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Resumo

Gongalves, Breno. Agao do etileno no acumulo diferencial de proteinas durante
o0 amadurecimento de frutas de macas, cv. Gala. 2016. Dissertacdo (Mestrado) -
Programa de Pds-Graduagdo em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

Macds da cultivar Gala sdo caracterizadas por processo de
maturacdo/amadurecimento climatérico, ou seja, para haver a transicdo do estadio
pré-climatérico para o amadurecimento, a maioria dos atributos de qualidade sensorial
(textura, sintese de aromas e pigmentos, reducdo da acidez) sdo dependentes ou
parcialmente dependentes do etileno. Nesse contexto, buscou-se identificar proteinas
diferentemente acumuladas durante a transicdo da maturacdo para O
amadurecimento, em condi¢cdes que inibem ou ndo a acdo do etileno. Para isso,
utilizaram-se macas, cv. Gala, clone Beigent, colhidas no estadio pré-climatérico, que
foram mantidas em temperatura ambiente por 12 dias, apds a aplicacdo ou ndo do 1-
MCP. Como variaveis dependentes avaliou-se a firmeza de polpa, o teor de sélidos
sollveis totais e acidez total titulavel, o acumulo de transcritos do gene ACCO1, a
producdo de etileno, e proteinas diferentemente acumuladas. Como esperado, a
aplicacao de 1-MCP contribuiu para preservar a firmeza de polpa e da acidez total,
assim como para reduzir significativamente a producao de etileno, provavelmente pela
reducdo da transcricdo do gene ACCOLl (reducdo de 3,5 vezes nos niveis de
transcritos em relacédo as macas que nao receberam 1-MCP), e consequente reducao
da sintese da ACCOL1 (16 vezes menos em relacdo as macés que nao receberam 1-
MCP). Pela analise de proteinas, foram visualizados 200 spots, dos quais, 15
diferentemente expressos. Além das proteinas relacionadas com a biossintese de
etileno e metabolismo priméario, foram também identificadas proteinas envolvidas no
processo de detoxificacdo e defesa, bem como proteinas reguladoras, a exemplo da
14-3-3 Family protein. Dessa forma, a técnica de protedbmica, além de permitir a
identificacdo de proteinas em rotas classicas, permite identificar proteinas associadas

em novos processos relacionados ao amadurecimento de magas.

Palavras-chave: Maca, Etileno, amadurecimento de frutas, Prote6mica.
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Abstract

Goncalves, Breno. Ethylene Action in differential protein accumulation during
apple fruits ripening, cv. Gala. 2016. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de PG4s-
Graduacao em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Apple fruits (c.v. Gala), are characterized by climateric ripening, thus, to bring about
the transition from the pre-climacteric to the maturation stage and produce the most of
sensory quality attributes (texture, synthetic flavor and pigments and reduction of
acidity), this fruits are ethylene dependent. In this context, we investigated the
differently accumulated proteins in the ripening process with ethylene inhibit and with
ethylene action not inhibited. For this, we used Gala apples, Beigent, clone collected
in pre-climacteric stage and kept at room temperature for 12 days after application or
not of 1-MCP. As dependent variables we evaluated firmness, total soluble solids,
titratable acidity, transcripts accumulation of ACCO1 gene, ethylene production and
the differently accumulated proteins. As expected, the application of 1-MCP
contributed to maintain the firmness and the total acidity as well as significantly reduce
of ethylene production, probably by reducing the transcription of ACCO1 gene (3.5-
fold compared to apples without MCP-1), and consequently decrease synthesis of
ACCOLl protein (16-fold compared to apple fruits without 1-MCP). We found 200 spots,
which 15 differently expressed. We found proteins related to the ethylene biosynthesis
and primary metabolism. Further, were also identified proteins involved in
detoxification and defense process, as well as regulatory proteins such as 14-3-3
Family Protein. Overall, this proteomic investigation provides a contribution towards
better understanding of the regulatory networks involved in fruit ripening process,

which could help future studies of apple breeding.

Keywords: Apple, Ethylene, Fruit Ripening, Proteomics.
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1 INTRODUCAO GERAL

A colheita de maga (Malus x domestica Borkh.) ocorre na regiao sul do Brasil,
entre os meses de janeiro e abril (GIRARDI et al., 2002). Sendo assim, para suprir a
demanda do mercado ao longo do ano se faz necessario que a fruta seja armazenada
de modo que seja preservada a qualidade, bem como as -caracteristicas
organolépticas desejaveis para consumo. A maca é classificada como fruta
climatérica, ou seja, apresenta um pico na respiracao e producao de etileno durante o
processo de amadurecimento (pds-colheita), resultando em um desverdeamento,
reducdo da acidez e formacao de compostos volateis.

A producdo de macas, bem como a maioria das frutas, caracteriza-se pela
sazonalidade, mas a demanda de consumo ocorre durante o ano todo. Para conciliar
esse descompasso de realidade e necessidade, h4 duas alternativas principais: i)
deslocamento do produto entre regides de producgédo; e/ou, ii) desenvolvimento de
principios e métodos que estendam o periodo de conservacdo (MORALES et al.,
2010). No primeiro caso, as demandas de tecnologias mais performantes de
armazenamento sdo menos requisitadas, tendo em vista que, no caso especifico de
macas, que de modo geral tém bom potencial de conservacao, facilmente se pode
conservar essa fruta por periodos de até trés a quatro meses com 0 uso de
refrigeracdo (BRACKMANN et al., 2004). Nessas condicfes, em que nao se estende
excessivamente o periodo de estocagem, normalmente se tém macas de qualidade
sensorial superior (STANICH et al., 2014). Porém, no contexto mercadolégico
nacional, e ndo diferente em outros paises, h4 necessidade de se armazenarem
macas por periodos de 8 a 12 meses, de modo a se fechar o ciclo de oferta durante
todo o ano. Para isso, h& necessidade de insercao de tecnologia de armazenamento
mais performante, como é o caso de atmosfera controlada, atmosfera dindmica e uso
de AVG e/ou de 1-MCP (BRACKMANN, 2008 & CORREA et al. 2008).

No caso da macd, os maiores avancos se deram numa estratégia de pesquisa
top-botton, ou seja, a pesquisa tecnoldgica gerou resultados mais impactantes no
setor do que a pesquisa cientifica (HERTOG et al., 2011). Por exemplo, a inibicdo do
etileno (conhecimento cientifico), pelo uso de 1-MCP (tecnologia), foi validada e
popularizada mesmo antes que 0Ss mecanismos bioquimico-moleculares da
percepcao e transdugdo do sinal etileno tivessem sido postos em evidéncia (LI et al.

2013). Da mesma forma, o0 uso e otimizagéo das atmosferas controlada e controlada
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dindmica se materializaram antes do conhecimento cientifico acerca dos impactos das
rotas metabdlicas afetadas pelas alteragc6es nas concentracdes de gases que, a priori,
estavam hipotetizadas como sendo aquelas ligadas ao metabolismo respiratorio
(CHIABRANDO et al., 2011).

E com o evento das ferramentas de gendmica, transcriptomica e
metaboldémica de alta vaz&o que comecaram a serem gerados 0S primeiros avangos
cientificos e tecnoldgicos, numa orientacdo botton-top, ou seja, da ciéncia para a
tecnologia (PALMA et al. 2011; HERTOG et al., 2011). Entre esses avancos esta a
prote6bmica, que consiste no estudo do conjunto de proteinas codificadas pelo
genoma, objetivando entender em determinado momento e sob condigdes
especificas, como proteinas mudam em termos de acumulo, estrutura e funcao
(KUSSMANN & AFFOLTER 2006; HERTOG et al., 2011). Além disso, a protedbmica &
uma contribuicdo ao entendimento do sistema bioldgico, no seu todo, associando os
avancos decorrentes do sequenciamento do genoma da macieira (VELASCO et al.,
2010), do estabelecimento dos bancos de RNAs, bem como a construcdo de mapas
gendmicos e caracterizacdo de QTLs (COSTA et al.,, 2010), gerando-se novos
gendtipos, via melhoramento assistido e/ou via transgénese. Recentemente, atraves
de técnicas de engenharia genética, RNAI, foi realizado o silenciamento do gene
codificador da enzima polifenoloxidase em macas, tendo havido diminuigdo no
escurecimento oxidativo da polpa apos o corte (WALTZ, 2015).

Com esses avancos, ha tecnologia validada para o armazenamento de
macds, de modo que se tenha a fruta disponivel praticamente os 12 meses do ano
(VARELA et al., 2008). Isso é possivel com o cultivo de novos clones, com melhor
produtividade, aparéncia e potencial de conservagéo, bem como pelo armazenamento
em camaras com atmosfera controlada e/ou dinamica e/ou com controle da acédo do
etileno (BAI et al., 2005). Porém, embora se mencione que esses métodos permitam
conservar as macgds com boa qualidade, essa assertiva € discutivel. Por exemplo, é
amplamente sabido e demonstrado que, ja no ambito do melhoramento genético, ao
se selecionar gendtipos/acessos para aumento do potencial de conservagdo, ha
perdas significativas de propriedades sensoriais, especialmente coloracdo e aroma.
Da mesma forma, ao se armazenarem frutas em condicfes de atmosferas controladas
e/ou com uso de inibidores da producdo e/ou agdo de etileno, ha prolongamento do

periodo de conservacdo, mas ha decréscimo em atributos de qualidade sensorial,
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principalmente gosto e aroma, embora a firmeza de polpa seja preservada (ZHENG
et al., 2013).

Assim, embora com 0s marcantes avancos, ainda ha uma correlacéo inversa
significativa entre promocéao da conservabilidade de frutas e a qualidade sensorial. No
caso de macds, essa afirmativa também é verdadeira (LEISSO et al., 2013). Por
exemplo, macas transgénicas com baixa producdo de etileno apresentaram menor
metabolismo respiratorio, e tém praticamente inibida a producdo de ésteres
(DEFILIPPI et al., 2005). Isso também ocorreu em meldes (SOULEYRE et al., 2014;
GONCALVES et al.,2013). Por isso, h& que se intensificarem estudos cientificos de
modo a melhor conhecerem-se 0s eventos fisioldgicos e suas interagdes, em sistemas
bioldgicos, como meio de proporem-se novas alternativas de melhoramento e/ou
armazenamento que promovam vida de prateleira e, ao mesmo tempo, preservagao
ou potencializacdo de atributos de qualidade sensorial.

Para uma melhor compreensdo do processo de maturagcdo/amadurecimento
de macas é necessario entender a fruta como um organismo vivo, que passa por um
processo geneticamente programado, envolvendo mecanismos transcricionais, pos-
transcricionais, traducionais e pds-traducionais, epigenéticos, quimicos e enzimaticos,
resultando em sintese e degradacdo de moléculas. Nesse trabalho a maturacéo é
atuante como o estadio de desenvolvimento das macas que compreende trés fases
principais: 1) a maturacdo propriamente dita, caracterizada pelo momento em que a
fruta esta apta a ser colhida, no estadio pré-climatérico; 2) o amadurecimento,
caracterizado pela evolucdo da maioria dos eventos fisiolégicos responsaveis por
tornar a fruta apta ao consumo, com as melhores propriedades sensoriais, e, 3)
senescéncia, caracterizada pela morte celular, facilmente evidenciada, por ter a fruta
sobre madura.

Embora a magnitude e complexidade desses eventos sejam marcantes, o
senso comum é de que a célula se mantera viva enquanto houver homeostase,
resultante de um bom equilibrio no sistema quimico e enzimético de oxi-reducéo e de
preservacdo da compartimentacdo e comunicagdo celular. Porém, como esses
mecanismos de regulacédo sdo coordenados, ainda é objeto de estudo!®. E entre a
colheita das frutas (maturacdo) e a morte celular (senescéncia) que se deve interferir,
guando se trata de conservacdo/armazenamento (HUERTA-OCAMPO et al., 2012).
Porém, essas intervencbes deveriam buscar manter a vida da célula, com

metabolismo positivado para aqueles atributos normalmente buscados pelos
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consumidores, como textura, suculéncia, cor, gosto e aroma. Nesse caso, surge um
novo desafio: quando se potencializam os metabolismos indutores de maior sintese
de pigmentos e/ou de aromas, ha ativacdo do metabolismo de solubilizacdo de
macromoléculas da parede celular, resultando em maior amolecimento da polpa, e
vice-versa (MARONDEDZE & THOMAS, 2012).

Apesar de grandes avancos terem ocorrido desde a emergéncia de técnicas de
biologia molecular, a estratégia de se estudar, isoladamente, cada gene ou cada
proteina pode ser eventualmente inviavel e demanda muito mais tempo para que se
possa elucidar um determinado processo biolégico. Sendo assim, uma analise mais
abrangente é requerida (ORTUNO-SAHAGUN et al., 2014), de modo a complementar
dados de gendmica e transcriptdmica gerados em trabalhos anteriores (NOUWENS &
MAHLER, 2012). O proteoma nao é estacionario, muda com o desenvolvimento do
organismo, e com qualquer mudanga no ambiente (KAZMI & KRULL, 2001), refletindo
0 estado atual do funcionamento do sistema, ou seja, a expressao funcional do
genoma no patamar das proteinas (BANDIL, 2008).

Nesse estudo se adotou uma abordagem protedmica com intuito de identificar
proteinas diferencialmente acumuladas durante o amadurecimento de macas, com e

sem a inibicdo da a¢éo do etileno.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Maca

A maca estd entre as frutas mais consumidas do mundo, sendo a quarta
cultura frutifera mais importante economicamente, atras apenas de citrus, uva e
banana (FAO, 2015). O Brasil encontra-se entre 0s vinte maiores produtores mundiais
de maca (FAO, 2015). Segundo a ABPM (2015), a producédo na safra 2013/2014, foi
de 1,16 milhdes de toneladas, onde a regido sul do pais responde pela maior parte da
producdo nacional, sendo o estado do Rio Grande do Sul o maior produtor,
responsavel por 50% da producéo, seguido de Santa Catarina com 46%, e Parana
com 4% (ABPM, 2015).

No Brasil, as macas (Malus x domestica Borkh.) mais cultivadas sdo as
variedades Gala e Fuji, sendo que o interesse dos produtores tem recaido sobre as
mutacBes somaticas dessas cultivares (FIORAVANCO et al., 2010). Atualmente,
clones do grupo ‘Gala’ perfazem mais que 50% da area cultivada na regido Sul do
Brasil (WEBER et al., 2013). Esses clones foram selecionados ao longo do tempo e
propagados em larga escala em funcéo de caracteristicas de qualidade, como maior
e mais intensa coloracdo vermelha na epiderme, excelente qualidade organoléptica e
grande aceitacdo no mercado, 0 que proporciona maiores vantagens comerciais
(SILVEIRA et al., 2013; GIRARDI et al., 2015).

O cultivar ‘Gala’ produz frutas muito atrativas, com a epiderme lisa, brilhante,
vermelha rajada sobre fundo verde-amarelo e, geralmente, com pouco russeting. O
tamanho das frutas € pequeno a médio e o formato redondo-cénico. A polpa é de
coloracdo amarelo-creme, firme, crocante, suculenta, bem balanceada em &cidos e
sélidos solaveis (CAMILO & DENARDI, 2006). Ela apresenta varias mutacdes
somaticas, geralmente mais coloridas que a "tradicional”, com destaque para Royal
Gala, Imperial Gala, Mondial Gala, Galaxy, Baigent, Maxi-Gala e Lisgala
(FIORAVANCO, 2009).

Neste aspecto, utiliza-se maca ‘Gala’, clone Baigent, que é uma mutacéo
natural de Royal Gala, ocorrida no pomar do Sr. Paul Brookfield, na Baia de Hawes

na Nova Zelandia.
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2.2 1-MCP X Etileno

E amplamente conhecido que o etileno é o horménio fortemente regulador da
maturacéo/amadurecimento de frutos e frutas climatéricos e pode agir também em
frutos ndo climatéricos, como é o caso do desverdeamento de citros, e 0
avermelhamento de morango (VIEIRA, 2002; ALMEIDA, 2005). No entanto, em cada
espécie, as proteinas e certos mecanismos fisioldgicos afetados pelo etileno podem
variar (FLORES et al., 2002). Apesar das diferencas, de modo geral, h4 metabolismos
etileno-dependentes (sintese de ésteres), parcialmente dependentes (firmeza de
polpa) e independentes do etileno (acumulo de acuUcares). As variantes entre
frutas/frutos sdo, por exemplo, a sintese de carotendides e a degradacao de clorofilas
que sao etileno-dependentes na casca de algumas variedades de meldo e ndo em
outros (LELIEVRE et al., 1997).

Um potente competidor pelo receptor de sitios de ligacdo do etileno, o 1-
metilciclopropeno (1-MCP), vem sendo utilizado como pratica de pds colheita. A
aplicacao de 1-MCP contribui para prolongar a comercializagcéo de frutas, hortalicas e
flores por retardar o amadurecimento e senescéncia (BLANKENSHIP & DOLE, 2003).
A maca € uma fruta climatérica e por ser afetada pelo etileno, o uso de 1-MCP retarda
o amadurecimento (WATKINS, 2006). O 1-MCP atua inibindo a producéo de etileno,
através da inibicdo da expressdao de genes envolvidos na biossintese de etileno
(TATSUKI & ENDO, 2006). O uso de 1-MCP é provado como suplemento ao
melhoramento molecular e para identificagdo e entendimento do espectro de
senescéncia e processo de maturacdo/ amadurecimento sob controle direto da
percepcao de etileno (HUBER, 2008, GIRARDI et al., 2015).

2.3 Protebmica em frutiferas e pds-colheita de frutos

Culturas Frutiferas sdo commodities de alta importancia econdmica, ao
mesmo tempo que frutos também representam componentes vitais para a dieta
humana. Por isso, estudos tém sido desenvolvidos para contribuir com o entendimento
dos mecanismos moleculares envolvendo processos bioldgicos fundamentais na

fisiologia de arvores frutiferas, bem como na biologia de frutos. Gragas ao
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desenvolvimento de tecnologias como as “omicas”, como analises de protedmica,
cientistas possuem ferramentas para dar suporte as tradicionais pesquisas da area.

O genoma completo de frutiferas como péssego e maca, foi recentemente
sequenciado (JUNG et al., 2012), permitindo assim estudos moleculares mais
aprofundados nessas espécies.

Técnicas de analise de proteoma, principalmente utilizando eletroforese 2-D
e espectrofotometria de massas (MS), tem mudado dramaticamente as abordagens
experimentais pelos quais o0s sistemas biologicos podem ser caracterizados
(AGRAWAL et al.,, 2011). Técnicas de biologia molecular apresentam algumas
restricbes na estimacao de niveis de expressdo génica, degradacdo de mRNA ou
traducdo ineficiente, splicing alternativo, sendo assim, a aplicacdo da prote6mica se
faz uma ferramenta util na area vegetal (RENAUT et al., 2008) principalmente em
plantas ndo modelo como frutiferas (CARPENTIER et al., 2008). O desenvolvimento
do fruto e amadurecimento sdo processos Unicos para espécies de plantas, sendo
assim, a protedbmica representa uma oportunidade se se obter novas perspectivas
sobre os mecanismos regulatérios (ZHANG et al., 2012).

Como resultados de andlises de proteémica no amadurecimento de frutos,
observa-se, na literatura, varias enzimas relacionadas ao metabolismo primario,
biossintese de etileno, bem como proteinas relacionadas ao metabolismo secundario

e respostas a estresses bibticos e abidticos (PRINSI et al., 2011).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estudar a acdo do etileno no acumulo diferencial de proteinas durante o

amadurecimento de magas, cv. Gala, clone Baigent

3.2 Objetivos Especificos

e Detectar proteinas diferentemente acumuladas;

e Sequenciar proteinas (spots);

e Analisar as sequéncias de aminoacidos das proteinas;

e Identificar as proteinas e estudar, in silico, a putativa relacdo com o

amadurecimento.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal e tratamento

Macéas (Malus x domestica Borkh.), da cultivar Gala, clone Baigent, colhidas
de plantas enxertadas em porta enxerto M9, em pomar comercial (Caxias do Sul/RS,
sob coordenadas de 29° 10’ 4” S; 51° 10’ 46” O), com trés anos de idade, na safra
2013-2014 foram utilizadas neste estudo. Na colheita, as macas apresentaram 84,95
N de firmeza de polpa, 12,53° Brix de sélidos sollveis totais e 5,5 meq 100 g* de
acidez total.

Com o intuito de avaliar proteinas diferentemente expressas durante o
amadurecimento, com e sem a acao do etileno, as magéas foram mantidas em duas
condi¢cBes: 1) armazenadas a temperatura de 23-25°C e umidade relativa de 75%
(doravante denominada de temperatura ambiente - TA), por 12 dias; 2) tratadas com
1-MCP (1 pL L) e mantidas em TA por 11 dias, ap6s as 24 h de tratamento com o
produto. Para o tratamento com o inibidor da ac&o do etileno, utilizou-se o produto
comercial, contendo 0,14% de 1-MCP (Agro Fresh,Rohm and Haas, PA, USA). Para
isso, o produto foi diluido em agua e o tratamento se fez em mini camara de
armazenamento hermeética, por 24 h em TA. Cada unidade experimental foi
constituida de 1 kg de maga. As amostras foram analisadas no dia da colheita, 6 dias
e 12 dias ap0s. As andlises basicas de qualidade (firmeza de polpa, sélidos soltveis
totais e acidez total titulavel) e fisioldgica (producéo de etileno) de acompanhamento
do amadurecimento foram realizadas imediatamente apés a coleta (colheita, 6 e 12
dias apds), parte da polpa foi congelada em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C
para o estudo de protedmica.

4.2 Andlises Fisico-Quimicas

4.2.1 Firmeza de polpa, sélidos soluveis totais, acidez total titulavel

A avaliagdo da firmeza de polpa foi realizada utilizando-se penetrdmetro

automatico (Fruit Texture Analyser), com ponteira cilindrica de 11 mm, ap0s a retirada
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da casca, expressando-se os resultados em Newton. Os sélidos solUveis totais foram
avaliados com refratometro digital (ATAGO, modelo PR 101), a partir do suco das
macas, sendo expressos em °Brix. Para a acidez titulavel, foram utilizados 10 mL de
suco, com titulagcdo com NaOH 0,1 N até pH 8,1, com resultados expressos em meq
100 mL™2,

4.3 Producéao de Etileno

A producéao de etileno das frutas de maca foi determinada por cromatografia
gasosa utilizando-se o equipamento CG 3537-5. A solucdo de etileno (10ppm) foi
utilizada como padréo. Frutas, totalizando o peso de 1 kg, foram colocadas em frascos
hermeticamente fechados por 1h a temperatura de 25°C e o ar foi coletado utilizando
agulhas hipodérmicas. A concentracdo de etileno foi determinada correlacionando a
area dos picos de cada amostra e aquela dos picos da solucéo padréo de etileno. Os

resultados foram expressos em nL etileno.kg.h.

4.4 Expressao quantitativa (real time PCR) do gene ACCO1

A sintese dos primers e a andlise de expressao génica do gene codificador de

ACCOL foi realizada de acordo com Pegoraro et al., 2015.

4.5 Anélise de Protebmica

A andlise protedmica foi conduzida a partir do perfil diferencial de proteinas
detectadas em eletroforese 2-D. Para isso, foi necessaria a otimizacdo dos métodos
de extracdo de proteinas, separacdo 2-D e a analise comparativa entre géis,
sucedidas de sequenciamento dos peptideos. O método de extracédo das proteinas de
maca foi baseado no protocolo de ZHENG et al. (2007) com modifica¢cées detalhadas
a seguir. As amostras (1 g) de polpa de maca trituradas, adicionadas a 4 mL do
tampdao de extracéo (0,7 M sacarose, 0,1 M KCI, 50 mM EDTA pH 8,5, 0,5 M Tris HCI
pH 8,5, 1% (p/v) PVPP, 40 mM DTT, H20 q.s.p), foram homogeneizadas em vortex
por 1 min e deixadas em repouso por 10 minutos no gelo. Em seguida, adicionou-se

4 mL de fenol tamponado com pH 8,0 mantendo agitagdo por 10 minutos. Ent&o, as
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amostras foram centrifugadas a 6650 g por 15 min em temperatura de 4°C. A fase
fendlica foi recuperada e a ela foram adicionados 3 mL do tampé&o de extracdo. O
extrato foi homogeneizado por 5 min e centrifugado a 6650 g por 15 min em
temperatura de 4°C. Ao sobrenadante recuperado foi adicionada solucdo de
precipitacdo (0,5 mM DTT, 10% (p/v) TCA, Acetona (.s.p.) em um volume
correspondente a 4 vezes o volume ao sobrenadante recuperado e deixado em
repouso overnight a -20°C. O extrato entéo foi centrifugado a 6650 g por 10 minutos
em temperatura de 4°C. O sobrenadante foi descartado e 5 mL da solucéo de lavagem
(1,5 mM DTT, Acetona g.s.p.) foi adicionado ao precipitado, o qual ficou em repouso
por 1 hora a -20°C. A amostra foi entdo centrifugada a 6650 g por 10 min em
temperatura de 4°C. O sobrenadante foi descartado e a lavagem foi repetida. Em
seguida, 1,5 mL de tampé&o de lavagem foram adicionados ao pellet, que foi mantido
por 1 hora a -20°C. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 6650 g e o
sobrenadante foi descartado. Os pellets foram entdo secos em Speed Vac. Por fim,
os pellets foram ressuspendidos em tampdao de solubilizacdo (7 M uréia, 2 M tiouréia,
4% (p/v) CHAPS, 20 mM DTT, Bio Lyte Anpholyte pH 3-10 e Anpholyte solution pH 4-
6). Essas amostras foram estocadas a -80° C até o momento da eletroforese.

Com o objetivo de confirmar a qualidade das proteinas, foram feitos géis de
10 cm x 8,5 cm (Mini-PROTEAN 1l Cell, BioRad), com proteinas desnaturadas em
tampédo de 0,5 M Tris-HCI pH6,8, 10% (v/v) glicerol, 10% (p/v) SDS, 5% (v/v) B-
mercaptoetanol, 1% (p/v) azul de Bromofenol.

Para a eletroforese 2-D, foram utilizadas tiras (ReadyStrip™ IPG STRIPS -
BioRad) de 24 cm, com gradiente de pH 4-7. A reidratagéo foi realizada utilizando-se
solucéo protéica de 400uge quantidade de tampéao de reidratacdo (8 M uréia, 2 M
tiuréia, 4% (p/v) chaps, 20 mM DTT) suficiente para completar 450 pL, durante 12 h.
Em seguida, procedeu-se a focalizacao isoelétrica (IEF) a temperatura de 20°C e
amperagem de 50uA por tira. A IEF ocorreu nas seguintes configuracdes: 100 V por
1 h, 200V por 1 h, 400V por 1 h, 700V por 1 h, 5000 V por 4 h e 8000 V até atingir
72.000 Vh. Logo ap6s a IEF, realizou-se o equilibrio das tiras em tampé&o de equilibrio
(6M uréia; 0,375M Tris HCI, pH 8,8; 20% (v/v) Glicerol) com 2% (p/v) DTT para
reducdo das pontes dissulfito por 10 minutos e posteriormente, 0 mesmo tampéao foi
utilizado com 2,5% (p/v) iodoacetoamida por 10 minutos para alquilacédo de cisteina.
Em seguida, procedeu-se a separacdo eletroforética em gel de poliacrilamida na

presenca de SDS (SDS-PAGE), em equipamento Protean Plus Dodeca Cell (Bio-
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Rad). As tiras de IPG foram posicionadas horizontalmente no topo dos géis pela
adicdo de 3 mL de gel de 0,3% (m/v) agarose em tampao Tris-glicina contendo azul
de bromofenol. A migracao se deu a 200V por 14 h.

Apos a eletroforese (mono e bidimensional), os géis foram deixados por 1 hora
sob agitacdo em recipiente contendo solugéo de fixacao (40% (v/v) etanol e 10% (v/v)
acido acético). Em seguida, essa solucdo foi trocada por uma solugdo de
sensibilizacdo (0,04%(v/v) formaldeido, 0,05% (v/v) tiossulfato de sédio, 8% (p/v)
acetato de potassio, 30% (v/v) etanol) durante 30 min. Apés os géis foram lavados
duas vezes por 5 minutos em agua e mergulhados na solucdo de coloragéo (0,1%
(p/v) AgNOs, 0,025% (v/v) formaldeido) por 30 minutos. Em seguida os géis foram
lavados em agua duas vezes por trinta segundos e entdo mergulhados na solucéo de
revelacdo (30 uM HSOsNa, 2,5% (p/v) KCaO2, 0,04% (v/v) formaldeido). ApOs os géis
terem obtido a coloragéo desejada, foram colocados em uma solugao stop 1,46% (p/v)
EDTA. A coloracdo com nitrato de prata foi usada para a avaliagdo dos géis no
software Series TM Discovery PDQuest Gel 2D (versao 8.0; Bio-Rad). Entretanto, a
identificacdo de proteinas ndo é compativel com esse método de coloracdo. Sendo
assim, para a andlise protedbmica propriamente dita, novos géis foram corados com
CBB G-250 para a excisdo dos spots e seu subsequente sequenciamento.

Para a aquisicdo das imagens dos géis e andlise dos dados, os géis
bidimensionais corados com nitrato de prata foram digitalizadas utilizando o
densitdmetro GS-800 (Bio-Rad) juntamente com o The Discovery Series TM Quantiry
One Quantitation Software (Version 4.4; Bio-Rad). As imagens obtidas foram
posteriormente analisadas no programa PDQuest. Os spots proteicos foram
detectados automaticamente pelo programa e em seguida foram feitas correcdes
manuais. Os spots foram quantificados em unidades de volume (area versus
intensidade).

Para andlise das proteinas em espectrometria de massa, a coloracao dos géis
foi realizada segundo o protocolo descrito por DYBALLA & METZGER S. (2009) com
modificacdes, na qual os géis foram colocados em uma solugéo de coloracdo (5%
(p/v) sulfato de aluminio, 10% (v/v) etanol, 0,12% (p/v) CBB G250,8%(v/v) acido
fosforico) overnight. Posteriormente, os géis foram submetidos a uma solucao de 2%
(v/v) acido fosforico, 10% (v/v) etanol por 1 hora, e apés foram colocados em H20
milliQ e deixados overnight. A excisdo dos spots foi feita com auxilio de ponteiras de

micropipetas. Os fragmentos de gel contendo as proteinas recortadas foram
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armazenadas em tubos criogénicos (Nunc® CryoTubes® cryogenicvial 1,8 mL) em1%
(v/v) &cido acético até a digestdo das amostras, bem como o sequenciamento das
proteinas por espectrometria de massas de alta definicdo (Synapt-G2-LC-MSE). Para
0 sequenciamento das proteinas, foram selecionados 15 spots diferencialmente
expressos, os quais foram enviados para o Laboratorio Multiusuérios Centralizado —
Genbmica Funcional Aplicada a Agropecuaria e Agroenergia (USP — Piracicaba/SP).

4.6 Analises de Bioinformatica

A montagem das sequéncias de aminoacidos e anotacdo funcional de
proteinas identificadas foi realizada com base nos seguintes bancos de dados de
proteina: UniProt, GDR, NCBI, Clustal Omega, bem como na literatura. O peso
molecular e pls teo6ricos das proteinas caracterizadas foram calculados pelo
processamento das sequéncias de aminoacidos através da seguinte ferramenta:

http://web.expasy.org/compute pi/. As funcdes putativas foram pesquisadas atraves

do Uniprot, bem como na literatura.

4.7 Desenho experimental e analise estatistica

O experimento foi constituido de um tratamento (aplicacdo de 1-MCP), tendo-
se, como controle, macas sem aplicacdo desse produto. O desenho experimental foi
inteiramente casualizado, com 3 repeti¢cdes bioldgicas constituidas de 1 kg de macéas
cada. Para as analises basicas (FP, SST e AT) e de producéao de etileno realizaram-
se trés repeticdes técnicas e para protedmica, duas repeticdes técnicas.

Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica com auxilio do
programa Statistix 8.0. O efeito do tempo dentro de cada tratamento foi avaliado pelo
teste de Tukey (p<0.05) e o efeito do tratamento em cada tempo foi avaliado pelo teste
t (p<0.05).

Para a analise de dados de protedmica, os espectros de massas foram
processados utilizando o software Protein Lynx Global Server (PLGS)verséo 3.1, com
0 banco de dados reverso de Malus UNIPROT (data do download: 30 de marco de
2015; 13 334 proteinas). Os parametros de processamento incluiram: tolerancia

automatica para precursores e ions-produto; minimo de trés ions-fragmento
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correspondentes por peptideo; minimo de 7 ions-fragmento correspondentes por
proteina; minimo de 2 peptideos correspondentes por proteina; um possivel erro de
clivagem pela tripsina; carbamidometilacdo de cisteina como modificacdo fixa e
oxidacdo de metionina como modificacdo variavel; taxa maxima de descoberta de
falso positivo (FDR) a 4%.
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5 RESULTADOS

5.1 Firmeza de polpa, concentracao de sdlidos soluveis totais e da acidez
total titulavel de macgéas, com e sem aplicacdo de 1-MCP, durante o

amadurecimento em temperatura ambiente

Para relacionar mudancas do proteoma com respostas fisiologicas das frutas
realizaram-se analises de firmeza de polpa (FP), sélidos sollveis totais (SST) e acidez
total titulavel (AT), durante 12 dias, apos a colheita, tanto em macas que receberam
como nas que nado receberam aplicacdo de 1-MCP (Tabela 1). Observou-se
diminuicdo na FP, aumento nos valores de SST e reducdo da AT, nas magas que nao

receberam aplicacao de 1-MCP.

Tabela 1. Firmeza de polpa, sdlidos sollveis totais (SST) e acidez titulavel (AT) de macas tratadas e

ndo tratadas com 1-MCP, e armazenadas a temperatura ambiente, durante 12 dias.

Tempo de armazenamento (dias)

Tratamento Colheita 6 dias 12 dias
Firmeza (N) Controle 84,93 a 77,9 abA* 70,3 bB
1-MCP 84,93a 81,4 aB 80,4 aA
SST (°Brix) Controle 12,53 a 13,4 abA 14,1 bA
1-MCP 12,53 a 13,3 bA 14,2 cA

AT (% é&cido
malico) Controle 0,56 a 0,45 bA 0,41 bA
1-MCP 0,56 a 0,5aB 0,45 aA

*Os valores que diferiram estatisticamente, na linha, séo representados por letras minusculas distintas;
da mesma forma, letras maidsculas distintas, na coluna, representam médias estatisticamente distintas
pelo teste de Tukey (p<0,05).

Macas que receberam aplicacédo de 1-MCP tiveram reducdo de 5,33% na

firmeza de polpa em 12 dias em temperatura ambiente, enquanto aquelas que néo
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receberam a aplicacao desse inibidor da agéo do etileno, a reducéo foi de 17,23%.
Em relacé@o aos valores de sdlidos soluveis totais, observou-se aumento nas macas
controle (12,53%), bem como em frutas que receberam aplicacédo de 1-MCP (13,32%),
em 12 dias de armazenamento, sendo que esses Vvalores nao diferiram
estatisticamente. Os valores de acidez titulavel apresentaram reducdo ao longo do
armazenamento, com diminui¢gdes de 26,79% e 19,64%, respectivamente para macas

controle e para macas que receberam aplicacao de 1-MCP.

5.2 Producao de etileno de macas, com e sem aplicacédo de 1-MCP, durante o

amadurecimento em temperatura ambiente

A producgdo de etileno foi avaliada durante 12 dias apds a colheita. No
momento da colheita, observou-se uma baixa producdo de etileno (1,23 nL
etileno.kg.h), confirmando que as macas foram colhidas no estadio pré-climatérico. Ao
se manterem as macas em temperatura ambiente para o amadurecimento, houve
aumento da produgéo de etileno, atingindo-se valores de 18,53 aos 06 dias de
avaliacdo e 235,7 nL etileno kg.h aos 12 dias (Figura 1).
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"Producao de Etileno (nL etileno.kg.h)

Figura 1. Producdo de etileno de magas, tratadas e ndo tratadas com 1-MCP, amadurecidas a
temperatura ambiente, durante 12 dias. As barras apresentadas correspondem a minima diferenga
significativa (P<0,05).
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Porém, quando houve aplicacdo de 1-MCP por 24 h, logo apés a colheita,
antes que as macas fossem mantidas em temperatura ambiente, a produgéo de
etileno manteve-se baixa, sempre inferior a 4,8 nL etileno.kg.h até 12 dias apos a
colheita, demonstrando a eficacia do 1-MCP na inibicdo auto catalitica da producao
desse hormonio (Figura 1). Esse resultado (inibicdo significativa da producéo de
etileno pela aplicacdo do 1-MC) (Figura 1), associado aqueles da maior preservacao
da FP e da AT (Tabela 1), demonstram que o modelo € adequado para se prospectar
proteinas diferencialmente presentes em macas, em condi¢cdes de inibicdo da acéo

do etileno.

5.3 Perfil transcricional do gene codificador de ACCOL1

Ao analisar o perfil de transcricdo do gene ACCO1 verificou-se aumento no
acumulo de transcritos ao longo do amadurecimento, atingindo maxima expressao aos
10 dias apos a colheita. Por outro lado, esse comportamento ndo foi observado

guando as plantas foram tratadas com 1-MCP.
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Figura 2. Perfil transcricional do gene ACCO1 (Uniprot: Q00985) em macas, com e sem aplicacdo de
1-MCP, armazenados em temperatura ambiente durante 12 dias.
*Dados publicados em PEGORARO et al. (2015) e gentilmente cedidos pelos autores.
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5.4 Proteinas diferencialmente acumuladas em macdas, com e sem aplicacao

de 1-MCP, durante o amadurecimento em temperatura ambiente

Ao se terem macas em que a producéo de etileno foi significativamente inibida
pela aplicacdo de um inibidor da acdo do etileno (Figura. 1), decidiu-se avaliar o
proteoma diferencialmente acumulado, pela técnica IF-SDS-PAGE (2-D). Como
resultado dessa técnica, 200 proteinas foram detectadas pelo software PDQuest.
Além disso, cabe ressaltar que o procedimento técnico adotado foi bem otimizado,
tendo havido reprodutibilidade e boa qualidade dos proteomas em géis 2-D (Figura.
3). Ao se buscarem spots diferencialmente expressos entre os tratamentos, 15 spots
foram destacados (Figura. 3) como diferencialmente expressos (Tabela 2). Os niveis
de expressao, com base no volume (OD.mm?2), de cada proteina citada na tabela 2,
pode ser observado na Figura 4. Entre os spots diferencialmente expressos, foram
identificadas proteinas diretamente ligadas ao amadurecimento de frutas, mais
precisamente ao metabolismo do etileno com a proteina ACCO1 (Q00985), como
esperado. Entretanto, surpreendentemente, quatro desses spots foram identificados
como ACCO1. Além disso, proteinas relacionadas a estresses como Heat Shock
Protein- HSP (Q9M6R1), resisténcia a patdogenos (Pathogenesis-related protein 5
(QO0MX5) e Thaumatin like protein (Q9FSG7), bem como metabolismo primario como
malato desidrogenase (A3DSXO0), enzima malica (A6XB67), isocitrato desidrogenase
(B8FEV4) foram identificadas.

Com o intuito de caracterizar os niveis de acumulo relativo das proteinas, fez-
se uma avaliacdo utilizando o software PDQuest. Dessa andlise, se verificou que
proteinas putativamente identificadas como ACCO1 foram diferencialmente
acumuladas como resultado do amadurecimento. Mais especificamente, baixos niveis
foram detectados nas macas recém colhidas, e aumentaram significativamente
gquando as macgas foram amadurecidas em temperatura ambiente por 12 dias.
Entretanto, quando se aplicou 1-MCP logo apos a colheita, os niveis de ACCOL1
mantiveram-se baixos ou néo detectados (Figura 4 a, b, c, d). Destaca-se, ainda, que
4 spots correspondendo a essa proteina foram detectados, um deles (Figura 4, d)
somente nas macas que nao receberam 1-MCP e aos 12 dias de armazenamento em

temperatura ambiente.


http://www.uniprot.org/uniprot/Q00985
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http://www.uniprot.org/uniprot/Q9FSG7
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Figura 3. 15 spots proteicos diferencialmente expressos (uso do equipamento Synapt-G2-LC-MSE),
entre macas tratadas e nao tratadas com 1-MCP, logo ap6s a colheita e com amadurecimento em
temperatura ambiente por 12 dias. Os niveis diferencias de expressao frente ao tratamento e o tempo

de amadurecimento estdo demonstrados nos graficos da Figura 4.

Em diferentes niveis de acumulo, a proteina actina (C7F8P2), bem como a
proteina 14-3-3 Family protein (Q5UFR1), apresentaram um comportamento oposto
entre 0 grupo que recebeu aplicacdo de 1-MCP e o grupo controle. Enquanto o
acumulo de ambas diminuiu no grupo controle aos 12 dias de armazenamento em
relacdo a colheita, as mesmas aumentaram no grupo que recebeu aplicacdo de 1-
MCP. As proteinas Thaumatin like protein (Q9FSG7), Pathogenesis-related protein 5
— PR-5(Q00MX5) e enzima malica (A6XB67), demonstraram comportamento similar,
em diferentes proporc¢des, do momento da colheita até o Gltimo dia de andlise, ou seja,
apresentaram um maior acumulo na presenca de 1-MCP. As proteinas isocitrato
desidrogenase (B8FEV4) e cianoalanina sintase (Q1KLZ2) também aumentaram seu
acumulo com o decorrer do amadurecimento, entretanto os maiores valores foram
observados no grupo controle. Nesse estudo também foram detectados dois spots
identificados como Heat shock protein (Q9M6R1). Ambos comportaram-se
similarmente, havendo aumento na expresséo aos 6 dias e, decrescendo ao serem
analisados aos 12 dias de armazenamento tanto no grupo onde houve aplicacao de

1-MCP quanto no grupo controle. A proteina ribulose bifosfato carboxilase — RuBisCo


http://www.uniprot.org/uniprot/P23343
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9FSG7
http://www.uniprot.org/uniprot/Q00MX5
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— subunidade grande (P31194), demonstrou ser fortemente inibida na presenca de 1-
MCP, apresentando valores aproximadamente 4 vezes menor nesse tratamento em

relacdo ao grupo controle, indicando ser etileno-dependente.
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Figura 4. Niveis de acumulo relativo de proteinas em magas, tratadas e nao tratadas com 1-MCP, e
armazenadas em temperatura ambiente por 12 dias. Andlise pelo software PDQuest com base no

volume do spot — densidade 6tica em relagéo a area (OD.mm2).

5.5 Alinhamentos das sequéncias de aminoéacidos

Entre as proteinas diferencialmente expressas, duas foram identificadas em
mais de um spot: ACCOL1 (4 spots) e HSP (2 spots). Para maior compreensao desses
resultados, alinhamentos das sequéncias peptidicas foram realizados através do
software ClustalOmega, com o intuito de verificar a porcentagem de identidade entre
as sequéncias reconhecidas como sendo a mesma proteina pelo banco de dados
Uniprot. Dessa avaliacdo, constatou-se que as proteinas identificadas como ACCO1
possuem 97,3%, enquanto as HSPs apresentaram 100% de identidade, indicando

que, provavelmente, tratam-se das mesmas proteinas ou de isoformas (Figura 5).
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Em relacdo ao alinhamento entre as sequéncias das proteinas desse estudo

com as sequéncias do banco de dados Malus Uniprot, as identidades variaram entre
33 e 100% (Tabela 2).

1. ACC Oxidase 1 (ACO1)

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

INDACENWGFFELVNHGYSTELLDTVEKGLDDVQSE IHDLOWE STFFLRHLPSSNISEIP
---------------------------- GLDDVQSE IHDLOWE STFFLRHLPSSNISEIP
INDACENWGFFELVNHGYSTELLDTVEKGL DOVQSE IHDLOWE STFFLRHLPSSNISEIP
INDACENWGFFELVNHGYSTELL DTVEKGL DDVQSE IHDLOWE STFFLRHLPSSNISEIP

LA AR A R R A R R ARl
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DLEEEYRKLLOLLCENLGLEKANSDAGGIILLFQDD=~~~~ KMSIASFYNPGNDSFISPA 87
OLEEEYRKLLOLLCENLGLEKAHSDAGGIILLFQDOD~~=~~ KMSIASFYNPGNDSFISPA 115
DLEEDYRKLLOLLCENLGLEKAHSDAGGIILLFQDOD ==~~~ KMSIASFYNPGNDSFISPA 115

Q"':t.."..'t'ﬂ.’..'i'..'.'.t...t.. ERARAARARSARRRS AR A n

PAVLEKFVFDDYMK 134
PAVLEKFVFDDYMK 101
PAVLEKFVFDDYMK 129
PAVLEKFVFDDYMK 129
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2. Heat shock protein

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment
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Figura 5. Alinhamentos das sequéncias de amino&cidos das proteinas ACCO1 (spots 6303, 9203,
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Tabela 2. Lista de proteinas diferencialmente expressas em frutas de maca tratadas e néo tratadas com 1-MCP armazenadas a temperatura ambiente por 12

dias. As proteinas foram identificadas por cromatografia e espectrofotometria de massas (Synapt-G2-LC-MSE).

O Peso Peso
. . molecular | molecular pl pl Identidade =
Spot acesso Organismo Proteina (kDa) (kDa) experimental | tedrico (%) Funcao
(Uniprot) . ot
experimental | tedrico
Malus x ACC oxidase 35,41 L . .
5303 | Q00985 domestica (ACCO1) 14,66 4.14 5,24 48,7 Biossintese etileno, amadurecimento de frutas
Malus x ACC oxidase 35,41 . . .
6302 | Q00985 domestica (ACCO1) 14,67 4.15 5,24 49,0 Biossintese etileno, amadurecimento de frutas
Malus x ACC oxidase 35,41 . . .
6303 | Q00985 domestica (ACCO1) 15,31 4.14 5,24 49,8 Biossintese etileno, amadurecimento de frutas
Malus x ACC oxidase 35,41 L . .
9203 | Q00985 domestica (ACCO1) 11,48 4.19 5,24 47,2 Biossintese etileno, amadurecimento de frutas
Malus x . 28,05 . R
5503 | C7F8P2 domestica Actin 17,56 5.04 5.23 63,7 Citoesqueleto, divisdo celular
Malus x Thaumatin like 25,70 N .
8212 QIFSG7 domestica protein 36,28 5.76 4,98 33,3 Alergéncia, resposta a patégeno
Malus x Pathogenesis- 25,68 A . )
8211 | QOOMX5 domestica Related 5 68,84 4.25 4,62 78.3 Alergéncia, resposta a patégeno
Malus x Heat shock - . e L
6902 | Q9M6R1 domestica protein (HSP) 31,78 71,21 5.69 4,62 57,9 Conformagéo proteica, resposta a estresse biotico e abidtico
Malus x Heat shock ~ P . .
6903 | QO9M6R1 domestica protein (HSP) 26,06 71,21 5.69 4,57 57,9 Conformag&o proteica, resposta a estresse biotico e abidtico
8102 | Q5UFR1 dMaIus_x 14-3-3 fgmny 14,37 29,69 4.46 4,75 52,4 Regulador chave de tranducgéo de sinal de proteinas como receptores e
omestica protein p . ) ~ O
proteinas kinases, amadurecimento de frutos, regulacdo de horménios
Ribulosebispho
6203 | P31194 Malus_x sphate 23,96 4,23 477 100 Fixagdo de carbono, resposta a estimulo por acido abscisico
domestica carboxylase 58,5
large chain
Malus x . 70,40 .
0902 | A6XB67 domestica Malic enzyme 10,15 5.87 6,21 334 Ciclo de Krebs
Malus x Malate . . .
1401 | A3DSXO0 domestica | dehydrogenase 18,06 3559 5.14 6,01 61,5 Ciclo de Krebs, Processo metabdlico celular de carboidrato
Isocitrate
5701 | B8FEV4 | D.alkenivora | dehydrogenase 21,36 44,42 6,07 4,95 92,9 Ciclo de Krebs
NADP
L-3
Malus x Cyanoalanine . . L
4402 | Q1KLZ2 domestica synthase 1 15,51 40,88 4.71 7,61 57,0 Amadurecimento de fruta climatérica

mitochondrial
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6 DISCUSSAO

E amplamente conhecido que o etileno atua fortemente na maturacéo de
frutas climatéricas e que o controle da produc¢éo e/ou da acdo desse horménio retarda
a transicdo da maturacdo para o amadurecimento e senescéncia (BENETT et al.,
2008). Com o uso de inibidor da acdo do etileno, o 1-MCP, se pode estudar eventos
etileno-dependentes, parcialmente-dependentes ou independentes (ALEXANDER et.
al 2002; LEE et al., 2012). Por isso, se aplicou esse inibidor em macgas, logo apos a
colheita, como forma de se prospectarem proteinas diferentemente acumuladas frente
a acdo do etileno e ao amadurecimento. No modelo estudado, primeiramente se
validou o conhecimento existente (YANG et al., 2013), ou seja, a aplicacdo de 1-MCP
contribuiu para a preservagdo da FP e da AT (Tabela 1), além de ter inibido fortemente
a producéo do préprio horménio (Figura 1). A partir disso, se pode usar esse material
como base para os estudos de proteémica diferencial (Figura 4 e 5). Em média, foram
detectadas 200 proteinas por gel. Os spots representando proteinas diferentemente
acumuladas (Figura 3) foram retidos para andlise das sequéncias peptidicas, que
foram obtidas utilizando o equipamento Synapt-G2-LC-MSE, e identificadas por
comparacao com o banco de dados Malus UNIPROT. Dessa etapa, 15 spots foram

destacados como proteinas diferentemente acumuladas (Figura 3, Tabela 2).

Como esperado, houve o acumulo de uma proteina, putativamente
correspondente a uma das enzimas mais abundantes em macas, a ACC oxidasel
(ACCO1) (ROMBALDI et al., 1994; Ll et al., 2013). Ao longo do amadurecimento, ap6s
a colheita, as macas que nao receberam 1-MCP incrementaram o acimulo de ACCO1
(Figura 2) e o correspondente aumento da producéo de etileno (Figura 1). Nas macas
tratadas com 1-MCP isso ndo ocorreu, ou seja, nem se detectou significativo aumento
do acumulo dessas proteinas (Figura 4 a, b, ¢, d), tampouco da producéo de etileno
(Figura. 1). Corroborando com esses resultados referentes & ACCO1, PEGORARO
et. al (2015) observaram, em seu estudo de acumulo relativo de transcritos desse
gene, pela técnica de real-time PCR, aumento na expressao desse gene ao longo do
amadurecimento de macas. Em frutas sem aplicacéo de 1-MCP (controle) esse gene
apresentou uma expressao de aproximadamente 3,5 vezes maior do que em macas
armazenadas por 12 dias a temperatura ambiente sem inibicdo da acao do etileno.

Como pode ser observado na figura 2, frutas que receberam aplicagéo de 1-MCP né&o
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houve diferenca significativa ao longo do periodo de 12 dias de amadurecimento
(PEGORARO et. al, 2015). Se por um lado, o estudo de PEGORARO et al. (2015)
demonstra aumento no acumulo de expressao do gene codificador de ACCOL1 de 3,5
vezes entre macads tratadas e nao tratadas com 1-MCP aos 12 dias de
amadurecimento em temperatura ambiente, no patamar da protedmica da ACCO1,
essa diferenca foi de 16 vezes (Figura 4). E producéo de etileno, foi de 60 vezes maior
(Figura 1). Em frutas que receberam aplicacdo de 1-MCP ndo houve diferenca

significativa ao longo do periodo de 12 dias de amadurecimento (Figura 2).

Em nosso estudo, nas macés nao tratadas com o inibidor da ag&o do etileno,
quatro spots identificados como ACCO1 (spots 5303, 6302, 6303 e 9203) foram
identificados aos 12 dias de armazenamento (Figura 4. a, b, c, d), justamente quando
houve a maxima producéo de etileno (Figura 1). Pelo alinhamento das sequéncias
dessas proteinas, a identidade foi de 97,3%, e correspondem ao peptideo registrado
no Uniprot como Q00985 (Tabela 2). Assim, tém-se proteinas com alta identidade,
mas que se separam nitidamente em géis 2-D. Resultado similar ja havia sido
verificado por SHI et al. (2014), mas nenhuma explicacéo biolégica foi dada. Nesse
trabalho também né&o se tem uma explicacdo conclusiva acerca do achado, mas duas
hipéteses mais provaveis sdo enunciadas: 1) artefato da técnica, resultado de uma
separacdo, em spots, da mesma proteina, decorrente da elevada quantidade da
ACCO1; e, 2) haver sintese de ACCO1 que, apesar da elevada identidade, possa
passar por transformacdes pds-traducionais (ndo postas em evidéncia), que alteram
o pl e gque, resultem em proteinas com atividade enzimatica diferenciada, o que
explicaria a coeréncia entre 0 maximo acumulo proteico e a maxima producdo de

etileno.

Outra proteina diferentemente acumulada foi a actina (C7F8P2), que é
amplamente conhecida por participar na estrutura do citoesqueleto celular (LANZA et
al., 2012). Além disso, tanto os mRNAs como a proépria proteina, tém sido utilizados
(MA et al., 2013) como normalizadores em estudos de expressao relativa. Desse
modo, esse achado é relevante, pois pde em evidéncia que a actina (C7F8P2) nao se

constitui numa boa proteina normalizadora em macas, durante o amadurecimento.

Quatro principais classes de proteinas alergénicas tém sido encontradas em

macas, denominadas Mal d1, Mal d2, Mal d3 e Mal d4. Em nosso estudo, duas dessas


http://www.uniprot.org/uniprot/Q00985
http://www.uniprot.org/uniprot/P23343
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proteinas, a Thaumatin like protein (Q9FSG7), da classe Mal d1 e Pathogenesis-
related protein 5 (QO0MX5), classe Mal d2, foram identificadas. Essas proteinas sao
citadas como pertencente a um grupo de proteinas potencialmente alergénicas para
humanos (YANG et al., 2012). A presenca dessas proteinas em niveis variados
durante o amadurecimento ja havia sido observada em estudos anteriores, entretanto
nenhuma fungdo com o amadurecimento foi encontrada (MATTHES et. al, 2009;
BOTTON et. al, 2008). Aqui, neste estudo, essas proteinas tiveram seus niveis de
acumulo aumentados em maca durante o armazenamento, tanto nas que nao
receberam quanto naquelas que receberam aplicacdo de 1-MCP. Isso contradiz o
observado por SHI et al. (2014), segundo os quais, as proteinas Thaumatin like protein
tiveram suas respectivas expressdes diminuidas com a aplicacdo do 1-MCP. Essas
proteinas identificadas como Thamatin like tém sido frequentemente detectadas em
estudos de protedmica em frutas, ocorrendo o0 mesmo nos estudos de transcriptémica
(PRINSI etal., 2011; SHI et al., 2013). No entanto, todos os estudos foram conduzidos,
a semelhanca deste, numa estratégia de efeito-resposta. Assim, tem-se, com
resultado que as proteinas e/ou os mMRNAs incrementaram ou reduziram o acumulo
frente ao amadurecimento, ao armazenamento, a estresses, dentre outros, mas néo

se tem a clareza de qual a funcdo no processo de maturacdo/amadurecimento.

Além da funcéo de chaperonas, respostas a estresse bidtico e abiotico, FABI et
al., (2010) relataram que as proteinas HSPs estéo relacionadas ao amadurecimento
e sdo afetadas pelo etileno. Essas proteinas desempenham um papel nha maturacéo
e dobramentos de complexos de proteinas, degradacdo de peptideos danificados e
regulacdo de varias rotas metabdlicas (MOLASSIOTIS et al., 2013). Em macas, a
expressdo de Proteinas HSPs tém sido associada a respostas de pos-colheita
(WOOLF & FERGUSON 2000; WANG et al.,, 2010). Neste trabalho se observou
aumento dessa proteina aos 6 dias de amadurecimento no grupo controle e uma
diminuicdo ao se passar 12 dias de armazenamento. No grupo que recebeu aplicacao
de 1-MCP a expressao dessa proteina foi aumentada comparando-se ao controle
(Figura 4. g, h). Assim, a semelhanca das Thaumatin like e PR-5, ndo se tem uma

explicacdo sobre a fungéo dessas proteinas no amadurecimento.

O spot identificado como cianoalanina sintase aumentou seu acumulo durante o
amadurecimento, sendo maximo aos 12 dias; por outro lado, ao aplicar 1-MCP, esse

acumulo foi reduzido. Segundo HAN et al. (2007), essa proteina estd, provavelmente,


http://www.uniprot.org/uniprot/Q00MX5
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envolvida na detoxificagdo de cianeto que aumenta devido ao processo de biossintese
de etileno durante o processo de amadurecimento de frutas.

A enzima malato desidrogenase (MDH), que catalisa a conversao reversiva de
oxaloacetato em malato podendo atuar na sintese ou degradacdo de malato
(TOLEDO et al., 2010), apresentou maior expressao aos 6 dias de amadurecimento,
diminuindo aos 12 dias, concordando com o estudo de MARONDEDZE et al. (2012).
Essa variacdo de acumulo na proteina MDH sugere uma forma de resposta contra
estresse oxidativo. Recentemente, tem sido mostrado que ha aumento em niveis de
malato em resposta a reducao do acumulo de amido e aumento do amolecimento em
tomate (CENTENO et al., 2011). Esse resultado sugere que a MDH possa ter papel
no amolecimento de macéa que € uma fruta que converte amido em acucares simples
e acidos organico (SHANGGUAN et al., 2015). Esses sélidos soluveis e acidos
organicos sdo componentes de frutas importantes no que diz respeito ao sabor,
impactando nas caracteristicas organolépticas gerais da fruta. Acidos organicos, como
o0 acido malico, geralmente apresentam aumento nos estadios iniciais do
desenvolvimento do fruto, sendo utilizados como substratos da respiragéo durante o
amadurecimento (DIAKOU et al., 2000). Esses acidos organicos sao intermediarios
do ciclo do acido tricarboxilico (ciclo de Krebs), exercendo funcdo na respiracao
celular aerbbica. Entre as enzimas que participam dessa rota metabdlica, estdo a
enzima malica, malato desidrogenase e isocitrato desidrogenase — NADP, as quais
foram identificadas no presente estudo, representadas pelos spots 0902, 1401 e 5701
respectivamente. Segundo RUFFNER al. (1984); HIRAI & UENO, (1997), o rapido
decréscimo nas concentracbes de acido malico durante o amadurecimento €,
geralmente, atribuido a degradacéo desse acido pela enzima malica dependente de
NADP. Esses dados estdo em consenso com o presente estudo o qual demonstrou
uma diminuicao da acidez ao longo do processo de amadurecimento (Tabela 1), bem
como o aumento do acumulo da proteina identificada como enzima malica (Figura 4.
i).

Em frutas climatéricas, tem sido mostrado que o etileno induz genes, sendo
considerado o hormdénio do amadurecimento. Entretanto, é sabido que existem rotas
metabdlicas dependentes e independentes de etileno em frutas climatéricas
(LELIE'VRE et al., 1999). Novos eventos transcricionais e traducionais vém sendo

recentemente evidenciados. E o caso das Proteinas 14-3-3 que atuam no processo
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de sinalizacdo de fitorménios (acido abscisico, giberelina, brassinosteroide e etileno)
(GAMPALA et al. 2007; RYU et al. 2007; DENISON et al. 2012). Estudos
desenvolvidos por SHI & ZHANG (2014) demonstraram que algumas dessas
proteinas podem ser induzidas por tratamento de etileno exdégeno e o padrdao de
expressdo de outras dessas proteinas indica que podem estar envolvidas na
regulacdo da biossintese do etileno durante o amadurecimento de frutas (LI et al.,
2013). Além disso, o gene 14-3-3 foi induzido pelo precursor de etileno (ACC) SHI et
al., 2014.

Estudos desenvolvidos por ANDRADE et al. (2012), demonstraram que a
proteina 14-3-3 foi acumulada durante o amadurecimento de manga e pode contribuir
para a alteracdo da integridade da membrana e amolecimento de polpa, ja que sao
capazes de se ligar a dominios fosforilados na ATPase alterando a atividade dessa
enzima. Esse processo é influenciado por etileno e pode resultar na desestabilizacédo
do gradiente eletrélito da membrana, bem como o colapso e morte de alguns grupos
celulares. Esses resultados indicam uma nova perspectiva, além da visédo
convencional de amadurecimento, sugerindo que por meio de técnicas de biologia
molecular seja possivel um melhor entendimento dos processos regulatorios

envolvidos no amolecimento.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Frente aos resultados obtidos, constata-se que esse é um bom modelo para
se estudar eventos relacionados a acdo do etileno durante o amadurecimento de
macas. Além disso, dentre os 15 spots diferencialmente expressos, algumas proteinas
foram destacadas: ACCO1, actina e 14-3-3 family protein. A ACCOL1 recebeu atencao
especial, por ter sido identificada em 4 spots em macas maduras, embora haja alta
identidade entre os peptideos sequenciados. Em macas que receberam aplicacéo de
1-MCP, somente dois spots foram identificados. A segunda, a actina, por apresentar
acumulos diferencias entre as macas, traz a informacéo de que ndo deve ser usada
como normalizadora em estudos de prote6mica. A proteina 14-3-3 por demonstrar
uma possivel fungéo reguladora do etileno, sugere que além das rotas metabdlicas
classicas, por meio da moderna biotecnologia, pode-se estudar novos processos,
possivelmente, responsaveis pelo amadurecimento de frutos. Nos demais casos, as
proteinas visualizadas como diferencialmente acumuladas, tém funcfes putativas
gerais no metabolismo vegetal, sem demonstracdes experimentais de serem
reguladoras importantes no processo de amadurecimento de macas. Assim, para se
ter maior amplitude de apreciacdo, duas acdes sao sugeridas, como sequéncia desse
trabalho: 1) prote6mica holistica, por técnica de alta vazdo, de modo a se ter o
proteoma diferencial integral, o que permitiria identificar proteinas presentes em
baixas quantidades e, portanto, ndo identificaveis pela técnica 2-D; e, 2) estudo de
genes identificados como  potenciais reguladores do processo de

maturacdo/amadurecimento, a partir dos estudos de transcritpémica e de protedmica.



47

8 REFERENCIAS

ABPM. Associagdo Brasileira dos Produtores de Maga (2015). Disponivel em:
http://www.abpm.org.br/. Acesso em: dezembro/2015.

AGRAWAL, G. K., JOB, D., ZIVY, M., AGRAWAL, V. P. (2011), Time to articulate a
vision for the future of plant proteomics—a global perspective: an initiative for
establishing the international plant proteomics organization (INPPO). Proteomics.
11, 1559-1568.

ALEXANDER,L & GRIERSON, D. (2002). Ethylene biosynthesis and action in tomato:
a model for climacteric fruit ripening. Journal of Experimental Botany 53. p. 2039-
2055.

ALMEIDA, D.P.F. (2005). Etileno em Pés-Colheita. Departamento de Fisiologia e
Tecnologia Pés-Colheita - Pés-Graduacado em Fruticultura - Instituto Superior de
Agronomia.

ANDRADE, JDE M, TOLEDO T.T., NOGUEIRA, S.B., CORDENUNSI, B.R., LAJOLO,
F.M. & DO NASCIMENTO J.R., (2012). 2D-DIGE analysis of mango ( Mangifera
indica L .) fruit reveals major proteomic changes associated with ripening. Journal
of Proteomics. 75(11). p.3331-3341.

BAI, J.H. BALDWIN, E. A.,, GOODNER, L.D., MATTHEIS. J.P. & BRECHT, J.K. (2005)
Response of four apple cultivars to 1-methylcyclopropene treatment and
controlled atmosphere storage. HortScience, Alexandria, n.40. p.1534-1538.

BANDIL, G.B. (2008). Analise protedbmica comparativa do fruto de café (coffea
arabica) em dois estagios iniciais de desenvolvimento. Dissertacdo — Agronomia.
Universidade Estadual de Ponta Grossa.

BENNETT, A. B. & LABAVITCH, J. M (2008). Ethylene and ripening-regulated
expression and function of fruit cell wall modifying proteins. Plant Science. 175. p.
130-136.

BRACKMANN, A., SESTARI, |., STEFFENS, C. A. & GIEHL, R. F. H.QUALIDADE
DA MACA CV. (2004). Gala tratada com 1-metilciclopropeno. Ciencia rural. 34.
5. P. 1415-1420. Issn 1678-4596.

BLANKENSHIP, S.M.& DOLE, J.M. (2003). 1-Methylycyclopropene: a review.
Postharvest Biology and Technology. 28. p.1-25.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Andrade%20Jde%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22504795
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Toledo%20TT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22504795
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nogueira%20SB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22504795
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cordenunsi%20BR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22504795
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lajolo%20FM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22504795
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lajolo%20FM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22504795
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=do%20Nascimento%20JR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22504795

48

CAMILO, A. P. & DENARDI, F. (2006). Cultivares: descricdo e comportamento no sul
do Brasil. Empresa De Pesquisa Agropecuéaria E Extensdo Rural De Santa
Catarina - Epagri. A Cultura Da Macieira. Floriandépolis: Epagri, 113-168p., Cap.
5.

CARPENTIER, S. C., PANIS, B., VERTOMMEN, A., SWENNEN, R., SERGEANT,
K., RENAUT, J., LAUKENS, K., WITTERS, E., SAMYN, B., DEVREESE, B.
(2008). Proteome analysis of nonmodel plants: a challenging but powerful
approach. Mass Spectrometry Reviews, 27. p.354-377.

CENTENO, D.C., OSORIO, S., NUNES-NESI A., BERTOLO A.L.F., CARNEIRO, R.T.,
ARAUJO, W.L., STEINHAUSER M-C., MICHALSKA, J., ROHRMANN, J. &
GEIGENBERGER, P., (2011). malate plays a crucial role in starch metabolism,
ripening, and soluble solid content of tomato fruit and affects postharvest
softening. Plant cell 23. P. 162-184.

CHIABRANDO, V. & GIACALONE, G. (2011). Shelf-life extension of highbush
blueberry using 1-methylcyclopropene stored under air and controlled
atmosphere. Food chemistry 126. P.1812-1816

CORREA, T.R., STEFFENS, C.A.,, DO AMARANTE, C.V.T., BRACKMANN, A
SILVEIRA, J.P.G., TANAKA, H. & BOTH, V. (2010). Qualidade de macas 'fuji'
armazenadas em atmosfera controlada e influéncia do clima na degenerescéncia
da polpa. Pesquisa agropecuaria brasileira. 45, n.6. P. 531-538.

COSTA, F., PEACE, C. P., STELLA, S., SERRA, S., MUSACCHI, S., BAZZANI, M. &
VAN DE WEG, W. E. (2010). QTL dynamics for fruit firmness and softening around
an ethylene-dependent polygalacturonase gene in apple
(Malusxdomestica borkh.). Journal of experimental botany, 61(11), 3029-3039.

DEFILIPPI, B.G., KADER, A.A., & DANDEKAR, A.M. (2005). Apple aroma: alcohol
acyltransferase, a rate limiting step for ester biosynthesis, is regulated by
ethylene. Plant science. 168. P.1199-1210.

DENISON, F.C., PAUL A. L., ZUPANSKA A. K. & FERL R. J. (2012). 14-3-3 proteins
in plant physiology. Seminars in cell & developmental biology. 22. P. 720-727.

DIAKOU, P., SVANELLA, L., RAYMOND, P., GAUDILLERE, J.P. & MOING. (2000).
Phosphoenol-pyruvate carboxylase during grape berry development: protein
level, enzyme activity and regulation. Australian journal of plant physiology. 27
p.221- 229.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vertommen%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18381744
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Swennen%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18381744
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sergeant%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18381744
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sergeant%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18381744
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Renaut%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18381744
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Laukens%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18381744
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Witters%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18381744
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Samyn%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18381744
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Devreese%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18381744

49

DYBALLA, N. & METZGER, S. (2009). Fast and sensitive colloidal comassie g250
staining for proteins in polyacrylmide gels. Journal of visualized experiments. 30.
E1431.

FAO. (2015). Food and Agriculture Organization of the United Nations. Disponivel em:
http://www.fao.org/home/en/. Acesso em: dezembro/2015.

FIORAVANCO, J. C. (2009). Macéa Brasileira: da importacdo a auto-suficiéncia e
exportacdo - a tecnologia como fator determinante. Informacdées Econdémicas,
SP, v.39, n.3.

FIORAVANCO, J. C., GIRARDI, C. L., CZERMAINSKI, A. B. C., SILVA, G. A. da,
NACHTIGALL, G. R., OLIVEIRA, P.R.D. de (2010). Cultura da macieira no Rio
Grande do Sul: analise situacional e descricdo varietal. Documentos 71,
Embrapa Uva e Vinho, Bento Gongalves.

FLORES, F., YAHYAOUI, F., DE, BILLERBECK, G. , ROMOJARO, F., LATCHE, A,
BOUZAYEN, M., PECH, JC, AMBID, C. (2002). Role of ethylene in the
biosynthetic pathway of aliphatic ester aroma volatiles in Charentais Cantaloupe
melons. Journal of Experimental Botany. 53(367). p.201-206.

GAMPALA S.S., KIM T.W., HE J.X., TANG W., DENG Z. & BAI M.Y. (2007) An
essential role for 14-3-3 proteins in brassinosteroid signal transduction in
Arabidopsis. Developmental Cell. 13. p.177-189.

GIRARDI, C. L.; SANHUEZA R.M., BENDER RJ. (2002). Manejo Pés-Colheita e
Rastreabilidade na Producdo Integrada de macés. Circular técnica 34 -
Embrapa. 31. p.23.

GIRARDI, C.L., PEGORARO, C., CRIZEL, G.R.; STORCH, T.T.; ZANUS, M.C. (2015).
Conservacao da qualidade pos-colheita de macas. Circular técnica Embrapa 31
— Embrapa.

GONGALVES, C. (2013). Alterag6es Moleculares , Fisico-Quimicas e Fisiol6gicas em
Melbes e Tomates : Relagbes com Etileno e Citocininas. Centro de Biotecnologia.
Tese - Programa de Pos-Graduacdo em Biotecnologia. Universidade Federal de
Pelotas.

HAN, S.E., SEO, Y.S., KIM D., SUNG, S.K., KIM, W.T. (2007). Expression of MdACAS1
and MdCAS2, encoding apple p-cyanoalanine synthase homologs, is
concomitantly induced during ripening and implicates MdCASs in the possible



50

role of the cyanide detoxification in Fuji apple (Malus domestica Borkh.) fruits.
Plant Cell Reports. 26. p.1321-31.

HERTOG, M.L.A-T.M., RUDELL, D.R., PEDRESCHI, R., SCHAFFER, R.J.,,
GEERAERDA, A.H., NICOLAI, B.M., FERGUSONC, I. (2011). Postharvest
Biology and Technology Where systems biology meets postharvest. Postharvest
Biology and Technology, 62(3). p.223-237.

HIRAI, M., UENO, I. (1997). Development of citrus fruits: fruit development and enzy-
matic changes in juice vesicle tissue. Plant Cell Physiology. 18 (4). 791-799.

HUBER, D.J. (2008). Suppression of ethylene responses through application of 1-
methylcyclopropene: a powerful tool for elucidating ripening and senescence
mechanisms in climacteric and nonclimacteric fruits and vegetables.
HortScience. 43. p.106-111.

HUERTA-OCAMPO, J.A., OSUNA-CASTRO, J.A, LINO-LOPEZ, G.J., BARRERA-
PACHECO, A., MENDOZA-HERNANDEZ, G., DE LEON-RODRIGUEZ, A. & DE
LA ROSA, AP.B. (2012). Proteomic analysis of differentially accumulated
proteins during ripening and in response to 1-MCP in papaya fruit. Journal of
Proteomics, 75(7). p.2160-2169.

JUNG, S., CESTARO, A, TROGGIO, M., MAIN, D. et al. (2012). Whole genome
comparisons of Fragaria, Prunus and Malus reveal different modes of evolution
between Rosaceous subfamilies. BMC Genomics. 13. p.129.

KAZMI, S., KRULL, I.S. (2001). Proteomics and the current state of protein separations
science, Part one. Pharma Genomics, p.14-29.

KUSSMANN, M. & AFFOLTER, M. (2006). OMICS-driven biomarker discovery in
nutrition and health. Journal of Biotechnology. 124. p.758-787.

LANZA, M., GARCIA-PONCE, B., CASTRILLO, G., CATARECHA, P., SAUER,
M., RODRIGUEZ-SERRANO, M., PAEZ-GARCIA, A., SANCHEZ-BERMEJO,
E., MOHAN T.C., DEL PUERTO,. Y,L., SANDALIO, L.M., PAZ-ARES, J. &
ANTONIO LEYVA, A. (2012). Article Role of Actin Cytoskeleton in Brassinosteroid
Signaling and in Its Integration with the Auxin Response in Plants. Developmental
Cell. p.1275-1285.

LEE, J., RUDELL, D.R., DAVIES, P.J., CHRISTOPHER B. WATKINS, C.B. (2012).
Metabolic changes in 1-methylcyclopropene ( 1-MCP ) -treated “ Empire ” apple
fruit during storage. Metabolomics. p.742—753.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1874391912000425
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1874391912000425
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);

51

LELIEVRE, J., LATCHE, A., JONES, B., BOUZAYEN, M., PECH, J. (1997). Ethylene
and fruit ripening. Physiologia Plantarum, 101. p.727-739.

LI, X., ZHU, X., MAO, J., ZOU, Y., FU, D., CHEN, W., LU, W. (2013). Isolation and
characterization of ethylene response factor family genes during development,
ethylene regulation and stress treatments in papaya fruit. Plant Physiology and
Biochemistry, Amsterdam. 70. p.81-92.

LEISSO, R, BUCHANAN, D., LEE, J., MATTHEIS, J., & RUDEL, D. (2013). Cell Wall,
Cell Membrane, and Volatile Metabolism Are Altered by Antioxidant Treatment,
Temperature Shifts, and Peel Necrosis during Apple Fruit Storage. Journal of
Agricultural and Food Chemistry. 61 (6). p.1373—-1387.

MARONDEDZE, C. & THOMAS, L.A. (2012). Insights into fruit function from the
proteome of the hypanthium. Journal of Plant Physiology, 169(1). p.12-19.

MOLASSIOTIS, A. TANOU, G, FILIPPOU, P., FOTOPOULOS, V., (2013).
Proteomics in the fruit tree science arena: New insights into fruit defense ,
development, and ripening. Proteomics. p.1871-1884.

MORALES, H., MARIN, S., RAMOS, A.J. & SANCHIS, V. (2010). Influence of post-
harvest technologies applied during cold storage of apples in Penicillium
expansum growth and patulin accumulation: A review. Food Control. 21(7).
p.953-962.

NOUWENS, A. & MAHLER, S. (2012). Evolution of proteomic methods for analysis of
complex biological samples - implications for personalized medicine. In Hon-Chiu
Eastwood Leung, Tsz-Kwong Man and Ricardo J. Flores (Ed.), Integrative
Proteomics (pp. 29-43) Croatia: InTech.

ORTUNO-SAHAGUN, D., PALLAS, M. & ROJAS-MAYORQUIN, A.E. (2014).
Oxidative Stress in Aging: Advances in Proteomic Approaches. Oxidative
Medicine and Cellular Longevity. 573208.

PALMA, J.M., CORPAS, F.J. & RIO, L.A. (2011). Proteomics as an approach to the
understanding of the molecular physiology of fruit development and ripening.
Journal of Proteomics, 74(8). p.1230-1243.

PEGORARO, C.; STORCH, T.T; CRIZEL, G.R.; ROMBALDI, C.V.; GIRARDI, CL.
(2015) Identification of biomarkers associated to ripening and postharvest
quality in ‘Gala’ apples. Comunicata Scientiae In Editing.


http://pubs.acs.org/action/doSearch?text1=Buchanan+David&field1=Contrib
http://pubs.acs.org/action/doSearch?text1=Lee+Jinwook&field1=Contrib
http://pubs.acs.org/action/doSearch?text1=Mattheis+James&field1=Contrib
http://pubs.acs.org/action/doSearch?text1=Rudell+David&field1=Contrib
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tanou%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23986917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Filippou%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23986917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fotopoulos%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23986917
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713509003429
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713509003429
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713509003429

52

PRINSI, B., NEGRI, A.S., FEDELI, C., MORGUTTI, S., NEGRINI, N., COCUCCI,
M., ESPEN, L., (2011). Phytochemistry Peach fruit ripening: A proteomic
comparative analysis of the mesocarp of two cultivars with different flesh firmness
at two ripening stages. Phytochemistry. 72(10). p.1251-1262.

RENAUT, J., HAUSMAN, J.-F., BASSETT, C., ARTLIP, T. et al. (2008). Quantitative
proteomic analysis of short photoperiod and lowtemperature responses in bark
tissues of peach (Prunus persica L. Batsch). Tree Genetics & Genomes. 4. p.
589-600.

ROMBALDI. C., LELIEVRE. J-M., LATCHE, A., PETITPREZ, M., BOUZAYEN, M.,
PECH, J-C. (1994). Immunocytolocalization of 1-aminocyclopropane-1-
carboxylic acid oxidase in tomato and apple fruit. Planta. 192. p.453—-460.

RUFFNER, H., POSSNER, D., BREM, S., RAST, D. (1984). The physiological role of
malic enzyme in grape ripening. Planta. 160 (5). p.444—448.

RYU, H., KIM, K., CHO, H., PARK, J.,, CHOE, S. & HWANG, I. (2007)
Nucleocytoplasmic shuttling of BZR1 mediated by phosphorylation is essential in
Arabidopsis brassinosteroid signaling. Plant Cell. 19. p.2749-2762.

SHANGGUAN, L., SUN X., ZHANG,C., MU, Q., LENG, X., JINGGUI FANG, J. (2015).
Genome identification and analysis of genes encoding the key enzymes involved
in organic acid biosynthesis pathway in apple , grape , and sweet orange. Scientia
Horticulturae. 185. p.22-28.

SHI, H. & ZHANG, Y., (2014). Pear 14-3-3a gene ( Pp14-3-3a) is regulated during fruit
ripening and senescense , and involved in response to salicylic acid and ethylene
signalling. Journal of Genetics. 93(3). p.747—753.

SOULEYRE, E.J.F., CHAGNE, D., CHEN, X., TOMES, S., TURNER, R.M., WANG,
M.Y., MADDUMAGE, R., HUNT, M.B., WINZ, R.A., WIEDOW, C., HAMIAUX,
C., GARDINER, S.E., ROWAN, D.D., & ATKINSON, R.G. (2014). The AAT1 locus
is critical for the biosynthesis of esters contributing to “ripe apple” flavour in “Royal
Gala” and “Granny Smith” apples. The Plant Journal. 78. p.903-915.

STANICH, K. CLIFF, M.A., HAMPSON, C.R., & TOIVONEN, P.M.A. (2014). Shelf-life
and sensory assessments reveal the effects of storage treatments with 1-
methylcyclopropene on new and established apples. Canadian Journal of Plant
Science, 94(8). p.1427-1439.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Negri%20AS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21315381
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fedeli%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21315381
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Morgutti%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21315381
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Negrini%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21315381
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cocucci%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21315381
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cocucci%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21315381
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Espen%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21315381
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304423815000229
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304423815000229
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304423815000229
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chagn%C3%A9%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24661745
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24661745
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tomes%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24661745
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Turner%20RM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24661745
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20MY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24661745
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20MY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24661745
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maddumage%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24661745
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hunt%20MB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24661745
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Winz%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24661745
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wiedow%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24661745
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hamiaux%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24661745
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hamiaux%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24661745
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gardiner%20SE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24661745
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rowan%20DD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24661745
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Atkinson%20RG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24661745
http://www.agr.gc.ca/eng/science-and-innovation/research-centres/british-columbia/summerland-research-and-development-centre/scientific-staff-and-expertise/cliff-margaret-phd/?id=1181934280531
http://www.agr.gc.ca/eng/science-and-innovation/research-centres/british-columbia/summerland-research-and-development-centre/scientific-staff-and-expertise/hampson-cheryl-phd/?id=1181940042597
http://www.agr.gc.ca/eng/science-and-innovation/research-centres/british-columbia/summerland-research-and-development-centre/scientific-staff-and-expertise/toivonen-peter-phd/?id=1181923342583

53

TAKSUKI, M., ENDO, A; OHKAWA, H. (2007). Influence of time from harvest to 1-
MCP treatment on apple fruit quality and expression of genes for ethylene
biosynthesis enzymes and ethylene receptors. Postharvest Biology and
Tecnhnology. 43. p.28-35.

TAKSUKI, M. & ENDO, A. (2006). Analyses of expression patterns of ethylene
receptor genes in apple (Malus domestica Borkh.) fruits treated with or without 1-
methylcyclopropene. Journal of the Japanese Society for Horticultural Science.
75. p. 481-487.

TOLEDO, T.T; (2010) Analise protedmica do amadurecimento da banana empregando
eletroforese bidimensional acoplada a espectrofotometria de massas.
Dissertacao - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas. Universidade de S&o Paulo.

VARELA, P., SALVADOR, A. & FISZMAN, S. (2008). Shelf-life estimation of “Fuji”’
apples Il. The behavior of recently harvested fruit during storage at ambient
conditions. Postharvest Biology and Technology, 50, pp.64—69.

VELASCO, R., ZHARKIKH, A.,AFFOURTIT, J., DHINGRA, A.,CESTARO,
A..KALYANARAMAN, A., FONTANA, P., BHATNAGAR, SATISH K, et al. (2010).
The genome of the domesticated apple ( Malus x domestica Borkh .). Nature
Publishing Group. 42(10). p.833—-839.

VIEIRA, S.M., THEODORO, K.H., & GLORIA, M.B.A., (2007). Profile and levels of
bioactive amines in orange juice and orange soft drink. Food Chemistry.100(3).
p. 895-903.

WALTZ, E. (2015) USDA approves next-generation GM potato. Nature Biotechnology
33. p. 12-13.

WATKINS, C.B. (2006). The use of 1-methylcyclopropene (1-MCP) on fruits and
vegetables. Biotechnology Advances. 24. p.389-409.

WEBER, A.; BRACKMANN, A.; ANESE, R. O.; BOTH, V.; PAVANELLO, E. P.(2013).
Atmosfera controlada para armazenamento de ma¢cad Maxi Gala. Revista Ciéncia
Agrondmica. 44(2), p. 294-301.

YANG, X. SONG, J., CAMPBELL-PALMER, L., WALKER, B.A. & ZHANG, Z. (2012).
Allergen related gene expression in apple fruit is differentially controlled by
ethylene during ripening. Postharvest Biology and Technology. 63(1), p.40-49.


http://www.agr.gc.ca/eng/science-and-innovation/research-centres/atlantic-provinces/kentville-research-and-development-centre/scientific-staff-and-expertise/song-jun-phd/?id=1181922383754

54

YANG, X.; SONG, J., CAMPBELL-PALMER, L., FILLMORE, S. & ZHANG, Z. (2013).
Effect of ethylene and 1-MCP on expression of genes involved in ethylene
biosynthesis and perception during ripening of apple fruit. Postharvest Biology and
Technology. 78. p. 55-66.

ZHANG, C., DING, Z., XU, X., WANG, Q. et al. (2010). Crucial roles of membrane
stability and its related proteins in the tolerance of peach fruit to chilling injury.
Amino Acids. 39. p.181-194.

ZHENG, Q., SONG, J., DONCASTER, K., ROWLAND, E. 7 BYERS, D. M. (2007).
Qualitative and quantitative evaluation of protein extraction protocols for apple
and strawberry fruit suitable for two-dimensional electrophoresis and mass
spectrometry analysis. Journal of Agricultural and Food Chemistry.55. p.1663-
1673.

ZHENG, Q., SONG, J., CAMPBELL-PALMER, L., THOMPSON, K., LI, L., WALKER,
B., CUl, Y., LI, X., (2013). A proteomic investigation of apple fruit during ripening
and in response to ethylene treatment. Journal of Proteomics. 93. p.276-94.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zheng%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23435059
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Song%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23435059
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Campbell-Palmer%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23435059
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thompson%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23435059
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23435059
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Walker%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23435059
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Walker%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23435059
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cui%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23435059
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23435059

