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RESUMO 

MAINARDI, J.A. O efeito do 1-metilciclopropeno sobre metabolismo de 
carboidratos de bananas (Musa acuminata AAA cv. Nanicão). 2007. 82f. Tese 
(Doutorado) - Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, 
São Paulo, 2007. 

A banana é um fruto climatérico que apresenta alta taxa respiratória e alta produção 
de etileno após a colheita, o que a torna altamente perecível. Acredita-se que o 1-
MCP é capaz de ligar-se ao receptor do hormônio etileno, bloqueando sua ação e, 
consequentemente, retardando o amadurecimento do fruto. Bananas (Musa 
acuminata AAA cv. Nanicão) com aproximadamente 110 dias pós-antese foram 
armazenadas em condições controladas de umid8de e temperatura. Parte da 
amostra foi tratada com 1-MCP (100 nl/L), outra parte foi tratada com etileno (100 
ppm - 7L/min), e, uma terceira parte, foi mantida como controle. Os frutos foram 
caracterizados, durante o período de amadurecimento, em relação à produção de 
etileno e CO2 (por cromatografia à gás), à concentração de amido (pelo método 
enzimático descrito por Cordenunsi e Lajolo 1995) e açúcares (glicose, frutose, 
sacarose e maltose - por HPLC-PAD). Também foram analisados os 
comportamentos das enzimas a e 13- amilases, fosforilase, DPE 1 e DPE 2 por 
atividade enzimática in vitro ou por P.A.G.E. nativo e, quando possível, foram 
avaliados os comportamentos destas enzimas frente a tradução (Western blotting) e 
transcrição proteica (Norlhern blotting). A degradação de amido, assim como a 
respiração, a produção de etileno e síntese de açúcares foram retardadas nos frutos 
tratados com o 1-MCP. Como consequência destas mudanças, também houve uma 
alteração nos perfis das atividades enzimáticas. Os resultados indicaram que o 1-
MCP, além de atrasar o climatério respiratório, fo i capaz de provocar descompasso 
no padrão de degradação de amido e síntese de açúcares sugerindo também que 
outros fatores temporais, necessários ao processo, foram prejudicados. Dentre as 
enzimas envolvidas no metabolismo de carboidratos de bananas, as a-amilases não 
demonstraram ser etileno-dependentesD as r3-amilases mostraram ser enzimas 
bastante dependentes do etileno e parecem ter importância especial quando se trata 
do metabolismo da maltose, em conjunto com a DPE 2; atividade fosforolítica foi 
induzida ao longo do amadurecimento, mas parece ter resposta mais significativa a 
alterações basais do hormônio etileno e, portanto, sugere-se que esta enzima esteja 
envolvida com mais de uma forma de regulação; a DPE 1 apresentou maior 
atividade ao início da degradação do amido, indicando sua atuação sobre glicanos 
liberados pelas a-amilases. A presença de DPEs na banana torna o seu 
metabolismo de carboidratos mais próximo daquele presente em folhas. 

Palavras-chave: Degradação de amido. Banana. Enzimas. 1-metilciclopropeno. 
Etileno . 



ABSTRACT 

MAINARDI , J.A. The effect of 1-methylcyclopropene on bananas (Musa 
acuminata AAA cv. Nanicão) carbohydrates metabolism. 2007. 82f. Thesis 
(Doctoral) - Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São 
Paulo, 2007. 

Banana is a climateric fruit that has a high respiration rate and a high ethylene 
production after harvest, what makes this fruit very perishable. It is believe that 1-
MCP is capable to interact with the hormone ethylene receptors, blocking its action 
and, as result, delaying the fruit ripening . Bananas (Musa acuminata AAA cv. 
Nanicão) with 110 days after anthesis were stored in controlled conditions of humidity 
and temperature. Part of the sample was treated with 1-MCP (100 nl/L), another part 
was treated with ethylene (100 ppm - 7L1min), and, a third part, was kept as control. 
The fruits were characterized, along the ripening process, based on the ethylene and 
CO2 production (by gas chromatography), the starch amount (enzymatic method 
described by Cordenunsi and Lajolo, 1995) and sugars content (glucose, fructose, 
sucrose and maltose - by HPLC-PAD). Enzymes behaviors were also followed - a 
and l3-amylases, phosphorylase, DPE 1 and DPE 2 by enzymatic activity (in vitro ar 
native P.A.G .E.) and, when it was possible, the translation (Western blotting) and 
protein transcription (Northern blotting) were also analyzed. The starch degradation , 
as well as the CO2 and ethylene production and sugars synthesis were delayed in the 
fruits treated with the 1-MCP. As consequence of these changes, we also had an 
alteration in the enzymatic activity profiles. The results indicated that the 1-MCP, 
besides delaying the respiratory climateric, was capable to change the standard 
profile of starch degradation and synthesis of sugars, suggesting that other factors, 
necessary to the process, were damaged. Considering the involved enzymes in the 
carbohydrates metabolism of bananas, the a-amylases did not demonstrated to be 
ethylene-dependentsDI3-amylases seem to be ethylene-dependent and seem to have 
special importance in the maltose metabolism, working on it with the DPE 2; 
phosphorolytic activity was induced along the ripening, but it seems to have more 
significant relation to the basal alterations of the hormone ethylene, therefore, it 
suggests that this enzyme is involved with more than one type of regulation; DPE 1 
presented greater activity in the beginning of the starch degradation, indicating its 
performance on glucans released by the a-amylases activity. The presence of DPEs 
in bananas approximates its metabolism of carbohydrates to the leaves metabolism. 

Key words : Starch degradation. Banana. Enzymes. 1-methylcyclopropene. Ethylene. 



1. INTRODUÇÃO 

1.1. Amadurecimento de frutos - banana 

Os frutos constituem uma parte da dieta humana de sign ificativo valor devido 

às suas qualidades nutritivas. Além disso, outras características contribuem para 

torná-los atraentes aos consumidores , tais como a textura , coloração, sabor e 

aroma, e estas serão desenvolvidas, principalmente, durante o seu amadurecimento, 

onde ocorre um grande aumento da atividade respiratória e, conseqüente produção 

de energia, açúcares, acetatos, ácidos orgânicos, compostos fenólicos e taninos, 

produtos estes responsáveis pelo sabor e aroma. Ainda, durante este processo, 

acontecem alterações na pigmentação do fruto, devido à degradação da clorofila , 

alterações na parede celular, causadas pela perda ou ganho em excesso de água 

ou pela própria degradação do amido (Seymour e Tucker, 1993). 

Cada espécie cultivada possui uma taxa respiratória característica e, em 

geral, a intensidade de respiração no início da germinação é alta , diminuindo com o 

tempo, com o crescimento e a frutificação das plantas (Morgan , 1992). Ao início da 

fase de maturação do fruto, a taxa respiratória volta a aumentar em algumas 

espécies. Daí surge a classificação de frutos climatéricos e não-climatéricos. Os 

primeiros envolvem um grupo que, logo após o início da maturação, apresentam 

rápido aumento na intensidade respiratória, ou seja, as reações relacionadas com o 

amadurecimento e senescência ocorrem rapidamente e com grande demanda de 

energia. Nestes frutos , observa-:-se também um aumento característico na produção 

de etileno e muitos eventos relacionados ao amadurecimento estão direta ou 
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indiretamente associados a este hormônio. Exemplos de frutos climatéricos são: 

banana, goiaba, manga, mamão, caqui e tomate. A fim de retardar o 

amadurecimento e o processo de senescência e aumentar o período de 

conservação, frutos climatéricos costumam ser colhidos ainda verdes, a partir do 

momento em que atingem o ponto de maturação, e em seguidá são armazenados 

em condições controladas. São caracterizados como frutos não-climatéricos aqueles 

cujas taxas respiratórias não aumentam antes do amadurecimento e a produção de 

etileno é · bem mais baixa, não apresentando pico característico como em frutos 

climatéricos. A energia fornecida se mantém em constante declínio durante todo 

processo de senescência. Dentro deste grupo podem ser citados a laranja, a 

tangerina, a uva e o abacaxi. Frutos não-climatéricos, em geral, ficam ligados à 

planta-mãe até atingirem seu estágio ótimo de amadurecimento, quando então são 

colhidos (Biale e Young, 1981). 

Dentro destes dois grandes grupos, a banana, uma monocotiledônea da 

família Musaceae, se enquadra no primeiro, como já descrito, e é um bom modelo 

para os estudos de alterações bioquímicas (Seymour e Tucker, 1993), 

principalmente daquelas relacionadas ao metabolismo de carboidratos, devido ao 

grande conteúdo de amido acumulado durante o seu desenvolvimento 

(aproximadamente 20% do peso fresco) e à rápida mobilização deste, durante o 

processo de amadurecimento do fruto. Além disso, a banana é um dos frutos mais 

consumidos no mundo, é boa fonte de energia (bananas comumente consumidas 

têm alto teor de sacarose), e minerais (potássio, cálcio, fósforo, ferro, magnésio, 

enxofre), sendo um componente importante na alimentação em todo mundo (Adão e 

Glória, 2005). 
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Os frutos da bananeira resultam do desenvolvimento partenocárpico e 

reúnem-se em pencas, coletivamente conhecidas como cachos (Ballestero, 1992), 

passando por quatro fases de desenvolvimento: 

• o crescimento: marcado por um período de rápida divisão seguido do 

alongamento celular; 

• a maturação: caracterizada por mudanças físicas e químicas que afetam a 

qualidade sensorial do fruto; esta fase sobrepõe-se à parte do estádio de 

crescimento e de amadurecimento do fruto; 

• amadurecimento: período no qual o fruto se torna apto para o consumo, em 

virtude de alterações desejáveis na aparência, no sabor, no aroma e na 

textura ; 

• senescência: fase que se estende da completa maturação até a morte (Vilas 

Boas et ai, 2001). 

Considerando as características organolépticas da banana, o amarelecimento 

da casca é a alteração mais marcante que ocorre com o amadurecimento. A clorofila 

que confere coloração verde à casca da banana no estádio pré-climatérico, é 

rapidamente degradada, dando lugar aos carotenóides, pigmentos amarelos que 

caracterizam a banana madura (Vilas Boas et ai, 2001). O estádio de maturação 

pode ser caracterizado subjetivamente pelo grau de coloração da casca, que é um 

importante parâmetro para predizer a vida de prateleira da fruta. 

O sabor da banana é um dos mais importantes atributos de sua qualidade. A 

polpa da banana verde é caracterizada por uma forte adstringência determinada 

pela presença de compostos fenólicos solúveis, principalmente taninos. À medida 

que o fruto amadurece, ocorre polimerização destes compostos, com conseqüente 

diminuição na adstringência e na acidez (Vilas Boas et ai, 2001). Também ocorre um 
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declínio no teor de amido, simultâneo ao aumento no conteúdo de açúcares solúveis 

(Areas e Lajolo, 1981; Cordenunsi e Lajolo, 1995; Purgatto, 2001), principalmente 

sacarose, glicose e frutose (Mota et ai, 1997, Purgatto et ai, 2001). 

A solubilização e despolimerização de pectinas e hemiceluloses resulta, 

geralmente, na extensa degradação da parede celular e como conseqüência no 

amolecimento do fruto com o amadurecimento (Asif e Nath, 2005). No entanto, em 

bananas, vem sendo observado que a parede celular parece não ser degradada 

(Shiga et ai , 2006 dados ainda não publicados), mas sim reorganizada. Neste caso, 

o amolecimento da banana poderia então ser consequência da própria degradação 

do amido, já que os grânulos de amido podem atingir, segundo Cordenunsi (2004), 

até 300 IJm em frutos verdes, ocupando parte considerável do amiloplasto, e, em 

frutos maduros, o tamanho pode cair para valores menores que 70 IJm. Como 

consequência disto, há uma mudança na forma do grânulo que passa de alongado 

para arredondado, o amiloplasto ficaria mais "vazio" e o fruto mais macio. O aumento 

da concentração de açúcares solúveis na polpa em relação à casca causa ainda um 

gradiente de potencial osmótico entre polpa e casca, resultando na migração de 

água da casca para polpa. Além disso, a casca perde água para atmosfera por 

transpiração através dos estômatos. Assim, a perda de água pelo fruto por 

transpiração resulta em significativa perda de peso do fruto durante seu 

amadurecimento (Hulme, 1970). O aroma característico da banana também se 

intensifica com o amadurecimento, devido ao aumento dos teores de ésteres, 

acetatos e butanoatos, mas são os acetatos de isopentila e de amila, principalmente, 

que conferem à banana seu aroma característico (Kader, 1992; Lichtemberg, 1999). 

Dentro deste contexto e com base nos muitos estudos já realizados, 

envolvendo a íntima relação entre o etileno e o amadurecimento de frutos, a 
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produção deste gás, conhecido por ser um regulador vegetal, representa um sinal 

que dispara rapidamente as modificações que resultam nas transformações 

bioquímicas da banana, tornando-a um fruto apto para o consumo (Seymour e 

Tucker, 1993). 

1.2. O mediador - etileno 
H"" /H 

C==C 
H/ . ""H 

Já está bem documentado que o hormônio vegetal etileno regula muitos 

aspectos do crescimento, desenvolvimento e senescência de plantas e, estudos 

envolvendo este hormônio são cada vez mais frequentes, desde que sua via de 

biossíntese foi estabelecida por Adams e Yang (1979). A metionina necessária para 

a biossíntese do etileno é proveniente do ciclo de Yang (figura 1) e é um aminoácido 

essencial para inúmeras funções da célula, incluindo a iniciação da síntese de 

proteínas, a metilação do DNA e do rRNA (Brummell, 2005). Para a biossíntese do 

etileno, a metionina é convertida em S-adenosilmetionina (SAM) e esta libera a 5'-

metiltioadenosina (MTA) e também o 1-aminociclopropano-1-ácido carboxílico 

(AGG), pela ação da 1-aminociclopropano-1-ácido carboxílico sintase (AGS). A MTA 

volta para o ciclo para que haja regeneração da metionina e desta forma o etileno 

possa continuar sendo produzido e o AGG então, quando oxidado pela 1-

aminociclopropano-1-ácido carboxílico oxidase (AGO) tem como produto principal o 

etileno (McKeon et ai, 1995). 
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Figura 1: Representação do Ciclo de Yang e consequente síntese do etileno. Adaptado de Brummell , 

2005. 

A autocatálise do etileno pode ser reduzida pela redução dos níveis de 

oxigênio combinada com o abaixamento da temperatura, pois neste ambiente a 

estimulação da atividade da ACS e da ACO é inibida (Gorny e Kader, 1996). Da 

mesma forma, estudos em tomates mostraram que um alto nível de CO2 pode 

previnir o acúmulo da ACC, reduzindo a ação do etileno (Wild et ai, 2005). 

Por ser a banana um fruto climatérico ela, assim como outros frutos 

climatéricos, produz etileno em duas fases. O primeiro sistema regulador da 

biossíntese de etileno controla os níveis de etileno basal e a produção relativa ao 

estresse. Já o segundo sistema regula a produção autocatalítica do etileno. Este 

segundo sistema não ocorre em frutos não climatéricos (Fluhr e Mattoo, 1996; 

Lelievre et ai, 1997). 

Dentre os processos relacionados ao amadurecimento de frutos, alguns deles 

são inibidos com a redução de etileno (estes são chamados de etileno-

dependentes), enquanto outros não são afetados (etileno - independentes). A 
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maciez, por exemplo, talvez seja um dos fatores que mais sofra alterações causadas 

pelo etileno, como mostram alguns estudos realizados em tomates mutantes (Nr) e 

melões (ACO antisense) com taxas de produção de etileno reduzidas onde o 

processo de desenvolvimento da maciez foi retardado (Levievre et ai, 1997). Estes 

estudos também mostraram que a mudança na coloração pode estar ou não 

relacionada ao etileno, dependendo do pigmento envolvido na reação. Por exemplo, 

em tomates transgênicos, com níveis reduzidos de expressão de ACS, o processo 

de síntese do pigmento licopeno é atrasado com a redução de etileno, no entanto, a 

clorofila é degradada. Outras pesquisas ainda mostram que a transcrição da 

poligalacturonase (PG), a princípio, independe do etileno, porém foi observado que 

seu acúmulo é sensível a este hormônio. O aumento da transcrição da PG parece 

responder, também, a baixos níveis de etileno conforme evidenciado em frutos 

transgênicos com reduzida expressão da ACS (Alexander e Grierson, 2002). 

Em frutos como a banana, o etileno provoca alterações relacionadas ao 

comportamento de algumas enzimas como a l3-amilase, que parece ser bastante 

dependente deste hormônio (Nascimento et ai , 2006). Já o comportamento da a

amilase, ao longo do amadurecimento de bananas, ainda não está muito claro, mas 

esta enzima parece não depender somente desta via de sinalização hormonal 

(Vieira Júnior, 2006), assim como a fosforilase, que mostrou ser parcialmente 

dependente do etileno (Mainardi et ai, 2006). 

A via de sinalização do etileno consiste na sua ligação, via cofator de cobre, 

com proteínas receptoras localizadas no retículo endoplasmático das células 

vegetais (Gao et ai, 2003). Até hoje foram descobertas em Arabidopsis e em tomate 

5 moléculas receptoras, divididas em dois grupos: receptores do tipo I e do tipo II 

(baseados em diferenças estruturais) e ainda um outro componente, o CTR1, 
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localizado logo abaixo dos receptores, na cascata de sinalização (O'Malley et ai, 

2005). O CTR1 é uma proteína quinase "Raf-like", regulado através de interações 

diretas com os receptores, funcionando como um regulador negativo à resposta 

(Chang, 2003). O CTR 1 interage com o domínio histidina quinase dos receptores, 

mostrando maior afinidade com os do tipo-I do que com os membros do tipo-lI. Esta 

interação mantém o CTR 1 ligado ao retículo endoplasmático. Na ausência do 

etileno, os receptores tendem a permanecer funcionalmente ativos, aptos para 

interagir com o CTR 1, que por possuir atividade de serina/treonina quinase, fosforila 

um substrato logo abaixo na cadeia de sinalização, identificado como uma provável 

proteína quinase ativada por mitógeno (Mitogen Activated Protein Kinase - MAPK), 

iniciando uma cascata de inibição de resposta ao etileno (Ouaked et ai, 2003). 

Quando o etileno está presente, ele se liga aos receptores, causando uma mudança 

conformacional, resultando na inativação dos mesmos. O CTR 1 é liberado do RE e 

também é inativado, ocorrendo a resposta ao etileno (figura 2). 
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Figura 2: Esquema proposto do mecanismo de ligação do etileno ao receptor no retículo 

endoplasmático em Arabidopsis. Em verde: região de ligação do etileno; em vermelho: receptores 

tipo-I , cujo domínio histidina quinase está conservado; em rosa: receptores tipo-li contendo domínio 

histidina quinase degenerado; em azul: CTR 1; em amarelo: domínio serinaltreonina quinase. 

Adaptado de Guo e Ecker (2003). 

As evidências apontam para um mecanismo no qual o receptor de etileno 

atua como um regulador negativo da resposta ao hormônio. Isto torna mais 

complexo estabelecer qual o modelo possível que explique como a sensibilidade ao 

etileno é regulada. 

A resposta ao etileno parece ter relação com a expressão dos genes dos 

receptores do hormônio. Klee (2004) levantou a hipótese de que a atividade de 

quinase dos receptores atuaria suprimindo a resposta ao etileno, ou seja, quanto 

maior o número de receptores presentes, maior a atividade de quinase e menor a 

sensibilidade ao etileno. Desta forma, mais etileno seria necessário para inativar (já 
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que a resposta parece ser negativa) altos níveis de receptores e só a síntese de 

novos receptores é que poderia reverter o processo. Klee se baseou no fato de que 

níveis da proteína do NR (um dos receptores de etileno de tomate) apresentaram 

boa correlação com os níveis de RNA; as plantas que superexpressaram o cDNA do 

NR nativo acumularam mais proteína e foram menos sensíveis ao etileno. 

1.3. O antagonista - 1-MCP cA 3 

Os efeitos que o etileno provoca no crescimento e desenvolvimento das 

plantas acabaram despertando o interesse em estudar mais a fundo o papel deste 

hormônio e, para tal, foram pesquisados inibidores de sua síntese ou ação. Muitas 

foram as moléculas orgânicas estudadas e definidas como bloqueadoras da ação do 

etileno, como por exemplo a prata (na forma de tiossulfato de prata) que embora 

pareça atuar sobre os receptores do etileno, não pode ser utilizada em produtos 

comestíveis; 02,5- norbornadieno, de grande ação bloqueadora, porém tem um odor 

bastante desagradável (Veen, 1986). E ainda outros compostos descritos por Sisler 

e Serek (1997) foram avaliados, como o diazociclopentadieno (DACP) que em 

presença de luz exerce efeito inibidor considerável sobre os receptores de etileno, 

mas em altas concentrações é explosivo; o ciclopropeno (CP), 3,3-

dimetilciclopropeno (3,3-DMCP) e o 1-MCP (1-metilciclopropeno) que são altamente 

eficazes no bloqueio do hormônio de amadurecimento e não têm odor perceptível 

nas concentrações necessária para a inibição, a temperatura ambiente. Destes três 
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últimos compostos, o mais estudado é o 1-MCP, por ser mais estável que o CP e 

mais ativo que o 3,3-DMCP. 

O 1-metilciclopropeno, encontrado sob a forma de sal de lítio, inibe o aumento 

da síntese de duas ACS e de uma ACO e consequentemente a biossíntese do 

etileno em tomates (Nakatsuka et ai, 1998). Tal fato ocorre como consequência da 

ação do 1-MCP que se fixa preferencialmente aos receptores de etileno (figura 3), 

bloqueando-os de forma irreversível (Jiang et ai, 1999a; Feng et ai, 2000). O 

processo de amadurecimento só inicia-se novamente quando novos receptores são 

sintetizados. Segundo Jiang et ai (1999b), o Km para o 1-MCP é 17 nL por litro, 

enquanto que para o etileno é 96 nL por litro. 

Estudos comprovam que se aplicando o 1-MCP no estágio pré-climatérico da 

banana o processo de amadurecimento é atrasado, pois o fruto passa a não 

responder ao etileno temporariamente, atrasando o pico de produção deste 

hormônio, assim como a respiração climatérica (Nascimento et ai, 2006). Quando 

aplicado depois da autocatálise do etileno, a produção deste não é inibida e nem o 

processo de respiração climatérica, mas o desenvolvimento da coloração e a 

produção de compostos voláteis parecem ser atrasados. Isto ocorre, pois o início da 

produção de compostos voláteis, por exemplo, embora pareça estar correlacionado 

com a autocatálise do etileno, não tem sua máxima produção relacionada ao nível 

de produção do hormônio de amadurecimento e sua baixa produção pode ser 

atribuída a outros fatores alterados pelo 1-MCP, como a formação de precursores 

(Golding et ai, 1998). 
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Figura 3: Possível mecanismo de ligação do 1-MCP ao receptor de etileno no retículo 

endoplasmático em Arabidopsis. Em verde: região de ligação do 1-MCP; em vermelho: receptores 

tipo-I, cujo domínio histidina quinase está conservado; em rosa: receptores tipo-li contendo domínio 

histidina quinase degenerado; em azul: CTR 1; em amarelo: domínio serina/treonina quinase. 

Adaptado de Guo e Ecker (2003). 

A concentração de 1-MCP e o tempo de exposição são fatores que podem 

determinar em quanto tempo o amadurecimento será retardado. Por exemplo, 24 

horas de fumigação com 10 nL.L-1de 1-MCP com subsequente exposição ao etileno 

(1 mL.L-1
) por 18 horas, atrasa o amadurecimento da banana por cerca de 11-12 

dias à 25°C (Sisler et ai, 1996), ao passo que bananas tratadas com 6 horas de 

fumigação com 450 !lL.L-1 de 1-MCP têm seu tempo de amadurecimento retardado 

em 20-30 dias (Golding et ai, 1998). Jiang et ai (1999b) observaram também que 

bananas tratadas com 100nL.L-1 de 1-MCP durante 12 horas, apresentaram o 

mesmo efeito que aquelas tratadas com 1000nL.L-1 por 3 horas, confirmando que 

quanto maior for o tempo de exposição ao produto, menor será a concentração 
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necessária para se obter o efeito desejado. O mesmo foi observado quando 

abacates foram tratados com 1-MCP (Jeong et ai, 2002), onde mantendo-se a 

concentração e apenas variando o tempo de exposição, foi observado que o maior 

tempo foi mais efetivo para o atraso do amadurecimento. 

Fan et ai (2000) verificaram o efeito do 1-MCP em damascos em diferentes 

estádios de maturação, concluindo que o antagonista do etileno retardou o 

amadurecimento em todos os estádios, porém quanto maior o grau de maturação do 

fruto , menor foi o efeito do 1-MCP sobre a firmeza dos frutos . 

Alguns pesquisadores mostraram também que o 1-MCP pode prevenir o 

acúmulo de mRNAs que codificam a expressão da ACC sintase, ACC oxidase e do 

receptor de etileno envolvido na regulação da produção de etileno no sistema 2 

(etileno autocatalítico) (Nakatsuda et ai, 1997; Harris et ai, 2000). Ou seja, o acúmulo 

de mRNAs necessários para a transição do sistema 1 para o sistema 2 de produção 

de etileno pode ser bloqueado ou retardado pela ação do 1-MCP . . 

Uma das vantagens de se utilizar o 1-MCP como inibidor do etileno é que ele 

não provoca sintomas fitotóxicos, enquanto que um outro inibidor, a prata (utilizada 

na forma de tiossulfato de prata), apesar de ter ação semelhante àquela do 1-MCP 

sobre o etileno, causa a fitotoxicidade em determinadas concentrações (Cameron e 

Reid , 1981). 

Desta forma, o uso do 1-MCP como ferramenta para a conservação de frutos 

no pós-colheita soma-se às tecnologias já disponíveis para a aplicação em espécies 

frutíferas de interesse comercial como a maça, o mamão e a banana. 

No Brasil, a quantidade de banana ofertada é grande, no entanto, a qualidade 

do produto, em determinados locais, ainda é baixa, contribuindo para que o preço, 

principalmente em termos de produtor, seja baixo. Assim sendo, por ser o 1-MCP um 
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antagonista do hormônio etileno, ele poderia trazer informações sobre as relações 

deste hormônio com os principais processos bioquímicos que ocorrem no 

metabolismo de carboidratos de bananas e das enzimas envolvidas nestes 

processos. Dado o grande interesse da agroindústria na utilização em larga escala 

deste composto e à recente aprovação (2003) pelo Ministério da Agricultura e pela 

ANVISA no Brasil para uso do 1-MCP no controle do amadurecimento de frutos, faz

se necessário estudos a respeito dos seus efeitos sobre a banana, em níveis mais 

aprofundados da fisiologia pós-colheita deste fruto. Tal conhecimento pode fornecer 

subsídios para orientar a aplicação de tecnologias que visem empregar este 

composto como forma de estender a vida de prateleira da banana e de outros frutos. 

No entanto, tendo em vista que ainda faltam informações acerca dos efeitos 

da aplicação deste composto em parâmetros importantes da qualidade da banana, 

são necessários maiores estudos para calcular os reais benefícios de seu emprego. 

Particularmente em relação à banana, um dos parâmetros menos estudados 

diz respeito à mobilização do amido. Já que este carboidrato é a principal fonte de 

reserva vegetal e, em bananas, representando cerca de 20% do peso fresco do 

fruto, sua degradação e consequente conversão em açúcares é um metabolismo 

bastante interessante para ser estudado, pois este processo de adoçamento afeta 

diretamente a qualidade do fruto. 

1.4. O metabolismo do amido 

o amido é formado por dois polissacarídeos, a amilose (normalmente 20-

30%) e a amilopectina (70-80%). Ambos são constituídos por unidades de a-D

glicose unidas por ligações do tipo a-1,4 (no caso da amilose), e do tipo a-1,4 e a-
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1,6 no caso da amilopectina. As amiloses geram cadeias basicamente lineares e 

bem menores que as amilopectinas, formadas por cadeias ramificadas (aparecem a 

cada 20-30 molécula de glicose) (Buléon et ai, 1998). A proporção em que estes 

dois polissacarídeos irão aparecer depende não só da fonte de amido como da 

espécie vegetal, por exemplo, em milho ceroso a quantidade de amilose não 

ultrapassa os 3%, enquanto que no milho comercial este conteúdo sobe para mais 

de 50% (Li e Yeh, 2001; Singh et ai, 2003). 

Embora a estrutura do grânulo de amido ainda não esteja bem definida, 

acredita-se que os grânulos de amido apresentam-se estruturalmente diferentes, 

onde as amiloses aparecem com menor peso molecular e com forma estendida, 

enquanto que as amilopectinas são moléculas de alto peso molecular, porém 

compactas (Imberty et ai, 1988). Desta forma , grânulos de cristalinidade tipo B 

teriam uma alta concentração de amilose em sua composição e formariam estruturas 

mais abertas e mais facilmente hidratáveis. Já os grânulos mais ricos em 

amilopectina, mais densamente empacotados, resultariam em alta cristalinidade 

sendo então considerados do tipo A (Parker e Ring, 2001). Geralmente, as 

estruturas tipo A, com cadeias contendo cerca de 23-29 unidades de glicose, são 

encontradas na maioria dos cereais, enquanto as de tipo B (-30-44 unidades de 

glicose) podem ser encontradas em bananas, batatas e cereais com alto teor de 

amilose. Ainda existem amilopectinas do tipo C, as quais consistem numa 

combinação de estruturas do tipo A e B e estão presentes em ervilhas e feijões 

(Tang et ai, 2006). 

Geralmente, nos grânulos, as moléculas de amilose e amilopectina se 

dispõem em forma radial, formando uma série de capas concêntricas, onde são 

encontradas zonas cristalinas e amorfas. As regiões cristalinas são formadas por 
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estruturas muito compactas, geradas pelas ramificações das cadeias de glicose, o 

que confere à estrutura resistência à hidrólise ácida. Entre estas regiões aparece a 

lamela amorfa que parece ser menos resistente à hidrólise ácida por ser menos 

compacta e menos ramificada (figura 3). Repetidas unidades destas regiões 

formariam os "blocklets" e repetidos blocklets formariam o grânulo de amido 

(Cordenunsi, 2004). 

Cordenunsi (2004) ainda mostrou claramente por meio de microscopia de 

força atômica a presença dos "blocklets" em amido de banana e seu desligamento 

do grânulo ao longo do amadurecimento deste fruto, considerado que no fruto ainda 

verde há a predominância de grânulos de amido de tamanho médio (43%) e grande 

(37%) e, ao longo do amadurecimento, grânulos de tamanho médio e pequeno 

começam a aparecer em maior número. 
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Figura 4: Esquema da organização estrutural do grânulo de amido. Adaptado de Smith (1999).

1.5. A degradação do amido

Durante a mobilização do amido, na fase de amadurecimento do fruto, várias

enzimas contribuem para o ataque aos grânulos, atuando de forma coordenada e

clivando tais cadeias polissacarídeas. Dentre elas estão:

• as a-amilases (EC 3.2.1.1);

• as ~-amilases (EC 3.2.1.2);

• asfosforilases (EC 2.4.1.1 );

• a DPE 1 e a DPE 2 (disproporlionating enzymes) (EC 2.4.1.25).
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1.5.1. Q- amilases 

As a- amilases, ou 1,4-a-D-glicanohidrolases, são endoamilases que atuam 

nas ligações do tipo a-1 ,4 da amilose e da amilopectina. Estas enzimas parecem ser 

as primeiras a atacarem os grânulos de amido em cereais (Ziegler, 1999; INing, 

1999), disponibilizando substratos para outras enzimas. Os produtos principais 

formados após sua ação hidrolítica são as dextrinas, maltoses e maltotrioses 

(Whitaker, 1994). 

Duas isoformas de a- amilases de cereais já foram cristalizadas e, embora 

seus aminoácidos apresentem 80% de similaridade, elas diferem em muitos 

aspectos. O ponto isoelétrico, por exemplo, é um deles e parece conferir à isoenzima 

uma maior ou menor afinidade ao grânulo (Sargent e Walker, 1978; Weselake e Hill, 

1983), e, portanto, uma maior ou menor atividade total. A expressão de mRNA das 

a- amilases também parece responder ao frio, como observado nos estudos 

realizados por Wegrzyn et ai (2000) com maçãs. Previamente, Cochrane et ai (1991) 

mostraram que batatas submetidas a 4 °C apresentaram aumento na atividade de a

amilase quando comparadas a batatas submetidas a 10°C. 

Os estudos com a- amilases em frutos são bastante limitados. Garcia e Lajolo 

(1988) avaliaram o comportamento desta enzima em bananas, sugerindo que duas 

vias de degradação do amido pudessem existir, uma na fase pré-climatérica e outra 

na fase climatérica. Mais recentemente foi visto que, em bananas, a sua participação 

pode ocorrer no início da degradação do amido, mas que muitos mecanismos de 

regulação mais complexos devem estar envolvidos na atividade e expressão gênica 

desta enzima, já que em 2006, Vieira Júnior obseNou que baixos níveis de 



19 

transcritos foram encontrados para a a-amilase, no entanto sua atividade apresentou 

um sutil aumento ao longo do amadurecimento de bananas. 

1.5.2. 13- amilases 

As J3- amilases ou 1,4-a-D-maltohidrolases são exoenzimas que atuam nas 

ligações a-1,4 glicosídicas. No entanto elas exercem ação apenas na penúltima 

ligação da extremidade não redutora do substrato. Recentemente esta enzima vem 

sendo apontada como enzima chave na hidrólise do amido transitório (Sharkey et ai, 

2004; Smith et ai, 2004). Em Arabidopsis foram localizadas 9 isoformas da J3-

amilase, distribuídas entre o citossol, o cloroplasto e ainda no vacúolo das células 

(Kaplan et ai, 2006). 

Atuando em pH ótimo de 5,4 - 6,0 (Hirata et ai, 2004) em A rabidopsis , as J3-

amilases têm como produto principal a maltose, que é transportada para o citossol 

através de um transportador localizado no amiloplasto da célula, o MEX 1, uma vez 

que mutações em uma simples cópia de seu gene ocasiona o acúmulo excessivo de 

amido e elevado conteúdo de maltose (Niillyta et ai, 2004). 

Os mecanismos de regulação da expressão e atividade da J3- amilase são 

bastante complexos, já que esta enzima responde a vários fatores como estresse 

abiótico, intensidade de luz, fitohormônios e teor de açúcar. Quando submetidos ao 

estresse pela temperatura ou pelo sal, por exemplo, cevada (Dreier et ai, 1995) e 

milho (Datta et ai, 1999) apresentaram aumento no conteúdo de proteína e na 

atividade da J3- amilase vacuolar, seguidos de acúmulo de maltose. Em Arabidopsis 

também já foi visto que o acúmulo de transcritos de J3- amilase está sincronizado 
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com o rítimo circadiano, mostrando um rápido acúmulo ao longo do dia e um 

coordenado declínio no período escuro (Harmer et ai , 2000; Lu et ai, 2005). 

O efeito que alguns fitohormônios exercem na atividade da ~- amilase podem 

variar de acordo com a espécie vegetal estudada. Wang et ai (1996) verificaram que, 

em sementes de arroz em fase de germinação, a atividade ~- amilásica foi reprimida 

quando as sementes foram submetidas ao tratamento com ácido abscísico, no 

entanto, a atividade voltou a subir ao ser aplicado nas amostras ácido giberélico. 

Comportamento contrário foi observado em folhas de batata doce (Ohto et ai, 1992). 

Fatias de bananas tratadas com ácido giberélico também têm sua atividade ~

amilásica reduzida, coincidindo com o atraso na degradação do amido, também 

causado pela aplicação do ácido (Rosseto, 2001). 

1.5.3. Fosforilases 

As amido fosforilases são enzimas conhecidas por · participarem tanto do 

processo de síntese como de degradação do amido e, basicamente, atacam a 

extremidade não redutora do polímero de glicose, na presença de o rtofosfato , 

produzindo glicose-1-fosfato (degradação) ou transferem glicose, da glicose-1-

fosfato, para cadeias de a-1,4-glicanos, liberando fosfato inorgânico e alongando a 

cadeia (síntese). Arêas e Lajolo (1981), descreveram um complexo modelo da 

atividade fosforolítica durante o amadurecimento de bananas, e, em 2002, Mota et ai 

observaram que a atividade da amido fosforilase parecia estar mais relacionada à 

fase de desenvolvimento da fruta. Estes autores isolaram e caracterizaram 

parcialmente suas duas isoformas, a plastidial (PH01) e a citossólica (PH02), que 
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diferem entre si não só pela localização, como também pelas propriedades cinéticas 

e afinidade pelo substrato (Mota, 2001). 

Estudos recentes em folhas de ervilhas (Fettke et ai, 2004) identificaram um 

heteroglicano citossólico produzido, provavelmente, por uma transglucosidase 

(DPE2), que serviria como substrato para a PH02. De acordo com o modelo 

proposto, a maltose produzida pela degradação do amido seria transportada para o 

citossol e funcionaria como doadora de unidades glicosídicas para o heteroglicano 

aceptor e, com isso, este seria substrato para a PH02, o que explicaria sua alta 

afinidade por glicanos de cadeias longas e ramificadas, como o glicogênio, por 

exemplo, ao contrário do que acontece com a PHO 1. 

O papel da PH01 ainda não está bem definido, mas existem evidências que 

mostram a sua atividade tanto no processo de síntese quanto no de degradação de 

amido. Folhas e tubérculos de batata não apresentaram acúmulo de amido quando 

foi expresso o mRNA antisense para a PH01 (Sonnewald et ai, ·1995), no entanto, 

Zeeman et ai (2004) indicaram uma pequena participação da PH01 no acúmulo de 

amido durante o dia e sua mobilização durante a noite, em folhas de mutantes Atphs 

1 de Arabidopsis. 

Em tecidos não fotossintéticos, como a polpa de banana, o papel das amido 

fosforilases também não está muito claro. Experimentos apresentados por Mota et ai 

(2002), envolvendo a infiltração de ácido indol-acético e ácido giberélico em fatias de 

bananas, não revelaram mudanças significativas na atividade e conteúdo da 

proteína PH01 ao longo do amadurecimento, mas os hormônios causaram atraso na 

degradação do amido. Estes resultados mostram que estes hormônios, 

aparentemente, não têm influência na regulação desta enzima. Por outro lado, 

considerando que o processo de degradação está muito bem relacionado à 
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produção de etileno autocatalítico e ao pico de respiração dos frutos climatéricos, ao 

longo do amadurecimento, alterações neste mecanismo podem fornecer mais 

informações sobre as fosforilases. 

1.5.4. D-enzyme plastidial (DPE 1) 

A disproportionating enzyme (D-enzyme), uma a-1 ,4-glicanotransferase, atua 

no amiloplasto das células vegetais participando do processo de degradação do 

amido, catalisando a transferência de parte da molécula de um glicano para outro. 

Geralmente, a menor molécula doadora é uma maltotriose e a menor receptora , uma 

glicose, mas a enzima ainda pode utilizar receptores e doadores bem maiores. 

Quando os substratos são duas maltotrioses, por exemplo, uma molécula de glicose 

é liberada e uma maltopentaose é formada (Smith et ai, 2005). 

Acreditava-se que a DPE 1 estaria também envolvida na síntese do amido, 

atuando na recuperação de malto-oligossacarídeos produzidos durante a formação 

das moléculas de amilopectina, ou seja, estes malto-oligossacarídeos seriam 

reorganizados, voltando a fazer parte da "pré-cadeia" de amilopectina pela ação da 

DPE 1 (Myers et ai, 2001). Critchley et ai (2001) estudaram um mutante "knockout" 

de Arabidopsis com uma inserção de T-DNA no gene da DPE 1 e observaram que, 

embora a atividade da enzima tenha sido drasticamente reduzida, o conteúdo de 

amido e a estrutura das amilopectinas não foram alterados quando comparados à 

espécie selvagem, sugerindo que a DPE 1 tenha sua atividade basicamente 

relacionada à degradação do amido transitório em folhas. O mesmo tipo de estudo 

também foi feito em batata, e mais uma vez foi visto que a perda da atividade da 

DPE 1 provocou um acúmulo excessivo de maltose e amido (Lloyd et ai, 2004). 
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Outros estudos recentes mostraram uma forma ativa da DPE 1 no 

endosperma de trigo em desenvolvimento. A enzima foi localizada no amiloplasto e 

apresentou a clássica função de uma glicanotransferase, com a habilidade tanto de 

alongar como a de reduzir o tamanho de maltooligossacarídeos (Bresolin et ai, 

2006). 

1.5.5. D- enzyme citossólica (DPE 2) 

A DPE citossólica já foi encontrada em folhas de espinafre, ervilha, 

Arabidopsis e batata. Esta enzima já foi considerada como sendo uma mobilizadora 

de amido, mas sua presença no citossol da célula causou dúvidas em relação a este 

fato e outros estudos surgiram mostrando sua ação sobre um heteroglicano 

citossólico apontado como substrato natural desta enzima (Lu e Sharkey, 2006). 

A DPE 2 é também uma a-1 ,4-glicanotransferase, mas atua no citoplasma da 

célula , convertendo, através de uma reação de transglicosilação, uma molécula de 

maltose em glicose e transferindo a outra molécula de glicose para um heteroglicano 

citossólico, recentemente identificado em Arabidopsis (Fettke et ai, 2006). Quando 

comparada à mobilidade da DPE 1 em gel nativo contendo glicogênio, a DPE 2 tem 

uma afinidade muito maior por este substrato, cujo grau de ramificação pode ser 

comparado ao de um heteroglicano (Chia et ai, 2004). Este heteroglicano foi 

recentemente identificado por Fettke et ai (2005 a,b) em batata e em Arabidopsis e 

mostrou ser altamente seletivo em relação as enzimas, ou seja, uma fosforilase 

plastidial , por exemplo, não teria atividade sobre o heteroglicano, ao contrário da 

amido fosforilase citossólica. 
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Especula-se então, que tanto os resíduos de glicanos dos heteroglicanos, 

assim como maltodextrinas encontradas no citoplasma são substrato/produto da 

DPE 2 e substrato da PHO 2, isto é, estas duas enzimas atuariam paralelamente no 

citoplasma das células de tecidos fotossintéticos (Lu e Sharkey, 2004). Os mesmos 

autores discutem ainda o fato do heteroglicano encontrado no citoplasma poder ter 

uma função de controle do fluxo de carboidratos, formados pela degradação do 

amido, no período da noite, em tecidos fotossintéticos. 
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Figura 5: Esquema proposto resumido para a conversão do amido para hexose fosfato em células de

banana. DPE1 - transglicosidase plastidial; DPE2 - transglicosidase citossólica; PHO 1 - amido

fosforilase plastidial; PHO 2 - amido fosforilase citossólica; MEX 1 - transportador de maltose. 08S.:

Os elementos destacados em amarelo ainda não foram encontrados em bananas. Adaptado de Lu e

Sharkey (2006).
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1.6. Síntese de sacarose 

Os produtos finais da degradação do amido são então glicose, frutose e 

glicose 1-P (G-1-P), assim, pela ação da fosfoglicomutase (PGM) e da hexoquinase 

(HXK), estes produtos são convertidos em glicose-6-fosfato (G-6-P) e/ou frutose-6-

fosfato (F-6-P), os quais serão utilizados em várias vias metabólicas, dentre as quais 

na síntese da sacarose. 

A partir da UDP-glicose e da frutose 6-P, pela ação da sacarose fosfatv 

sintase (SPS - principal enzima atuante na síntese de sacarose em bananas) será 

formada a sacarose fosfato que, somada à UDP e à ação da sacarose fosfato 

fosfatase, sintetizará a sacarose e Pio Este açúcar é o mais abundante em bananas 

(Deye Dixor, 1985). 

UDP-glicose + F-6-P SPS ~ Sacarose fosfato + UDP ~ Sacarose + Pi 

Em 1995, Cordenunsi e Lajolo demostraram que em bananas a SPS exerce 

grande papel na síntese de sacarose e que sua atividade parece ser mantida 

durante todo o amadurecimento. Durante este processo existe uma forte correlação 

entre o aumento da transcrição dos genes da SPS com o aumento na síntese de 

proteínas e da sua atividade em bananas (Nascimento et ai, 1997). 

Como o etileno parece adiantar alguns eventos, como a degradação do 

amido, como consequência, bananas tratadas com este hormônio têm a formação 

de açúcares solúveis acelerada, como observado por Cordenunsi (2004). 
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1.7. Etileno e a degradação do amido no amadurecimento 

Embora a mobilização do amido e sua conversão em açúcares venham sendo 

estudadas há vários anos, não só em frutos, mas também em outros tecidos 

vegetais, . os sinais metabólicos ou hormonais capazes de influenciar tal 

metabolismo, assim como os mecanismos pelos quais atuam, ainda não foram 

esclarecidos. 

Sabe-se que o processo de amadurecimento, envolvendo o desenvolvimento 

da cor, do sabor, do aroma e da textura do fruto, está intimamente associado a 

hormônios e, dentre eles, o etileno. Análises mais aprofundadas em relação a este 

fato tornaram-se possíveis devido à descoberta de novas ferramentas, como plantas 

trangênicas com reduzida produção de etileno, antagonistas, como o 1-MCP e 

mutantes, como é o caso do tomate Nr (never ripe) (Lelievre et ai, 1997). No 

entanto, a relação deste hormônio com o processo de amadurecimento geralmente 

aborda ensaios envolvendo parâmetros como firmeza, perda de clorofila, formação 

de compostos voláteis. Porém, ensaios que relacionam a degradação do amido, as 

enzimas envolvidas neste processo e o etileno ainda são poucos. Em abacates, por 

exemplo, o tratamento com etileno exógeno acelerou o processo de degradação do 

amido, pois o hormônio provocou aumento na atividade amilolítica total (Pesis et ai, 

1978). Em kiwis, Wegrzyn e Macrae (1995), também observaram seu 

amadurecimento adiantado quando submetidos ao tratamento com etileno exógeno. 

Neste caso, a atividade amilolítica pós-colheita manteve níveis semelhantes àqueles 

medidos ao longo do desenvolvimento do fruto e teve um decréscimo assim que a 

degradação do amido iniciou-se. 
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Ao receber etileno exógeno, bananas amadurecem muito mais rapidamente 

(Cordenunsi, 2004, Nascimento et ai, 2006; Mainardi et ai, 2006, Vieira Jr., 2006) e a 

atividade de muitas enzimas, relacionadas ao amadurecimento, é alterada. 

Desta forma, o bloqueio do sítio de ligação do etileno, empregando seu 

antagonista 1-MCP, pode trazer maiores informações sobre a relação entre o 

hormônio do amadurecimento e as enzimas relacionadas à degradação do amido. 

Este estudo permitiria estabelecer quais enzimas são dependentes do etileno e 

como são reguladas, acrescentado maiores informações a estudos anteriores sobre 

a extensão da influência do etileno em um dos metabolismos que contribui de 

maneira significativa para o desenvolvimento do sabor doce na banana, importante 

parâmetro para a aceitação deste fruto para o consumo. 
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2. OBJETIVOS 

Analisar os efeitos do 1-metilciclopropeno (1-MCP), um antagonista do etileno, 

sobre a degradação do amido de banana e, desta forma, entender que tipo de 

regulação o hormônio exerce sobre enzimas relacionadas a este metabolismo. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Frutos 

Cerca de 8 pencas (-12 frutos/penca) de bananas (Musa acuminata MA 

cv. Nanicão) pré-climatéricas com aproximadamente 110 dias pós-antese e 1 dia 

pós-colheita, foram obtidas junto ao CEAGESP - SP e higienizadas com solução 

de hipoclorito 1 % e selecionadas de acordo com a similaridade de tamanho (-18 

cm de comprimento e 6 cm de diâmetro na porção central) e pela ausência de 

injúrias. Em dessecadores de 6 litros (8-10 frutos por dessecador - teste realizado 

em quadruplicata) as amostras receberam os seguintes tratamentos: 100 nL.L-1 

de 1-MCP (EthyBlock®, Floralife, Burr Ridge, IlIinois) por um período de 12 horas 

ou 100 ppm de etileno por 5 horas (7 L.min-1
) e uma terceira parte das amostras 

foi mantida como controle (sem tratamento). Os frutos (aprox. 150 g/fruto) foram 

armazenados em câmaras B.O.D. com temperatura (20°C ± 1°C) e umidade 

(75% ± 5%) controladas. Os frutos foram amostrados ao longo do 

amadurecimento, descascados, picados e congelados em N2 líquido e 

armazenados a -80°C. 

3.2. Medidas de respiração e etileno 

Os perfis de respiração (estimada pela produção de C02) e de produção de 

etileno foram obtidos por meio de cromatografia à gás utilizando detector de 

condutividade térmica (C02) e detector de ionização de chama (etileno). Três 
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frutos foram condicionados em potes de vidro herméticos e após 1 hora as 

amostras de gás foram removidas utilizando uma seringa gás tight. Em ambas 

análises foi empregado o cromatógrafo HP-6890 com coluna HP-Plot Q (30 m, 

0.1. 0,53 mm). A estimativa da quantidade de CO2 foi feita em relação à curva 

obtida com padrão de CO2 em ar sintético da Air Liquid . Para a análise de etileno 

foi utilizada curva obtida com padrão de etileno em ar sintético da mesma 

empresa. 

3.3. Determinação de amido 

o teor de amido foi determinado enzimaticamente pelo método descrito por 

Cordenunsi e Lajolo (1995). O amido foi extraído com hidróxido de sódio 0,5 N, 

neutralizado com ácido acético 0,5 N, precipitado com etanol 80%, hidrolisado com 

amiloglicosidase (14 unidades/mL) e a gl icose liberada determinada a 450 nm pelo 

sistemaglicose oxidase/peroxidase/ABTS, segundo método de Bergmeyer e Bernt 

(1974). O cálculo foi baseado em curva-padrão de glicose. 

3.4. Determinação de açúcares solúveis 

Os açúcares solúveis (glicose, frutose, maltose e sacarose) foram extraídos 

com etanol 80% a 70 °C por três vezes, os sobrenadantes foram combinados, o 

etanol evaporado em sistema a vácuo (speed vac) a 45°C e o volume reconstituído 

em água. Os açúcares solúveis foram determinados por HPLC-PAO, utilizando 

cromatógrafo Dionex OX-500 com coluna Carbopac PA-1 (250 x 4,0 mm) e detector 

amperométrico de pulso modelo EO 40. Para a determinação de glicose, frutose e 
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sacarose, a fase móvel empregada foi NaOH 18 mM com fluxo de 1,0 mL/min e a 

limpeza foi feita com NaOH 300 mM. 

No caso da maltose, foram utilizadas 2 soluções (fase móvel - fluxo de 1,0 

mL/min), para gradiente de eluição. O eluente A foi 150 mM de NaOH e o eluente B 

500 mM de acetato de sódio em 150 mM de NaOH. O tempo total de corrida para 

cada amostra foi de 70 minutos, começando com 95% de A e 5% de B por 8 

minutos; 90% de A e 10% de B até 20 minutos; 80% de A e 20% de B até 40 

minutos; 30% de A e 70% de B até 50 minutos. A coluna foi lavada com 100% do 

eluente B e equilibrada com a solução inicial. 

3.5. Determinação de proteínas 

As determinações de proteína foram feitas pelo método de Bradford (1976), 

a 595 nm, usando albumina de soro bovino como padrão. 

3.6. Extração das enzimas 

Para a atividade de a-amilase e l3-amilase, as polpas de bananas congeladas 

(-80 CC) foram trituradas, na presença de N2, líquido em gral de porcelana. 

Aproximadamente 0,25 g de amostra foi homogeneizada com 4,0 mL de solução 

extratora contendo Hepes-KOH 50 mM pH 7,0, contendo cisteína 20 mM, 

benzamidina 1 mM, polivinilpirrolidona 40000 (PVP 40) 1 % (m/v). Para a atividade 

da l3-amilase ainda foram adicionados 20 mM de EDTA na solução extratora. 

A solução extratora utilizada para a obtenção dos extratos para as atividades 

da amido fosforilase, DPE 1 e DPE 2 compreendia os mesmos reagentes descritos 
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acima, exceto pelo tampão Hepes-KOH 50 mM cujo pH foi 7,5 e pela adição de 

EDTA 20 mM. 

Os extratos obtidos, após a homogeneização, para cada uma destas 

extrações, foram centrifugados a 12000 x 9 por 15 minutos e os sobrenadantes 

recolhidos e utilizados nos ensaios de atividades. 

3.7. Atividade enzimática 

A atividade a-amilásica foi medida utilizando o reagente Ceralpha (Megazyme 

International Ireland, Ltd) composto pelo substrato p-nitrofenil-maltoheptaosídeo, 

bloqueado na extremidade não-redutora (BPNPG7-EPS), e a-glicosidase. Após 

incubação a 30°C, por 60 minutos, de 50 ~L do extrato enzimático com 50 ~L do 

reagente, a reação foi interrompida com a adição de 750 ~L de Tris 1 %. A 

absorbância do p-nitrofenol liberado foi lida a 410 nm em espectrofotômetro Hewletl

Packard modelo 8453 (UV- visível) e sua concentração determinada com base em 

curva-padrão de p-nitrofenol 

A atividade ~-amilásica foi avaliada da mesma forma, no entanto, o substrato 

utilizado foi o reagente Betamyl (Megazyme International Ireland, Ltd), composto 

pelo substrato p-nitrofenil-maltopentaosídeo e o tempo de reação foi de 30 minutos. 

Para a enzima amido fosforilase, a atividade foi medida no sentido de 

degradação do amido pela liberação de glicose-1-fosfato a partir de amido solúvel de 

batata a 2% em água, conforme descrito por Arêas e Lajolo (1981). O meio de 

reação (500 ~L) constituiu-se de 50 IJL de extrato enzimático, tampão Tris-maleato 

50 mM pH 7,5, NaF 50 mM, amido 2% (m/v), Na2HP04 500 mM. Após incubação a 

30°C, por 45 minutos, a reação foi interrompida por incubação em banho fervente 
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por 5 minutos. A glicose-1-fosfato formada foi medida enzimaticamente após a sua 

conversão em glicose-6-fosfato, pela fosfoglicomutase (Sigma), seguida da formação 

de glucuronídeo mais NAOPH pela glicose-6-fosfato desidrogenase (Sigma). A 

concentração de NAOPH foi medida pela leitura de absorbância a 340 nm em 

espectrofotômetro HP 8453 (Mota et ai, 2002). Pela estequiometria das reações, 

cada molécula de NADPH formada é originada de uma molécula de glicose-1-fosfato 

(Bergmeyer e Bemt, 1974). 

3.8. PAGE nativo 

Géis para fosforílase: os géis de separação, para este ensaio, continham 6% 

de acrilamida/ bis-acrilamida (30:0,8), 375 mM de Tris-HCI pH 8,8 e 0,4% (p/v) de 

glicogênio de ostra; os géis de empilhamento foram compostos por 3,75% de 

acrilamida/ bis-acrilamida e 62,5 mM de Tris-HCI pH 6,8. Após a eletroforese (15 

mA/gel - 4°C), os géis foram lavados, durante 15 minutos, com 40 mL de uma 

solução de citrato-NaOH 100 mM pH 6,0 e então foram incubados por 1 hora à 37 

°C em 40 mL deste mesmo meio adicionado de 0,05% de amido solúvel de batata e 

glicose-1-fosfato 20 mM. Após a incubação os géis foram novamente lavados com a 

solução de citrato-NaOH e por fim foram corados com 12 0,67% (p/v) + KI 3,33% 

(p/v). 

Géís para OPE 1 e OPE 2: os géis de separação, para estes ensaios, 

continham 7,5% de acrilamida/ bis-acrilamida (30:0,8), 375 mM de Tris-HCI pH 8,8 e 

1,0% (p/v) de glicogênio de ostra; os géis de empilhamento foram compostos por 

3,75% de acrilamida/ bis-acrilamida e 62,5 mM de Tris-HCI. Após a eletroforese (15 

mA/gel - 4°C), os géis foram lavados duas vezes, durante 15 minutos, com 40 mL 
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de uma solução contendo Tris 100 mM pH 7,0, MgCI2 1mM, EDTA 1 mM e DTT 1 

mM , e então foram incubados por 2 horas à 37 °C ou por 16 horas à 25 °C em 40 

mL deste mesmo meio adicionado de maltotriose 5mM (para DPE 1) ou maltose 

5mM (para DPE2) . Os géis foram corados com 12 0,67% (p/v) + KI 3,33% (p/v). 

3.9. Extração de RNA total, Northern blotting e hibridização 

Cerca de 3 gramas de polpa de banana, em diferentes estádios de 

amadurecimento, foram triturados em gral , na presença de nitrogênio líquido e os 

RNAs totais das polpas dos frutos controle, assim como dos frutos tratados com 

etileno e com 1-MCP foram obtidos conforme descrito por López-Gómez e Gómez

Um (1992) e separados em gel de agarose 1 % contendo formaldeído conforme 

descrito por Sambrook et aI. (1989). Foram aplicados 10 I-Ig de RNA total de cada 

amostra no gel. Após o fracionamento, os RNAs totais e os padrões de RNA (Sigma) 

foram transferidos à vácuo para membranas de nylon (Hybond N+; Amersham 

Biosciences) e visualizados pela coloração com azul de metileno. As membranas 

que não mostraram diferenças no carregamento dos poços foram submetidas à 

hibridização. Para o preparo de sondas de cDNA foram utilizados os insertos de a

amilase (Vieira Jr 2001), p-amilase (Nascimento et ai , 2006) e fosforilase (obtido 

como descrito no item obtenção dos fragmentos para a fosforilase e 

sequênciamento), isolados por restrição dos respectivos vetores, separados em gel 

de agarose e purificados usando o sistema de purificação Prep-a-Gene (BioRad). As 

sondas de cDNA foram marcadas com 32p utilizando o Ready-To-Go Labeling Kit 

(Amersham Biosciences), hibridizadas à 65 °C por 4 horas em solução contendo 

SSPE 5x, solução de Denhardt's 5x e SDS 0,5% (p/v) , lavadas e expostas a filmes 
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de raios X à -80 °C (Sambrook et aI. 1989). As membranas foram lavadas, entre 

uma hibridização e outra, conforme as instruções do fabricante. 

3.10. Extração de proteína total 

Cerca de 0,5 9 de polpa de banana (em diferentes estádios de 

amadurecimento) triturada em nitrogênio líquido, foi homogeneizado em 1,5 mL de 

meio extrator, composto por tampão Tris-HCI 62,5 mM (pH 6,8), SOS 2% e B

mercaptoetanol 5%, segundo Laemmli (1970). O homogenato foi fervido por 10 

minutos e centrifugado a 12000 x 9 por 30 minutos. 

A quantificação das proteínas foi feita pelo método de Lowry et ai (1951), 

modificado por Peterson (1977) e as proteínas foram separadas por SOS-PAGE [gel 

de poliacrilamida (10%) em tampão Tris 25 mM, glicina 192 mM (pH 8,3) e SOS 

0,1%]. 

3.11. Western Blotting 

As proteínas fracionadas nos géis foram transferidas para membranas de 

nitrocelulose em tampão Tris 25 mM, glicina 192 mM (pH 8,3) à voltagem constante 

(30 V) por pelo menos 16 h a 4 °C. As membranas foram coradas com Ponceau-S 

0,2% / TCA 3%, para verificar a eficiência da transferência e marcação das posições 

dos padrões de peso molecular (Sigma). 

As membranas foram bloqueadas por incubação, durante uma hora, em 

tampão TBS (Tris-HCI 50 mM pH 7,5, NaCI 150 mM), adicionado de 0,02% de 

Tween 20 (TTBS) e leite desnatado 5%. Após o bloqueio, elas foram incubadas no 
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mesmo tampão, por 2 horas, adicionado com anti-soros de coelho específicos contra 

fosforilase (Mota, 2001), f3-amilase (Nascimento et ai, 2006) e a-amilase (Vieira Jr 

2001), nas diluições 1 :500 (para fosforilase) e 1:100 (para f3-amilase e a-amilase). 

Em seguida as membranas foram lavadas por três vezes em tampão TBS e 

incubadas por mais 1 hora com anticorpo secundário antiimunoglobulinas de coelho, 

conjugado com fosfatase alcalina ou com peroxidase (HP), em TTBS contendo leite 

desnatado 5%, na diluição 1 :30000 (fosfatase alcalina) ou 1 :8000 (HP). Em seguida, 

foram novamente lavadas por três vezes em tampão TBS. As membranas foram 

reveladas segundo o método descrito por Sambrook et ai (1989) utilizando substrato 

cromogênico (BCIP e NBT) ou via detecção por quimiluminescência usando luminol 

(ECL Western BloUing Oetection Reaction Reagents and Analysis System, 

Amersham Bioscience). 

3.12. Obtenção dos fragmentos para a fosforilase e sequenciamento 

o fragmento de PH01 utilizado como molde para a sonda de ONA foi obtido 

através da técnica de RACE (Rapid Amplification of cONA Ends), usando o 

GeneRacer™ Kit (Invitrogen, Inc). A sequência utilizada para o desenho dos primers 

específicos utilizados na reação foi obtida a partir de um fragmento de 358 pb 

(Purgatto et ai , dados não publicados) isolados por painel cONA-Amplified Fragment 

Length Polymorphism (cONA-AFLP). 

Os cONAs da polpa da banana foram obtidos usando o First Strand cONA 

Synthesis Kit (Amersham Biosciences). As reações de RACE foram conduzidas em 

termociclador (Bio-Rad) e a seqüência usada no protocolo foi 5'-CAA AAC AAA TGG 

TGT GAC TCC TCG CCG C-3' (sentido sense) e 5'-GCT TTT TCA TCC AGG AGC 
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ACA CCA GAA G-3' (sentido reverso). Os fragmentos gerados foram visualizados 

em gel de agarose (Sambrook et ai, 1989). 

Os fragmentos foram recortados do gel, purificados usando o GFX™ PCR 

DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham Biosciences) e donados usando 

pGEMR-T Vector Systems (Promega). 

As colônias transformadas foram transferidas para tubos contendo meio LB

ampicilina, incubadas por 16 horas a 37 °C e o plasmídeo obtido foi purificado 

usando o GFX Micro Plasmid Prep Kit (Amersham Biosciences). Os fragmentos 

foram sequenciados de acordo com o protocolo descrito pelo Thermo Sequenase 

Cy5 Oye Terminator Cycle Sequencing Kit e pelo ReproGel™ Long Read , ambos da 

Amersham Biosciences. As reações de eletroforese foram conduzidas a 55 °C por 

750 minutos no equipamento ALF Express (Amersham Pharmacia Biotech) e as 

sequências foram analisadas através do aplicativo Blastx disponível em 

http://www.ncbi.nlm.nih.qov. Um fragmento de 1256 pb (número de acesso 

A Y 463025), correspondente ao terminal-3' , foi obtido com 80% de similaridade com 

uma outra a-1,4 glucano fosforilase de arroz. Este fragmento foi usado como molde 

para gerar sondas radioativas para o protocolo de hibridização e Northern. Não foi 

possível obter o fragmento correspondente ao terminal-5' . 

3.13. Análise de AIA (ácido indol-3-acético) livre e ABA (ácido abscísico) 

O método empregado para extração e purificação parcial do AIA livre e do 

ABA das polpas de bananas foi o descrito por Chen et ai (1998). 

Aproximadamente 0,5 g de polpa de banana, em diferentes estádios de 

amadurecimento, foi homogeneizada por 1 minuto em 2 mL de solução contendo 
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65% de isopropanol em tampão imidazol 0,2 M, pH 7,0, 1,14 IJg de padrão interno 

de [13C6]-AIA (Cambridge Isotopes, Inc) e 1 IJg de padrão interno de ABA 

(OIChemlm Ltd). O homogenato foi centrifugado a 1200 x 9 por 15 minutos e o 

sobrenadante coletado foi diluído 6 vezes. Em coluna de troca iônica aminopropil 

(LC-NH2 ; Supelco), previamente lavada com hexano, acetonitrila e água 

ultrapurificada e condicionada com tampão imidazol 0,2 M, pH 7,0, a amostra 

diluída foi aplicada. Após lavagens sucessivas com hexano, acetato de etila, 

acetonitrila e metanol, a fração contendo o AIA e o ABA foi eluída com ácido 

acético a 2% em metanol, seca em speed vac, retomada em metanol e metilada 

com diazometano etéreo. O extrato metilado foi submetido a análise por 

cromatografia à gás-espectrometria de massa com monitoramento seletivo de 

íons (CG-EM-MSI). 

Estas análises foram realizadas em cromatógrafo a gás Hewlett-Packard 

modelo 6890 acoplado a detetor por espectrometria de massa modelo 5973. A 

coluna utilizada nas separações foi a HP-1701 (30 m, 0.1. 0,25 mm, 0,50 IJm de 

espessura do filme interno) tendo hélio como gás carreador, com fluxo de 1 

mL/min. As injeções foram feitas automaticamente por meio do injetor Hewlett

Packard modelo LS-11 00 e o volume injetado foi 3 IJL, sem utilização do divisor 

de amostras (splitless). A coluna foi mantida a 150 DC por 3 minutos, seguida de 

rampa de temperatura de 5 DC/min até 210 DC e 15 DC/min até 260 DC. Foram 

monitorados os íons com relação massa/carga (m/z) em 130 e 189 

(correspondentes ao AIA endógeno); 136 e 195 (correspondentes ao pad rão 

interno de C3C6]-AIA); 134, 162, 190 (correspondentes ao ABA endógeno) e 138, 

166 e 194 (referentes ao padrão interno de ABA). As concentrações endógenas 
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de AIA e de ABA foram obtidas pela relação entre as áreas dos picos nos 

cromatogramas extraídos em m/z 130 e 136 para o AIA e 190 e 194 para o ABA. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. Efeitos do etileno e do 1-MCP sobre o pico climatérico 

o amadurecimento da banana foi claramente afetado pelos tratamen.tos 

(figura 6). Quando comparado ao grupo controle, o pico climatérico dos frutos 

expostos ao etileno exógeno foi antecipado, enquanto que as amostras tratadas com 

1-MCP não apresentaram um pico climatérico característico, apesar de um pico de 

etileno poder ser observado aos 24 dias pós-colheita. 

As frutas que foram expostas ao etileno exógeno iniciaram a fase climatérica 

no dia 2, após o tratamento, enquanto as amostras controle levaram 12 dias para 

apresentar o característico aumento na produção de etileno e na taxa respiratória 

(figura 6). No caso dos frutos tratados com 1-MCP foi observada pouca alteração no 

padrão respiratório, como já observado em outros estudos realizados com damasco 

(Fan et ai, 2000), brócolis (Fan e Mattheis, 2000), tomate (Wills e Ku, 2002) e maça 

(Fan e Matlheis, 1999), porém com alterações significativas na produção de etileno, 

atrasada por aproximadamente 10 dias em relação aos frutos controle. 

Normalmente, a produção de etileno na banana precede o aumento respiratório, 

como pôde ser observado nas outras amostras. 

Já é bem descrito pela literatura o efeito que o hormônio etileno exerce sobre 

o amadurecimento de frutos, seja ele produzido pelo próprio fruto ou aplicado de 

forma exógena (Cordenunsi, 2004; Nascimento et ai, 2006; Mainardi et ai, 2006). Em 

frutos como a banana, o pico na produção de etileno tende a anteceder o pico de 

respiração, o que a caracteriza como um fruto climatérico. 
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Paralelamente, quando o antagonista do etileno, o 1-MCP, é aplicado no 

estágio pré-climatérico das bananas, a influência do etileno sobre o processo de 

amadurecimento é atrasada, assim como a respiração climatérica (Golding et ai, 

1998). 

o uso do etileno exógeno assim como do 1-MCP, resultou em grupos distintos 

de frutos. Como esperado, o tratamento com etileno antecipou os eventos 

relacionados ao amadurecimento, enquanto o 1-MCP os atrasou, sugerindo que o 

antagonista inibe a percepção do etileno pelos frutos, devido ao bloqueio de seus 

receptores (Sisler e Serek, 1997). 
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FIGURA 6: Produção de CO2 (A) e etileno (8) pelos frutos nos 

diferentes tratamentos. 
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4.2. Efeitos do etileno e do 1-MCP sobre a degradação de amido e síntese de 

sacarose 

A degradação do amido também foi afetada pelos tratamentos uma vez que a 

velocidade de degradação das bananas expostas ao etileno exógeno foi acelerada 

em relação àquelas tratadas com 1-MCP (figura 7). A degradação do amido nos 

frutos tratados com etileno foi antecipada em relação aos frutos controle, no entanto, 

a taxa de mobilização foi similar para ambos os grupos. No caso das bananas 

tratadas com 1-MCP, a quantidade residual de amido foi similar a dos frutos controle, 

mas a taxa de degradação foi menor. Embora a degradação do amido tenha sido 

iniciada por volta do mesmo dia que das amostras controle (dia 14), o conteúdo final 

de amido nos frutos tratados com 1-MCP foi atingido somente no dia 28 . 

. Ai.nda de acordo com a figura 7, os mesmos efeitos puderam ser observados 

em relação à síntese de sacarose, frutose e glicose, ou seja, enquanto o etileno 

adianta o início da síntese, o 1-MCP a retarda, mas em todos os casos ela inicia-se 

concomitantemente ao início da degradação do amido, indicando e corroborando 

resultados reportados na literatura (Purgatto et aI. 2001) que o efeito está mais 

correlacionado a uma limitação de substrato para a síntese do açúcar do que 

propriamente a uma inibição de alguma enzima da via de síntese da sacarose. Para 

o caso do conteúdo de sacarose, as bananas tratadas com 1-MCP não atingiram os 

mesmos níveis quando comparadas as bananas do grupo controle e daquelas 

tratadas com etileno. 
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4.3. Influência do etileno sobre enzimas relacionadas à degradação do amido 

4.3.1. a-amilases 

A atividade a-amilásica chega a aumentar cerca de 50% para os frutos 

controle e para aqueles tratados com 1-MCP; já os tratados com etileno têm um 

aumento pouco maior (figura 8A, 88 e 8C). Estes dados sugerem que a atividade 

destas enzimas independe do etileno e/ou que se tratam de isoenzimas, onde 

algumas formas podem ser etileno-dependentes, enquanto outras não. 

Os resultados de Western blotting mostrados nas figuras 80, 8E e 8F, 

também não mostram variações de expressão das a-amilases claramente 

correlacionadas com o climatério, como já mostrado anteriormente por Vieira Jr. 

(2001 e 2006). Embora a atividade apresentada nos frutos controle e 1-MCP 

pareçam semelhantes, a síntese protéica parece menor nos frutos tratados com 1-

MCP, ou seja, a quantidade de proteínas varia muito de tratamento para tratamento 

e não parecem se relacionar com os perfis de atividade. Talvez sua sutil atividade 

seja suficiente para atacar inicialmente o grânulo, permitindo o acesso de outras 

enzimas ou ainda que esta enzima não seja tão importante para a degradação do 

amido de bananas, e, como em Arabidopsis, uma outra enzima, ainda não descrita 

em bananas, poderia realizar melhor o papel de ataque inicial ao grânulo. Ainda 

existe a hipótese de existirem isoformas, como apontam os resultados obtidos por 

Vieira Jr (2006) que, embora não tenha conseguido determinar o número exato de 

cópias do gene de a-amilase no genoma da banana, indicou que há mais de uma, 

conforme seus resultados obtidos por Southern blotting. 



46 

Alguns estudos em cereais (Irving, 1999), mostram que as a-amilases são 

proteínas de atividade endo-amilolítica e que seriam as primeiras a atacarem os 

grânulos intactos de amido. Tal hipótese também poderia ser aplicada em bananas 

nos primeiros passos da degradação, considerando que os níveis de atividade são 

suficientes para tal tarefa e que após o ataque inicial, outras enzimas como as 13-

amilases, fosforilases e OPE-1 entrariam em ação. Por outro lado, já foi descrito por 

Smith et ai (2005) que em tecidos fotossintéticos, como é o caso da A rabidopsis , as 

a-amilases não são necessárias para que haja degradação do amido, ou pelo menos 

nenhuma das 3 isoformas encontradas em Arabidopsis. Sendo assim, é sugerido 

que, ou existe uma isoforma ainda não encontrada, ou sua ausência pode ser 

compensada pela ação de outra enzima. 

A presença de isoformas também foi notada no trabalho de Bassinello (2002), 

que utilizou diversas técnicas envolvendo cromatografia, eletroforese e 

isoeletrofocalização para purificar a-amilases. Em especial, a isoeletrofocalização 

mostrou a presença de várias bandas de proteínas com atividade a-amilásica e 

diferentes pontos isoelétricos. 
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4.3.2. (3-amilases 

Os resultados mostram que a atividade das f3-amilases foi inversamente 

relacionada ao teor de amido na polpa dos frutos controle e tratados com etileno 

(figura 9A e 98). Embora tenha ocorrido um decréscimo no conteúdo de amido, a 

atividade das ~-amilases mostrou-se praticamente constante, quando os frutos eram 

tratados com o 1-metilciclopropeno (figura 9C), sugerindo que elas possam ser 

parcialmente dependentes do etileno ou que possa ter ocorrido um atraso na 

transcrição e/ou tradução das mesmas. O fato de o amido ainda assim ter sido 

degradado nos frutos tratados com 1-MCP, chegando aos níveis dos frutos controle, 

pode estar relacionado à presença de outras enzimas atuantes no processo, como 

as amido-fosforilases. 

Os ensaios de Northern blots, mostraram o nível de transcrição do mRNA da 

f3-amilase ao longo do amadurecimento dos frutos, sob os diferentes tratamentos 

(figura 9). Um significante aumento na expressão desta proteína foi observado no 

decorrer do amadurecimento e ainda houve diferença significante entre os três 

tratamentos. Os frutos controle (figura 9G) apresentaram um aumento na quantidade 

de transcritos a partir do dia 9, intensificando-se no dia 16, enquanto que nos frutos 

tratados com etileno (figura 9H) os maiores níveis de transcrição foram notados no 

dia 2, e em ambos os grupos, a atividade enzimática mostrou-se bastante 

correlacionada aos níveis de transcritos. Por outro lado, o acúmulo de transcritos nos 

frutos que receberam tratamento com 1-MCP (figura 91) foi atrasado até o dia 24, 

mas não resultou em nenhuma mudança na atividade enzimática. 

Como também apresentado na figura 9, o conteúdo de proteínas também foi 

afetado pelos diferentes tratamentos. Enquanto uma banda de aproximadamente 52 
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kDa aparece abundante no dia 16 para os frutos controle e no dia 2 para os tratados 

com etileno, nada pôde ser visto nos extratos de bananas tratadas com 1-MCP. Isto 

pode sugerir que tanto a transcrição, como a tradução são mediadas pelo etileno, 

porém são diferentemente afetadas. Pode-se ainda considerar que a proteína ainda 

seria traduzida nos frutos tratados com 1-MCP, pois houve um aumento na 

transcrição, mas não havia condições para continuar a coleta dos frutos por estarem 

em estado muito avançado de senescência. 

O uso do agonista e do antagonista do amadurecimento de frutos permitiu 

que Nascimento et ai (2006) pudessem agregar maiores informações sobre a 

regulação da expressão da ~-amilase em bananas. A atividade enzimática mostrou 

correlação direta com variações na expressão gênica e, a ausência da proteína (p

amilase) nos frutos tratados com 1-MCP, reforçou a hipótese desta enzima ser 

regulada pelo etileno. No entanto, houve uma recuperação na produção de etileno 

pelos frutos tratados com 1-MCP, mas não houve aumento na atividade enzimática 

e, neste caso, o etileno pode ter diferente ação sobre os níveis de transcrição e 

tradução, processos estes ainda não esclarecidos. 
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Northern blottíng de ~-amilase a partir do mRNA das polpas de frutos controle (G), etileno (H) e 1-MCP (I); a expressão do mRNA ribossomal 18S foi utilizada 

como controle. Os números das amostras se referem aos dias pós-colheita. 
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4.3.3. Fosforilases 

Com o aumento da concentração de etileno, a atividade da fosforilase (figura 

10) diminuiu. Nos frutos tratados com 1-MCP a redução também aconteceu, mas a 

atividade mostrou-se mais alta nestas amostras, devido talvez ao bloqueio dos 

receptores de etileno. Um discreto aumento foi observado durante o 

amadurecimento dos frutos controle e, o pico máximo de atividade foi alcançado no 

início da degradação de amido. Esta tendência foi mais evidente quando o 

amadurecimento do fruto foi atrasado pelo tratamento com 1-MCP, uma vez que 

uma elevação mais consistente pôde ser observada até 18 DPC, indicando que a 

ausência do etileno tem um efeito positivo na atividade da fosforilase. Para ambos os 

grupos a atividade enzimática decaiu nos últimos estádios do amadurecimento. Nas 

bananas cujo amadurecimento foi induzido pelo etileno, houve apenas uma redução 

discreta da atividade da fosforilase para as amostras que continham baixos teores 

de amido. É possível especular que o efeito causado pela aplicação do 1-MCP teria 

ativado um mecanismo compensatório, ou seja, a atividade da fosforilase teria 

aumentado devido à redução da atividade da p-amilase. Talvez ainda possa ter 

ocorrido uma mudança no estado de ativação desta enzima, o que também poderia 

causar aumento de sua atividade. 

Como existem duas isoformas de fosforilase de banana, que então poderiam 

apresentar diferentes perfis de atividade ao longo do amadurecimento, ensaios de 

atividade enzimática foram conduzidos após eletroforese em géis nativos contendo 

glicogênio (figura 10). De acordo com as análises densitométricas, apresentadas na 

figura 11, as atividades das isoenzimas Ph01 e Ph02 mudaram durante o 

amadurecimento. A banda com menor mobilidade (Ph02), que corresponde à 
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isoforma citossólica, aumentou durante o amadurecimento para todas as condições 

testadas. Os resultados para a banda correspondente à isoforma plastidial (Ph01) 

também revelam um aumento da atividade como um todo, no entanto, os 

tratamentos tiveram diferentes efeitos. 

A exposição ao 1-MCP resultou na indução da Ph01 e seus níveis 

mantiveram-se altos ao longo do amadurecimento, enquanto que o etileno exógeno 

causou uma discreta redução da atividade, seguida por uma aparente recuperação 

da mesma aos 9 DPC. Por outro lado, o pico da Ph01 apareceu nos frutos do grupo 

o 
controle no 4 dia após a colheita, coincidindo com o início da degradação do amido, 

e foi decaindo sutilmente após este período. Esta isoforma pareceu ser a mais 

afetada pelos diferentes tratamentos e a mais relacionada à mobilização do amido 

ao longo do amadurecimento. Os efeitos causados pela aplicação do etileno 

exógeno levam a crer que a PHO 1 estaria mais propensa à regulação pelo etileno. 

Segundo Mota et ai (2002), ensaios de cinética enzimática indicaram que as 

fosforilases parecem não estar sob controle alostérico e a síntese de proteínas é que 

iria então regular a atividade desta enzima. Para checar estas informações, extratos 

da polpa das frutas foram testados com anti-soro contra Ph01 de banana (figura 10). 

As análises densitométricas dos blots, apresentadas na figura 12, indicaram que o 

conteúdo de proteína aumentou ao longo do amadurecimento dos frutos e que o 1-

MCP teve um efeito positivo neste aumento, o que estabeleceu a relação com a 

abundância de fosforilase transcrita. De acordo com as análises de densitometria do 

Northern blotting (normalizado) apresentado na figura 13, a quantidade de mRNA da 

fosforilase também aumentou durante o amadurecimento e, similarmente ao que foi 

observado em relação à atividade e tradução de proteínas, este efeito foi mais 

evidente nos frutos expostos ao antagonista do etileno, o 1-MCP que, mais uma vez, 
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afetou positivamente os níveis de mRNA e proteína. Neste caso, a maior 

contribuição para o controle da atividade enzimática viria dos níveis de proteína. 

Os resultados em relação as fosforilases sugerem então que a atividade desta 

enzima é aumentada durante o amadurecimento normal do fruto e que seus níveis 

máximos são alcançados no momento em que o amido é mobilizado. Considerando 

os contrastantes efeitos que a aplicação do etileno ou do 1-MCP causaram sobre a 

atividade da fosforilase e sua expressão gênica, parece que esta enzima 

responderia a mudanças mais relacionadas aos níveis basais do hormônio do que 

aquelas relacionadas ao seu pico autocatalítico. 
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4.3.4. DPE 1 

57 

A atividade desta enzima, assim como a atividade da OPE 2, foi avaliada 

apenas utilizando a técnica de PAGE nativo e incubação com substrato específico. 

Outros métodos para avaliar estas atividades foram testados (atividade in vitro -

métodos descritos por Critchley et ai, 2001 e Chia et ai, 2004), porém não foram bem 

sucedidos. 

A enzima OPE 1 tem sido. descrita como uma enzima plastidial e assim sendo 

faz sentido o que mostra a figura 14, ou seja, sua atividade parece ser maior no 
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início da degradação, onde existe ainda muito substrato para esta enzima. A partir 

do momento que a degradação do amido se intensifica, sua atividade é reduzida, 

porém, parece manter atividade residual. Neste ponto o conteúdo de maltose 

formada (figura 14) deve ser muito maior quando comparado à formação de 

glucanos maiores, logo esta maltose produzida deve ser exportada para o citossol 

(possivelmente pelo transportador MEX 1) e a atividade da DPE 2 passa a ser mais 

intensa. 

A atividade da DPE 1 também parece ter uma grande relação com o etileno, 

já que foi bastante reduzida, quando o hormônio foi bloqueado. 

Pelos ensaios realizados neste trabalho, a DPE 1 parece participar do 

processo de degradação do amido de banana e, estes estudos são pioneiros em se 

tratando de frutos tropicais. 

4.3.5. DPE 2 

Um pico na produção de açúcares solúveis (figura 14) foi observado 

concomitantemente ao aumento da atividade de DPE 2 em todos os tratamentos. 

Como o 1-MCP atrasa a degradação do amido e modifica alguns perfis enzimáticos, 

como o da j3-amilase (que parece ser a principal enzima que libera maltose ao longo 

do processo de degradação), por exemplo, nota-se uma redução da atividade como 

um todo da DPE 2 (figura 14), sugerindo que esta enzima possa ser parcialmente 

dependente do etileno. Nos frutos tratados com etileno, este acontecimento foi 

acelerado. 

AO contrário do que já foi relatado na literatura por Konish et ai (1992), 

estudos realizados para um projeto piloto em conjunto com os resultados 

apresentados por Vieira (2006) sugerem que as a-1,4 glicosidases não possuem 
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atividade maltásica, pois parecem não atuar sobre a maltose em polpa de banana e, 

além disso, a atividade destas enzimas decaem ao longo do amadurecimento. Neste 

caso, a atividade a-glicosídica foi detectada sobre substratos do tipo 4-

metilumbeliferil-a-D-glicosídeo e não sobre a maltose. 

Considerando a maltose como principal produto da degradação do amido, 

liberada pela ação da ~-amilase no amiloplasto (Chia et aI. 2004; Weise et aI. 2004; 

Fettke et aI. 2006; Lu e Sharkey 2006) , e que nenhuma atividade maltásica foi 

detectada (dados não apresentados), a DPE 2 pode ser a principal proteína 

envolvida no metabolismo da maltose. O baixo conteúdo deste dissacarídeo 

mostrado na figura 14A, 148 e 14C pode ser atribuído a uma alta taxa de 

trasglicosilação por parte da atividade da DPE 2. Esta é a primeira vez que é 

reportada a atividade desta enzima, em um fruto tropical e, neste caso, esta via de 

degradação parece ser mais provável que a da maltase. 
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4.4. Enzimas e o metabolismo do amido 

Nos frutos tratados com 1-MCP observou-se atraso na degradação de amido 

e síntese de sacarose, apesar do aumento de etileno ao final do experimento. Este 

atraso ocasionou também alteração geral no comportamento das enzimas 

estudadas, sugerindo que diversos fatores temporais, necessários ao processo, 

foram prejudicados. O 1-metilciclopropeno (1-MCP) parece afetar apenas 

parcialmente os processos metabólicos relacionados ao metabolismo do amido, por 

interferir com as respostas celulares ao etileno. 

Mesmo considerando que os resultados para a enzima a-amilase não foram 

esclarecedores o bastante, e que portanto, não é possível afirmar se esta enzima é 

realmente importante para a degradação do amido, ou pelo menos para o ataque 

inicial do grânulo, não pode-se descartar sua ação em conjunto com outras enzimas. 

Há estudos que mostram que a a-amilase pode ter sua ação potencializada quando 

combinada a uma a-glicosidase, por exemplo. É possível especular que, 

principalmente no caso dos frutos tratados com 1-MCP, a atividade da a-amilase 

tenha sido essencial para liberar substrato suficiente para a ação das fosforilases, já 

que a f3-amilase, neste caso, teve sua atividade bastante reprimida, além de não ser 

uma endoamilase (figura 15). 

Os dados relativos à atividade e expressão da f3-amilase deixam fortes 

impressões da dependência desta enzima pelo hormônio etileno. Os resultados da 

atividade da f3-amilase em frutos tratados com 1-MCP reforçam a hipótese da 

fosforilase ter uma ação compensatória (figura 15), dado o aumento de atividade 

fosforolítica observado nas amostras. Essas duas enzimas criariam então condições 

para a ação da DPE 1 sobre polissacarídeos como a maltotriose. 
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Com os resultados apresentados também é possível especular que, em 

bananas, a via hidrolítica pode ser tão ou mais relevante que a via fosforolítica e que 

a atividade da amido fosforilase depende de outro fator além do etileno. Esta enzima 

pode necessitar de outras formas de ativação como uma complexação com outras 

enzimas (Tetlow et ai, 2004), ou ainda pode ser regulada por um mecanismo de oxi

redução como já foi descrito para uma forma de 13-amilase em A rabidopsis , onde os 

autores propuseram que esta enzima pode ser regulada por um sistema envolvendo 

a ferredoxina/tiorredoxina. Neste sistema a ferredoxina reduziria a tiorredoxina que, 

por sua vez, reduziria pontes dissulfeto na enzima, provocando mudanças 

conformacionais e tornando-a ativa (Balmer et ai, 2006). 

A DPE1, que apresentou-se mais ativa em todos os tratamentos, no início da 

degradação do amido, teve sua queda de atividade a partir do momento que a 

quantidade de açúcares foi aumentando. Considerando que a banana possa ter 

algum tipo de transportador de maltose (cujo pico de produção coincidiu com o 

aumento da atividade da 13-amilase), o conteúdo deste açúcar seria rapidamente 

levado do amiloplasto para o citossol, dando espaço para o aumento da atividade da 

DPE2, que atuaria então sobre a maltose e sobre um possível heteroglicano 

localizado no citossol. 

O papel que o etileno exerce sobre algumas enzimas ainda não está muito 

claro, mas sabe-se que quando o hormônio liga-se, via cofator cobre, aos 

receptores, a proteína CTR 1 torna-se inativa, ativando então uma cascata de MAP

quinases, que por sua vez ativam uma cascata de transdução de sinal envolvendo 

fatores de transcrição que respondem pelo hormônio (EINs, ERFs) que em última 

instância ligam-se aos elementos de resposta ao etileno (EREs) localizados nas 

regiões promotoras dos genes-alvo. Astorino e Nascimento (dados ainda não 
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publicados) vêm trabalhando com o isolamento de regiões promotoras de genes de 

enzimas da banana, mais especificamente com o gene da l3-amilase, e já 

encontraram nestas regiões elementos como os "GCC-box", que parecem estar 

associados à resposta ao etileno (Stepanova e Ecker, 2000), pois interagem com os 

ERFs. Neste caso, o etileno estaria intimamente relacionado à transcrição e 

regulação da l3-amilase e, os resultados apresentados no presente trabalho podem 

reforçar esta hipótese. 

Com base nos resultados referentes à l3-amilase e com o intuito de 

acrescentar dados sobre o mecanismo de regulação desta enzima, investigamos os 

níveis de auxina (AIA - ácido indol-3-acético) e ácido abscísico (ABA), como mostra 

a figura 16. Em trabalhos prévios (Purgatto et ai, 2001 e 2002), foi observado que 

altos níveis de AIA no tecido da polpa de bananas são capazes de inibir a 

transcrição do mRNA e o aumento da atividade enzimática da l3-amilase e, 

consequentemente, o início da fase rápida da degradação do amido. Estes ensaios 

foram conduzidos em um modelo que envolvia a infiltração de AIA em fatias de 

bananas,onde abaixo de 4 ng/g de fruto (massa fresca), a expressão e aumento da 

atividade de ~-amilase ocorriam. O mesmo resultado foi obtido em frutos de banana 

intactos, amadurecidos sem nenhum tratamento pós-colheita. Os dados 

apresentados na figura 16 estão em acordo com estes resultados prévios e sugerem 

que a degradação do amido, assim como a atividade l3-amilásica estão bem 

relacionados com os níveis de AIA, além do etileno, visto que logo nas primeiras 

horas após o tratamento com este último, os níveis de AIA eram praticamente 

indetectáveis, enquanto que a atividade e a expressão da ~-amilase aumentaram e o 

teor de amido estava em fase de rápido declínio. O tratamento com 1-MCP, por sua 

vez, provocou atraso no desenvolvimento destes processos e, nestes frutos, os 
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níveis de AIA mantiveram-se altos em relação aos outros dois grupos, até o 10° dia 

pós-colheita, declinando a teores semelhantes aos encontrados no grupo controle 

por volta do 15° dpc, após o qual foi observado o início da degradação do amido e 

aumento da transcrição do mRNA de (3-amilase, embora esta última não tenha 

levado a aumentos detectáveis na atividade da enzima. 

Considerando os teores de ABA encontrados sugere-se, assim como já 

apresentados em outros estudos com bananas (Jiang et ai, 2000), que este 

hormônio pode facilitar a ação do etileno, quando em maiores quantidades, pois 

tornaria alguns eventos relacionados ao amadurecimento mais sensíveis ao etileno. 

Os dados obtidos podem tornar esta especulação mais plausível, já que os frutos 

controle e tratados com etileno tiveram maior produção de ABA e amadureceram 

mais rápido, quando comparados aos frutos tratados com 1-MCP (figura 16). Porém, 

sua relação com a degradação de amido não parece ser tão direta, visto que os 

frutos tratados com 1-MCP apresentavam teores relativamente menores do que o 

grupo controle, na fase de mobilização do polissacarídeo, indicando que este 

hormônio pode não estar correlacionado a este metabolismo no tecido da polpa de 

bananas em amadurecimento. 

Em relação as demais enzimas estudadas ainda não há relatos claros na 

literatura que assinalem a presença de elementos de resposta ao etileno nas regiões 

promotoras de seus genes. 

Porém, os dados parecem apontar para uma sinalização bastante dependente 

do balanço dos níveis de etileno com outros hormônios como o fator preponderante 

na mudança de atividade e/ou expressão gênica de algumas das enzimas 

correlacionadas à degradação do amido. Dados de literatura não só atestam a 

presença de cross-talks entre a sinalização do etileno e auxinas e também do etileno 
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com açúcares, mas também os colocam como um motivo largamente encontrado na 

regulação de diversos processos do ciclo de vida das plantas (Stepanova e Alonso, 

2005). 
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5. CONCLUSÕES 

Usando o 1-MCP como estratégia experimental, foi possível observar que o 

etileno exerce grande influência sobre o metabolismo de degradação do amido em 

bananas e que este metabolismo envolve ações de diferentes enzimas, que sofrem 

a ação do hormônio de forma diferente. 

Dentre as enzimas envolvidas no metabolismo de carboidratos de bananas, 

as a-amilases não demonstraram ser etileno-dependentes. 

As ~-amilases mostraram ser enzimas bastante dependentes do etileno e 

parecem ter importância especial quando se trata do metabolismo da maltose, em 

conjunto com a DPE 2. 

A atividade fosforolítica foi induzida ao longo do amadurecimento, mas parece 

ter resposta mais significativa a alterações basais do hormônio etileno. Sugere-se 

que esta enzima esteja envolvida com mais de uma forma de regulação. 

A DPE 1 apresentou maior atividade ao início da degradação do amido, 

indicando sua atuação sobre glicanos liberados pelas a-amilases. 

A presença de DPEs na banana torna o seu metabolismo de carboidratos 

mais próximo daquele presente em folhas. 

A regulação da degradação do amido durante o amadurecimento da banana 

parece depender, ao menos em parte, do balanço entre os níveis de etileno e ácido

indol-3-acético encontrado no fruto. 
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