sabe-se que o etileno afeta a sintese de
compostos volateis, especialmente ésteres (AYUB et al., 1996; BAUCHOT et
al., 1998; YAHYAOUI et al., 2002; SILVA et al., 2004). Em meldes do grupo
Cantaloupe, a sintese de compostos volateis depende fortemente do
catabolismo de acidos graxos, envolvendo a agao de lipoxigenases (LOX), a e
B-oxidacédo, seguida pela redugéo em aldeidos e alcoois com a participagéo de
alcool desidrogenase (ADH), e finalmente, com a etapa de esterificacéo
catalisada por sintese de alcool aciltransferase (AAT) (HARADA et al., 1985;
AHARONI et al., 2000; BEEKWILDER et al., 2004).

De modo geral, para meldes que apresentam comportamento climatérico,
ha uma correlagdo negativa entre produgédo de etileno e conservabilidade, e
correlagao positiva entre producdo de etileno e intensidade aromatica. Fato
comprovado através de transformacgédo genética de meldo com gene ACC
(acido 1-carboxilico-1-aminociclopropano) oxidase antisense (AYUB et al.,
1996 e SILVA et al, 2004). AYUB et al. (1996) utilizaram um gene ACC
oxidase antisense de melao (pMEL1AS), isolado e caracterizado por
BALAGUE et al. (1993); SILVA et al. (2004) utilizaram um gene ACCO
antisense de maga 'Royal Gala' (pAP4AS). Devido a supresséo dos transcritos
da ACC oxidase, os meldes transformados utilizados nesse experimento
apresentam baixa produgao de etileno. Desta maneira, os meldes transgénicos
pAP4AS e pMEL1AS se constituem num bom modelo para o estudo do
acumulo de transcritos de genes relacionados com a sintese de etileno e de
ésteres.

2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados melées Cantaloupe (Cucumis melo var. Cantalupensis,
Naud cv. Vedrantais), ndo transformados (NT) e transformados com os clones
ACC oxidase antisense pMEL1AS (AYUB et al., 1996) e pAP4AS (SILVA et al.,
2004). As plantas foram cultivadas em casa vegetacdo de acordo com as
normas de biosseguranga estabelecidas pela CTNBio (Brasil), seguindo os
padroes de cultivo desse fruto. Foi avaliado o acumulo de transcritos através
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de PCR quantitativo (g-PCR). O RNA foi extraido da polpa do melédo, seguindo
o protocolo descrito pelo fabricante para o reagente PureLinK™ (Plant RNA
Reagent - Invitrogen). O RNA total foi tratado com DNAse | - Invitrogen. A
qualidade do RNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose e por PCR,
e quantificado espectroscopicamente. Os cDNAs foram obtidos a partir de 2ug
de RNA utiizando o kit comercial SuperScript First-Strand System
(Invitrogen™). Os primers para os genes especificos foram desenhados a
partir de sequéncias depositadas no GenBank usando o Vector NTI Advance
10 (Invitrogen). Os fragmentos resultantes de amplificacdo e a sua
especificidade foram avaliados em gel de agarose e sequenciados antes de
RT-gPCR. As curvas de dissociacdo foram avaliadas e somente os primers
com um pico indicando a amplificacdo especifica do respectivo gene alvo
foram utilizados. A curva padréo foi gerada para cada gene com diluigbes do
cDNA e somente os genes com eficiéncias de amplificagdo da PCR préxima a
100% foram usados para estudar a expressao relativa. Para cada cDNA, (-
actina foi usada como gene normalizador, com o ciclo limite de cruzamento
(Ct), variando menos de 1,4. A g-PCR foi realizada no equipamento 7500 Real-
Time PCR System (Applied Biosystems) utilizando o corante fluorescente
SYBR Green. A reacédo de amplificagéo foi realizada em um volume total de 25
ML. As amostras foram colocadas em placas Opticas de 96 pogos (Applied
Biosystems) e recobertas com filme adesivo 6ptico (Applied Biosystems). Cada
placa foi considerada como um bloco. As condigdes para cada ciclo térmico
foram as seguintes: desnaturagao a 50°C por 2min e 95°C por 10min, seguindo
40 ciclos de trés etapas (95°C por 30s, 57°C por 1min e 72°C por 1min) e a
extenséo final de 72°C por 5Smin. Em fungao da alta eficiéncia da reacéo (perto
de 100%) de todos os genes mantidos neste estudo, o acumulo relativo de
transcritos de cada gene foi calculado usando a férmula 22", Dos trinta genes
selecionados, apenas doze foram mantidos em funcédo da sua especificidade e
eficiéncia: a) sintese de etileno (ACC oxidase), produgdo de compostos
volateis (HPL - Triacilglicerol lipase, LOX - Lipoxigenase, AAT1, AAT2, AAT3 e
AAT4 - Alcool aciltransferase), sintese de aromas (ADH1- Alcool
dehidrogenase), metabolismo da parede celular (PL - Pectato Liase, PG1 e
PG2 - Poligalacturonase) e BoPaO - Feoforbideo a oxigenasse.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Ao se aplicar etileno nos melées pMEL1AS, ha uma rapida resposta em
termos de acumulo de transcritos dos genes HPL, ATT1 e ATTS3, fato ndo
observado em meldes pAP4AS. De maneira geral os frutos pMEL1AS tratados
com etileno apresentaram indugcdo no acumulo de transcritos. Ocorrem
respostas fisiolégicas dos meldes pMEL1AS frente a aplicagdo de etileno
assemelhando-se aos NT, e isso ndo ocorre com meldes pAP4AS (Figura 1).
Para a maioria dos estudos, ha consenso de que a sintese de ésteres em
frutos climatéricos € um evento etileno-dependente, e que a indugdo da
expressdo de AATs é necessaria e suficiente para que isso ocorra (EL-
SHARKAWY et al., 2005). Talvez essa seja uma das razdes pelas quais o0s
meldes pAP4AS n&o sao capazes de restabelecer a sintese de ésteres.

Com o tempo, houve diminuicdo do acumulo de transcritos da ACC
oxidase para os frutos NT e, para os frutos pMEL1AS e pAP4AS, mesmo com
aplicagao de etileno, ndo houve aumento ACC oxidase. Para PG1 e PG2



ocorreu acumulo de transcritos durante a maturagcao dos frutos NT, e nos
frutos transgénicos foi induzida pelo agao do etileno (Figura 1).

De modo geral, o acumulo de transcritos foi mais induzido nos meldes
PMEL1As do que nos pAP4AS. Isso indica que, apesar da transformacéao
genética ter sido eficiente para reduzir a produgao de etileno, deve também ter
afetado outras vias de transdugdo do sinal hormonal, pois as respostas a
aplicagéo exdgena foram diferenciadas.
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Figura 1: Acumulo relativo de transcritos de genes da ACC (ACC) oxidase, Triacilglicerol lipase
(HPL), Lipoxigenase (LOX), Alcool dehidrogenase (ADH1), Alcool aciltransferase (ATT1, ATT2,
ATT3 e ATT4), Pectato Liase (PL), Poligalacturonase (PG1 e PG2) e Feoforbideo a oxigenase
(PaO). O nivel de transcritos é apresentado numa escala de 0 a 10. A cor verde a esquerda da
escala indica o nivel de expressao minimo (0), a cor preta no centro representa 5 vezes o nivel
de expressdo minima e a cor vermelha representa 10 vez mais que o minimo.

4. CONCLUSOES

As respostas a aplicacéo de etileno sao variaveis entre os gendtipos,
especialmente no que concerne aos genes da sintese de ésteres. A causa
exata desse comportamento nao foi elucidada.
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