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RESUMO

O meldo (Cucumis melo L.) € uma cultura de grande importéncia agricola e econémica, uma
das caracteristicas marcantes do meldo é possuir alta variabilidade genética, apresentando
fenotipos climatéricos e ndo climatéricos, influenciando diretamente na maturacao dos frutos.
O processo de amadurecimento do meldo influéncia no aroma, sabor, concentracdo de
acucares, cor e textura, sendo essa relacionada a textura e durabilidade pds-colheita do fruto
devido a presenca da parede celular. A perda de firmeza dos frutos ndo climatéricos esta
relacionada a regulacdo da expresséo de genes que regulam componentes da parede celular.
Assim 0 objetivo desse trabalho elucidar o padrdo expressdao dos genes: CmAGL1, (o-
galactosidase), CmCEL (Endoglucanase), (CmXGT (xiloglucano glycosiltransferase),
CmXYL (B-D-xilosidase familia de proteinas) CmXTH1 e CmXTH2 (Xiloglucano
endotransglucosilase/hidrolase), CmPGLle CmPGL2 (Poligacturonases), CmPGN
(Poligalacturonase-1 ndo-catalitica subunidade beta) e CmEXP (Expansina-like A2), em
funcdo dos estadios de maturagdo 15, 25, 35 e 45 dias apds a polinizacdo (D.A.P) no
metabolismo da parede celular em frutos de meldo ndo- climatérico cv. ‘Eldorado’, utilizando
a técnica de transcricdo reversa seguida de reacdo em cadeia da polimerase (RT-gPCR). Os
frutos foram cultivados em casa de vegetacdo, colhidos aos 15, 25, 35 e 45 (D.A.P). Foram
feitas analises pos-colheita, desenho de primers, extracdo de RNA total, conversdo para
cDNA e analises de RT-gPCR, os dados foram submetidos a analise de variancia, ANOVA e
teste de Tukey a 5% de significancia. Os primers dos genes CmPGL1 e CmPGI2 ndo foram
aptos para as analises de RT-gPCR. Os genes CmAGLl1, CmCEL CmXYL,
CmXTH1,CmXTH2, CmEXP e CmPGN foram mais expressos nos estadios iniciais da
maturacgdo, especialmente aos 25 dias apds a polinizacdo (D.A.P), periodo em que ocorre a
atividade das enzimas de degradacdo dos componentes da parede celular, resultando em
aumento de peso e firmeza dos frutos. O gene CmXGT foi mais expresso aos 45 D.A.P. Aos
35 e 45 D.A.P, observou-se uma diminuicdo na firmeza dos frutos devido a solubilizacdo da
celulose, hemicelulose e pectina. A atividade das enzimas poligalacturonases e B-D-xilosidase
iniciou-se aos 25 D.A.P e permaneceu alta até a completa maturacao dos frutos. Observaram-
se correlagdes positivas entre a expressdo de CmAGL1 e CmPGN, CmAGL1 e CmXTH1,
CmXTH1 e CmPGN, CmXTH1 e CmXTH2, , bem como entre a expressdo de CmEXP e a
atividade de poligalacturonases, e entre a atividade das P-D-xilosidases e a atividade de
poligalacturonases. Por outro lado, foram identificadas correlagbes negativas entre a
expressdo de CmCEL e CmXGT, entre a expressao de CmXGT e a firmeza dos frutos, e entre a
atividade das B-D-xilosidases e a firmeza. Conclui-se que os genes relacionados a parede
celular sdo mais expressos aos 25 D.A.P e estdo associados a expansao celular, sendo sua
expressdo regulada por diversos fatores.

Palavras chaves: Frutos ndo- climatéricos; Expressdo génica; Firmeza; Estadios de
desenvolvimento; Enzimas de degradacao.



ABSTRAT

The melon (Cucumis melo L.) is a crop of significant agricultural and economic importance.
One of its most notable characteristics is its high genetic variability, presenting both
climacteric and non-climacteric phenotypes, which directly influence fruit ripening. The
ripening process of the melon affects its aroma, flavor, sugar concentration, color, and texture,
the latter being related to the post-harvest texture and durability of the fruit due to the
presence of the cell wall. The loss of firmness in non-climacteric fruits is associated with the
regulation of gene expression that controls cell wall components. Thus, the aim of this study
is to elucidate the expression pattern of the following genes: CmAGL1 (a-galactosidase),
CmCEL (Endoglucanase), CmXGT (xyloglucan glycosyltransferase), CmXYL (B-D-xylosidase
protein family), CmXTH1 and CmXTH2 (Xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase),
CmPGL1 and CmPGL2 (Polygalacturonases), CmPGN (Polygalacturonase-1 non-catalytic
beta subunit), and CmEXP (Expansin-like A2) at the maturation stages of 15, 25, 35, and 45
days after pollination (D.A.P) in the cell wall metabolism of non-climacteric melon fruits cv.
‘Eldorado’, using reverse transcription followed by polymerase chain reaction (RT-qPCR).
The fruits were cultivated in a greenhouse and harvested at 15, 25, 35, and 45 D.A.P. Post-
harvest analyses, primer design, total RNA extraction, conversion to cDNA, and RT-gPCR
analyses were conducted, and the data were subjected to variance analysis (ANOVA) and
Tukey’s test at 5% significance. The primers for genes CmPGL1 and CmPGL2 were not
suitable for RT-gPCR analyses. The genes CmAGL1, CmCEL, CmXYL, CmXTH1, CmXTH2,
CmEXP, and CmPGN were more highly expressed at the early stages of maturation,
especially at 25 days after pollination (D.A.P), during which the activity of cell wall
component degradation enzymes occurs, resulting in increased fruit weight and firmness. The
CmXGT gene was more highly expressed at 45 D.A.P. At 35 and 45 D.A.P, a decrease in fruit
firmness was observed due to the solubilization of cellulose, hemicellulose, and pectin. The
activity of polygalacturonase and -D-xylosidase enzymes began at 25 D.A.P and remained
high until full fruit maturation. Positive correlations were observed between the expression of
CmAGL1 and CmPGN, CmAGL1 and CmXTH1, CmXTH1 and CmPGN, CmXTH1 and
CmXTH2, as well as between the expression of CmEXP and the activity of
polygalacturonases, and between the activity of B-D-xylosidases and the activity of
polygalacturonases. Conversely, negative correlations were identified between the expression
of CmCEL and CmXGT, between the expression of CmXGT and fruit firmness, and between
the activity of B-D-xylosidases and firmness. It is concluded that the genes related to the cell
wall are more highly expressed at 25 D.A.P and are associated with cell expansion, with their
expression regulated by various factors.

Keywords: Non-climacteric fruits; gene expression; firmness; developmental stages;

enzymes of degradation.
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1 INTRODUCAO

O meldo (Cucumis melo L.) é uma cultura de significativa importancia agricola e
econdmica. Conforme o ultimo relatério emitido pela Organizagdo das Nagdes Unidas para a
Alimentacdo e a Agricultura (FAO, 2022), o meldo ocupou uma area plantada de 27.457
hectares no Brasil, com uma producdo total de 699.281 toneladas. Uma caracteristica
distintiva do meldo € sua alta variabilidade genética, manifestada por fenotipos climatéricos e
ndo climatéricos, com impactos especificos na maturacdo dos frutos. O amadurecimento do
meldo é um fendmeno complexo, influenciado por fatores ambientais, genéticos e
bioquimicos. (Saladié et al., 2015; Schemberger et al., 2020)

E de extrema importancia entender o processo de amadurecimento, uma vez que
influencia positivamente nos atributos como aroma, sabor, concentracdo de agucares, cor e
textura (Giovannoni, 2004). A textura ou firmeza esta correlacionada com uma maior
durabilidade pds-colheita do fruto, devido a parede celular. (Bianchi et al., 2016).

A parede celular é composta por camadas, a parede primaria, a secundaria e lamela
média (Wang et al., 2019), composta por polissacarideos, proteinas e enzimas, unidos por
ligacGes covalentes e ndo covalentes. As principais func¢Oes estruturais da parede celular
incluem: resisténcia mecanica, adesdao celular, responsavel pela manutencdo dos espacos
intercelulares através dos quais ocorrem as trocas gasosas; exoesqueleto celular; turgor
celular; controle do fluxo de &gua na transpiracdo; barreira de difusdo, onde as moléculas sdo
filtradas por meio de interaces ibnicas e hidrofébicas; e a cuticula, que protege a célula
contra o ataque de patégenos (Wu et al., 2014).

A parede celular é composta principalmente por celulose, pectina, hemicelulose,
enzimas, além de proteinas estruturais e de defesa. A celulose é um polissacarideo formado
por monémeros de a-D-glicose unidas por ligacdes p (1 — 4), conectadas por pontes de
hidrogénio, originam-se as microfibrilas, responsaveis por fortalecer a parede celular (Uenojo;
Pastore, 2007). As pectinas sdo compostas principalmente por acido galacturénico, tendo a
funcdo de fornecer estrutura a parede celular. Quando as pectinases atuam sobre as pectinas,
causam o afrouxamento da parede, levando a perda de firmeza durante a maturagdo. As
hemiceluloses sdo compostas por xilanos, glucanos e mananos, conferindo capacidade de

impermeabilizacdo as células, rigidez e resisténcia mecénica (Taylor-Teeples et al., 2015).
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A perda de firmeza em frutos ndo climatéricos esta associada a regulacéo da expresséo
génica de componentes da parede celular, seja pelo perfil transcricional de algumas proteinas
envolvidas na biossintese da parede celular, ou pela expressao de certas enzimas relacionadas
a solubilizagdo e degradacdo de celulose, hemicelulose e pectinas durante os estagios de
maturacgdo (Saladié et al., 2015; Schemberger et al., 2020).

Segundo os estudos de transcriptdmica do RNA-Seq de meldo amarelo cv “Eldorado”
de Schemberger et al. (2020) em comparagdo com o estudo de Saladié et al. (2015) os genes
que atuam sintese e degradacdo da parede celular sio CmAGLL1, (a-galactosidase), CmCEL
(Endoglucanase), CmXGT (xiloglucano glycosiltransferase), CmXYL (Xiloglucano (B-D-
xilosidase familia de proteinas), CmXTH1 (Xiloglucano endotransglucosilase/hidrolase),
CmXTH2 (Xiloglucano endotransglucosilase/hidrolase) CmPGL1 (Poligalacturonase-1)
CmPL2 (Poligacturonase-2), CmPGN (Poligalacturonase-1 ndo-catalitica subunidade beta),
CmEXP (Expansina-tipo A2).

A o-galactosidase (CmAGL1) atua no metabolismo dos acUcares, transformando a
rafinose e a estaquiose em a-D-galactose, que pode ser direcionada para os polissacarideos
que compdem a parede celular (Saladié, et al., 2015). As endo $ -1,4 glucanases (CmCEL) sdo
enzimas de degradacdo que atuam catalisando as ligacdes glicosidicas da celulose, originando
celodextrina

A Xiloglucano glycosiltransferase (CmXGT) atuam na biossintese de xiloglucano,
transformando UDP-a-D-glicose em 1,4-pB-D-glicosil, a molécula responsavel pelo esqueleto
de xiloglucano (Gibeaut, 2000). A B-D-xilosidase (CmXYL), é uma enzima responsavel pela
despolimerizacdo das hemiceluloses da parede primaria, principalmente do xiloglucano,
conhecido por conferir extensibilidade e integridade aos tecidos da parede celular (Saladié et
al., 2006). As enzimas Xiloglucano endotransglucosilase/hidrolase (CmXTH1 e CmXTH2)
Atuam realizando transglicosilacdo, ligando o xiloglucano a outras moléculas de xiloglucano,
ou quando exercem a funcdo de hidrdlise, clivam as moléculas de xiloglucano (Atkinson et
al., 2009; Saladié et al., 2006).

Entre as principais enzimas responsaveis pela solubilizagdo da pectina encontram-se as
Poligalacturonases (CmPG1 e CmPG2 e CmPGN), que desempenham um papel crucial no
declinio da firmeza observado durante os estagios finais da maturagdo. Esse fendbmeno ocorre
devido a hidroélise da pectina promovida pelas pectinases, resultando na formacéo de pectato

(Lionetti et al., 2010). Por outro lado, as expansinas (CmEXP), que sdo proteinas
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remodeladoras da parede celular, sdo responsaveis pela extensdo das células e dependem do
pH da parede celular (Saladié et al., 2006; Sampedro; Cosgrove, 2005).

Tendo em vista que a maturagdo de frutos ndo climatéricos, como o meldo ‘Eldorado”
ocorrem independentemente de picos de etileno e respiragdo (Schemberger et al., 2020;
Stroka et al., 2024), é necessario entender quais sdo os fatores que afetam padrdo expressao
de genes relacionados ao metabolismo da parede celular, durante os estadios de maturacao de
15 D.A.P (dias apés a polinizacdo) frutos verdes, o 25 D.A.P frutos em expansdo, 35 D.A.P
frutos em expansdo e o 45 D.A.P frutos maduros, determinar a atividade enziméticas de

poligacturonases e 3-d- xilosidase e perda a firmeza dos frutos durante a maturacao.
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2 HIPOTESES

Hipotese 1: A expressdo dos genes CmAGL1, (o-galactosidase), CmCEL
(Endoglucanase), CmXGT (xiloglucano glycosiltransferase), CmXYL (Xiloglucano (B-D-
xilosidase familia de proteinas), CmXTH1 (Xiloglucano endotransglucosilase/hidrolase),
CmXTH2 (Xiloglucano endotransglucosilase/hidrolase) CmPGL1 (Poligalacturonase-1)
CmPL2 (Poligacturonase-2), CmPGN (Poligalacturonase-1 nao-catalitica subunidade beta),
CmEXP (Expansina-tipo AZ2), estdo associados & expansdo celular no processo de
amadurecimento de meldo ndo-climatérico cv. Eldorado.

Hipotese 2: A atividade enzimatica de poligalacturonases e [-d-xilosidases estéo
associadas ao processo de expansdo celular durante a maturacdo amadurecimento do meldo
cv. Eldorado.

Hipdtese 3: A firmeza dos frutos de meldo sugere 0 aumento na expressao de genes de

parede celular associados a expansao celular e maturacao.
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3 OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi analisar o padrdo de expressdo dos genes responsaveis pela
biossintese e degradacdo da parede celular, bem como a atividade enzimatica, em frutos de

meldo ndo-climatérico da variedade 'Eldorado’, ao longo dos diversos estagios de maturacéo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Selecionar possiveis genes da parede celular envolvidos no amadurecimento do melao
com bases nos estudos anteriores de transcriptdmica realizados de Schemberger et al.
(2020) e Saladié et al. (2015).

e Desenhar primers especificos para os genes de interesse identificados;

e Investigar o padrdo de expressdao dos genes: CmAGL1, CmCEL, CmXGT, CmXYL,
CmXTH1, CmXTH2, CmPGL1, CmPGL2, CmPGN e CmEXP em func¢édo dos estadios
de maturacdo de 15, 25, 35 e 45 dias apds a polinizacdo (D.A.P), em frutos nédo

climatéricos ‘Eldorado’, utilizando a técnica de RT-gPCR;

e Estabelecer protocolo e determinar a atividade enzimética da poligacturonases e p-d-

xilosidase envolvidas no processo de despolimerizacao da parede celular;

e Estabelecer correlagbes entre o padrdo de expressdo dos genes e a atividade
enzimética para elucidar as mudancas que ocorrem na parede celular durante o

processo de maturagéo.

Os objetivos delineados neste estudo tém sdo esclarecer os processos envolvidos na
expressdo de genes que regulam a parede celular durante o amadurecimento do meldo ndo-
climatérico. Fornecendo uma base solida para estudos futuros sobre a maturacdo de meldes
ndo-climatéricos, permitindo a formulacdo de novas estratégias pos-colheita, e auxiliando

futuros programas de melhoramento genético.
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4 REFERENCIAL TEORICO
4.1 CULTURA DO MELAO

O meldo (Cucumis melo L.) é um fruto originario da Asia, composto por aminoacidos,
B-caroteno, &cido ascorbico (vitamina C), &cidos graxos e antioxidantes, principalmente
polifendis. E uma cultura altamente adaptada a climas tropicais (Chikh-rouhou et al., 2021;
Endl et al., 2018; Paris; Tadmor; Schaffer, 2016; Schemberger et al., 2020; Stroka et al.,
2024) .

O meldo possui relevancia econdmica global, ocupando uma érea plantada de 27.457
hectares no Brasil, com uma producéo total de 699.281 toneladas (FAO, 2022). Os principais
estados brasileiros produtores sdo Rio Grande do Norte e Ceard (ABRAFRUTAS, 2024). Na
safra de 2023, a cidade de Mossor6-RN destacou-se como a maior produtora de meldo do
pais, alcancando mais de 400 mil toneladas, o que resultou em um impacto econémico
significativo de aproximadamente 1 bilhdo de reais na regido. A maior parte da producéo de
meldo em Mossor0 € destinada a exportacdo, com a Unido Europeia, China, Chile, Estados
Unidos, Argentina, Holanda, Portugal e Dubai sendo os principais consumidores da fruta. Em
2024, os produtores estdo finalizando acordos de exportagdo com a Malasia (ABRAFRUTAS,
2024).

O meloeiro pertence a familia das cucurbitdceas e é uma planta monoica, podendo
apresentar flores perfeitas (hermafroditas), estaminadas (masculinas) ou pistiladas
(femininas). E uma cultura extremamente sensivel a temperatura e umidade, sendo ideal uma
amplitude térmica entre 20-35 °C. Temperaturas acima de 37 °C resultam na formacédo de
mais flores masculinas e podem causar problemas fisiologicos na maturagdo (Schaffer; Paris,
2016).

Existe uma ampla diversidade de grupos de meldo, totalizando aproximadamente 19
grupos botanicos, que apresentam fendtipos tanto climatéricos quanto ndo climatéricos. Essa
variacdo nos padrbes respiratorio na maturacdo torna o meldo um modelo uatil para
compreender os processos envolvidos na maturacdo dos frutos e as alteragfes que ocorrem
nesse processo (Ayub et al., 1996; Li; Han; Liu, 2019; Ma et al., 2021; Schemberger et al.,
2020; Xin et al., 2019). O meldo mais cultivado no Brasil ¢ o amarelo cv. Eldorado,
caracterizado como ndo-climatérico e pertencente ao grupo Inodorus. Este fruto apresenta

baixa taxa de absciséo, polpa esverdeada e ndo produz aroma caracteristico devido a auséncia
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de ésteres volateis. Em frutos climatéricos a expressdo genica é controlada principalmente
pelo etileno, hormdnio chave da maturacdo, mas em frutos ndo climatéricos, ndo ocorre picos
producdo de etileno e aumento na taxa respiratoria por tanto a maturacao é regulada por uma
interacdo de fatores, entre hormonios, principalmente &cido abscisico (ABA), auxinas (AUX),
fatores epigenéticos e expressao genica (Schemberger et al., 2020).

Durante a maturacdo do meldo, ocorrem alteracdes significativas nos atributos
sensoriais, como sabor, aroma, cor, brilho e quantidade de acucares, além de mudancas na
textura dos frutos, devido & despolimerizacéo dos constituintes da parede celular (PC) (Stroka
et al., 2024). Essas alteracdes tém um impacto direto na vida atil pos-colheita do meléo,
destacando a importancia de compreender os processos bioquimicos e moleculares que
ocorrem durante a maturacdo para desenvolver estratégias eficazes de manejo p6s-colheita e
garantir a qualidade dos frutos ao longo do armazenamento e comercializacdo (Pujol; Garcia-
Mas, 2023; Shi et al., 2023).

4.2 COMPONENTES DE PAREDE CELULAR

Parede celular esta presente em todas as plantas, cerca de 45% do carbono assimilado
através da fotossintese fica retido na PC (Pottier; Roitsch; Persson, 2023). Aproximadamente
90% da parede celular é composta por agUcares, presente em todas as plantas, desempenhando
diversas funcdes. Entre elas, destacam-se fornecer resisténcia mecénica, atuar como
exoesqueleto, regular a pressdo osmética e controlar a adesdo durante a expansdo celular.
Além disso, a parede celular funciona como uma barreira de difuséo, protegendo e prevenindo
a ruptura da membrana plasmatica, e também atua como uma barreira contra patdgenos (Taiz
etal., 2017).

Nas células, a parede celular se organiza em camadas da seguinte maneira: a parede
primaria, caracterizada por possuir paredes mais finas, formadas durante o crescimento
celular; as paredes secundarias, que se formam apos a estabilizacdo da expansédo celular; e a
lamela média, composta por pectinas enriquecidas com glicoproteinas (Taiz et al., 2017). A
espessura da parede varia dependendo da composicdo, configuracdo celular e nimero de
plasmodesmos, que sdo canais que permitem o transporte passivo de moléculas curtas e 0

transporte ativo de acidos nucleicos e conteudo proteico no citoplasma (Taiz et al., 2017).
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A parede celular dos frutos de meldo é composta por celulose e hemicelulose,
conferindo rigidez, e formando um dominio cristalino estrutural. Esses componentes sdo
envolvidos por uma matriz de pectinas, onde estdo presentes proteinas estruturais sollveis e
enzimas que atuam na expanséo celular durante o crescimento dos frutos (Figura 1) (Kerbauy,
2008). Durante o processo de amadurecimento, ocorrem alteragdes biogquimicas, genéticas,
fisicas e fisiologicas nos componentes da parede, causando o amolecimento do fruto
(Paniagua et al., 2014).

A despolimerizacdo da parede celular ocorre devido a agdo de enzimas controladas por
genes, que promovem o afrouxamento, clivagem e solubilizacdo dos componentes da parede
celular (PL). Essas alteracdes interferem diretamente na colheita e no periodo pds-colheita dos
frutos (Brummell, 2006; Li et al., 2022). Uma compreensdo abrangente dos intrincados
mecanismos moleculares envolvidos na perda de firmeza devido as alteragdes dos
componentes da parede celular durante o amadurecimento é crucial para aprimorar a

qualidade pds-colheita e assegurar a satisfacdo do consumidor com os frutos de mel&o.

4.2.1 CELULOSE

A celulose € o polissacarideo mais abundante da PC, ¢ composta por unidades a-D-
glicose unidas por ligagdes B (1 — 4). A molécula de celulose forma cadeias antiparalelas
unidas por ligagOes de hidrogénio e formam as microfibrilas (Kerbauy, 2008). A principal
caracteristica da celulose é a sua cristalinidade, na qual as ligagcdes de hidrogénio competem
pelos grupos hidroxila da agua, reduzindo a quantidade de dgua na estrutura e resultando em
um perfil cristalino pouco hidratado e resistente (Kerbauy, 2008; Lerouxel et al., 2006; Polko;
Kieber, 2019).

Dentro do citosol, a sacarose produzida durante a fotossintese é catalisada pela
sacarose sintase para formar Uridina difosfato glicose (UDP-GLC). No citosol, a sacarose
produzida durante a fotossintese é convertida em Uridina difosfato glicose (UDP-GLC) pela
sacarose sintase. Na membrana (Figura 1), ocorre a ligagdo entre uma moléecula de sitosterol e
glicose, formando sitosterol-p-glicosideo. Esse processo é catalisado e direcionado para as
rosetas, onde moléculas de UDP-GLC sdo adicionadas para a formag&o de celulose (Lerouxel
et al., 2006).
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Esses complexos terminais, localizados na membrana plasméatica e denominados
rosetas, sdo compostos por subunidades proteicas, nas quais a subunidade catalitica da
celulose sintase (CESA) forma cadeias de celulose que sdo unidas por pontes de hidrogénio

para formar microfibrilas (Lerouxel et al., 2006).

Figura 1. Formacdo de Microfibrilas de Celulose. A molécula de sitosterol se liga & glicose, resultando na
formagéo de B-glicosideo de sitosterol. Este processo é catalisado e direcionado para as rosetas. A sacarose, que
se origina do ciclo do agucar e é catalisada pela sacarose sintase, gera UDP-GLC e frutose. As moléculas de
UDP-glicose séo posteriormente incorporadas ao complexo conhecido como rosetas, facilitando a formagéo de
microfibrilas de celulose.

Sitosterol ——— Beta glycoside ————)
sistosterol

Sucrose

Fructose

Fonte: a autora.

A celulose ¢ caracteristicamente desidratada e, devido as ligagdes B-(1,4) glicosidicas
extremamente fortes entre as glicoses, 0 gasto energético é elevado para o ataque das enzimas
que hidrolisam a celulose (Kerbauy, 2008; Zavyalov et al., 2019). Endocelulases (ENDs) Séo
enzimas que degradam a celulose, catalisando a hidrdlise e a clivagem das ligagdes B-(1,4)
glicosidicas, gerando fragmentos de celodextrina (Jara et al., 2019; Kerbauy, 2008; Shrotri;
Kobayashi; Fukuoka, 2017).

Durante o metabolismo do acgucar, a trealose fosfato sintase (TPS) pode reagir com
UDP-GIc para formar trealose-6-fosfato (T6P) (Stroka; Schemberger; Ayub, 2018). T6P é um
acucar que afeta o crescimento e € um agente sinalizador para a sintese de CW (Pottier;
Roitsch; Persson, 2023).
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Outro obstaculo a degradacdo da celulose por enzimas é o revestimento e a ligagdo de
microfibrilas por hemiceluloses (HCs). As cadeias altamente ramificadas da HM, compostas
principalmente por grupos galactose, fucose e acetil, aumentam a solubilidade e a
vulnerabilidade a hidrolise, diminuindo assim as interacbes com a celulose (Kerbauy, 2008).

Elhassan e Abu-goukh, (2016) analisaram a atividade da enzima celulase durante o
amadurecimento de trés cultivares comerciais de meldo almiscarado, 'Galeeb’, 'Screen’ e
'Green Star'. Eles observaram uma correlacdo muito alta (rz2 = 0,981) entre a perda progressiva
de firmeza e 0 aumento da atividade da celulase durante esse periodo. 1sso ocorre porque a
celulase é capaz de clivar as ligagdes B-(1,4) glicosidicas, resultando na desestruturacdo da
parede celular. Além disso, os pesquisadores demonstraram que a perda de firmeza nos frutos
é iniciada pela acdo combinada de enzimas celuloliticas e pectoliticas, que degradam os

componentes da parede celular.

4.2.2 HEMICELULOSES

As hemiceluloses (HC) atuam como revestimentos e estdo presentes nos espagos entre
as microfibrilas, formando uma rede de suporte que protege a celulose do ataque enzimatico e
da hidrolise (Taiz et al., 2017). O xiloglucano (XG) é o HC mais abundante nas plantas. Este
componente esta presente na parede primaria, lamela média e parede secundéaria (Hayashi e
Kaida, 2011). A funcdo do XG é revestir e ligar microfibrilas de celulose por meio de pontes
de hidrogénio, formando uma rede para suportar a tensdo causada durante o turgor e a
expansdo celular (Kerbauy, 2008). O XG é mais sollvel em &gua que a celulose, € um
polissacarideo suscetivel ao ataque enzimatico e pode sofrer remodelacdo durante a extensdo
celular, controlando o crescimento (Pauly; Keegstra, 2016; Zavyalov et al., 2019).

A composicao do xiloglucano consiste em esqueletos de D-glicosil conectados entre si
por ligacdes B-(1-4), que podem se ligar a xilose por ligagdes a-(1-6). A xilose, por sua vez,
pode estar associada a D-galactose via ligagdes p-(1-2), e a galactose pode unir-se a L-fucose
por ligagdes a-(1-6). Os residuos B-D-Glc (1 — 4) podem ser substituidos por unidades a-D-
Xilose, ligadas na posicdo O-6. As cadeias a-D-Xil podem ser substituidas em O-2 por B-D-
Galactose (1—2), a-L-Arabinose ou a-L-Fucose (Figura 2) (Kerbauy, 2008; Rashmi;
Siddalingamurthy, 2018; Sun; Tadmor; Li, 2020; Zavyalov et al., 2019).
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Figura 2. Estrutura dos xiloglucanos composta por D- glicosil conectados entre si por ligagdes B-(1-4), podem se
ligar a xilose por ligagdes a- (1-6), a xilose pode estar associada a d- galactose via ligagdes B-(1-2), e a galactose
pode unir-se a L- fucose por ligagdes a- (1-6), o terminal redutor é onde outras moléculas de xiloglucano podem
se ligar via transglicolise.

Xiloglucano

nao-
redutor Glc/ terminal
redutor

Fonte: a autora em adaptacdo de Gavande; Goyal; Fontes (2023).

A hidrélise do xiloglucano ocorre pela acdo de enzimas como xiloglucanases,
endoglucanases, B-D-glucosidase, B-D-galactosidase, a-D-xilosidase e a-L-fucosidase, que
catalisam a quebra das ligacdes de glicose, xilose, fucose e galactose (Zavyalov et al., 2019).
O aumento no nuamero de cadeias ramificadas diminui a afinidade do xiloglucano pela
celulose, levando ao afrouxamento e ao comprometimento da tensdo e da rede formada nas
microfibrilas; assim, esse processo facilita 0 acesso das celulases, que hidrolisam a celulose e
comprometem a estrutura da parede (Yu et al., 2022).

A enzima xiloglucano glicosiltrasnferase -4 atua na biossintese de xiloglucano
transformando UDP-a-D-glicose + 1,4-B-D-glicosil — 1,4-B-D-glicosil+ UDP, é muito
semelhante as glicosiltransferases que atuam na formacédo da celulose (Gibeaut, 2000). A
UDP-xilose é formada como resultado da acdo das enzimas UDP-xilose sintase e pode ser
produzida no citosol, onde as moléculas sdo direcionadas para o complexo de Golgi,
participando diretamente da biossintese de xilana e xiloglucano (Pauly; Keegstra, 2016;

Zabotina et al., 2012). As moléculas de xiloglucano sdo acondicionadas em vesiculas
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secretoras e gradualmente liberadas na membrana plasmatica, onde séo direcionadas para a
matriz extracelular (Pauly; Keegstra, 2016; Zabotina et al., 2012).

As enzimas xiloglucano endotransglucosilase hidrolases (XTHS) sdo responsaveis por
catalisar a transglicosilacdo do xiloglucano, atuando por meio de mecanismos secundarios
para clivar ¢ conectar outras moléculas de xiloglucano ou hidrolisar as ligagoes B-(1-4)
(Ishida; Yokoyama, 2022). As enzimas XTHs ndo apenas realizam transglicosilacdo, mas
também podem hidrolisar as ligagdes PB-(1,2) glicosidicas do xiloglucano, promovendo
expansao, quebra e reparo da parede (Li et al., 2023). A expansao celular ndo é realizada
apenas pelas XTHSs; pelo contrario, desempenham papéis vitais neste processo, especialmente
em resposta a tensdes bidticas e abioticas (Ishida; Yokoyama, 2022).

Existem dois outros polimeros hemicelul6sicos, semelhantes ao xiloglucano: os
Glucoronoarabinoxilanos (GAX) e os Glucomananos (GMN). Os Glucuronoarabinoxilanos
(GAXs) pertencem ao grupo dos xilanos e sdo polimeros &cidos compostos de xilose ligada
por B-(1,4) entre si, com galactose ligada por ligagdes a-(1,6) e arabinose ligada por a-(1,3).
Nas eudicotiledéneas, a xilana &cida predominante sdo as glucuronoxilanas, engquanto nas
monocotileddneas, glucuronoarabinoxilanas sdo as xilanas predominantes (Kerbauy, 2008;
Peng et al., 2022).

Glucomananas (GMNs) possuem uma cadeia principal composta por glicose e
manose ligadas por ligagoes B-(1,4) e podem apresentar ligacGes acetil nas posigdes 4 e 6 da
glicose. Por fim, mananas (MNs) puras sdo compostas de manose ligada por ligagdes B-(1,4) e
possuem alta resisténcia fisica. Essas formas coexistem nas plantas de acordo com a espécie e

geralmente estdo presentes nas paredes secundarias (Anderson, 2015; Kerbauy, 2008).

4.2.3 PECTINAS

As pectinas constituem aproximadamente 35% da parede primaria em dicotiled6neas e
desempenham fungdes na estruturacéo da parede celular, na expanséo celular, na sinalizagéo
de vias metabdlicas e na porosidade da parede. Na industria, sdo utilizadas como agentes
gelificantes e estabilizantes (Mohnen, 2008). A funcdo das pectinas € envolver a rede
tridimensional formada por celulose e hemicelulose para criar uma matriz que regula a
porosidade, a hidratacdo e a adesdo celular (Anderson, 2015; Yang et al., 2018). Durante o

processo de amadurecimento dos frutos, as propriedades estruturais e quimicas das pectinas
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sofrem solubilizacéo e degradacdo devido a acdo enzimatica (Zdunek; Pieczywek; Cybulska,
2021).

As pectinas sdo um grupo complexo de polissacarideos sintetizados no complexo de
Golgi. Elas sdo produzidas por glicosiltransferases, responséaveis pela transferéncia de
residuos glicosil para oligossacarideos ou polissacarideos receptores (Mohnen, 2008). Os
residuos glicosil podem ser metil esterificados por enzimas chamadas metiltransferases e
acetiltransferases, utilizando S-adenosilmetionina (SAM) e acetil coenzima A. Esses residuos
sdo entdo transportados para o limen do complexo de Golgi. (Mohnen, 2008). De acordo com
sua estrutura quimica, as pectinas sdo divididas principalmente em homogalacturano (HGS),
ramnogalacturonano | (RGIs) e ramnogalacturonano Il (RGIIs) (Zdunek; Pieczywek;
Cybulska, 2021).

HG é o dominio linear que corresponde a aproximadamente 65% das pectinas e é
caracterizado por acido galacturénico com ligagoes a-(1,4) parcialmente metiladas no carbono
6 e acetiladas nos carbonos 2 e 3 (Mohnen, 2008). Residuos de acido galacturénico néo
esterificado podem se ligar a ions de Ca2+ e Mg2+, que sdo nutrientes pouco moveis dentro
da planta, formando os chamados complexos "caixa de ovo". Consequentemente, o gel
resultante aumenta a rigidez da parede celular (Mohnen, 2008).

A degradacdo de homogalacturonano depende do grau de desmetilacdo promovido
pelas enzimas pectinametilesterases (PMES), responsaveis por removerem os grupos metil do
esqueleto de &cido poligacturdnico. O grau de esterificacdo metilica do HG diminui durante o
amadurecimento dos frutos devido a quebra do HG pelas enzimas PMEs (Mohnen, 2008).

RG | € um dominio péctico composto por uma espinha dorsal do dissacarideo
repetitivo acido a-D-galacturonico (1,2) a-L-ramnose, no qual os residuos de ramnose
possuem cadeias laterais de arabinanos, galactanos e/ou arabinogalactanos. (Barnes et al.,
2021). O RGillI, é derivado da estrutura HG, composta de acido D-galacturénico (Begum e
Fry, 2023), suas ramificagfes sdao mais complexas devido a esterificacdo com metila e a
acetilacdo de residuos glicosidicos, podendo se ligar a apiose, metilfucose e metilxilose.
(Barnes et al., 2021; Zhai et al., 2021).

Pectinas sdo  degradadas por enzimas pectinametilesterases  (PMEs),
poligalacturonases (PGs), pectato liases (PLs) e B-galactosidase (B-GAL), que geralmente
respondem a hormonios vegetais e fatores ambientais, para formar oligossacarideos pécticos (
Mohnen, 2008; Kohli et al., 2015;).
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As enzimas PME desesterificam as cadeias de HG no carbono 6 e séo acionadas pela
expressdo de genes e seus fatores de transcricdo especificos, catalisando varios ciclos de
reacao antes da dissociacdo do complexo enzima e substrato (Kohli et al., 2015). A acdo dos
PMEs promove a desmetilagdo dos polimeros pécticos, liberando éacido galacturdnico
carboxilado. Isso favorece a quelagdo com Ca2+ e forma redes que estabilizam o gel de
pectina (caixa de ovo), aumentando a firmeza em frutas (Kerbauy, 2008). As PMEs inibem a
desmetilacdo do HG, mantendo a integridade da parede e protege consequentemente a planta
do ataque de patdgenos e aumenta a tolerancia aos estresses abidticos (Wormit; Usadel,
2018).

Uma familia multigénica coordena as enzimas PG, e a expressdo desses genes em
frutas correlaciona-se com a degradacdo da pectina e a modulacdo da expansdo, resultando na
reducdo da rigidez da parede celular (Yang et al., 2018). As PGs s&o divididas em
endopoligalacturonases (Endo-PG), exopoligacturonases (Exo-PG) e Ramnopoligacturonases
(Ramno- PG). As Exo- PG hidrolisam as ligagdes glicosidicas do acido o-(1,4) -D-
galacturonico, clivam o HG e reduzem a adesdo celular (Yang et al., 2018; Zdunek;
Pieczywek; Cybulska, 2021). As endo-PGs ligam-se internamente em cadeias de acido
galacturbnico em qualquer direcdo da cadeia, quebram polissacarideos e formam
oligossacarideos com diferentes graus de polimerizacdo, enquanto 0s exo-PGs possuem um
sitio ativo especifico e se ligam as extremidades ndo redutoras (Yang et al., 2018). Os
Ramno-PGs atuam na hidrélise das ligacGes do acido galacturénico com a ramnose e sdo mais
ativos no RGI (YYang et al., 2018).

As pectato liases (PLs) sdo enzimas que catalisam a clivagem de liga¢des -(1,4) entre
residuos de galacturonosila, além de formar oligossacarideos insaturados, tendo 0 HG como
principal substrato. Elas atuam de forma semelhante as PGs, clivando a pectina (Shi et al.,
2023; Uluisik; Seymour, 2020).

O PB-GAL uma enzima glicosil hidrolase, desempenha um papel crucial no
amolecimento de frutas durante o amadurecimento, principalmente associada a remodelagéo
da parede celular (Pan et al., 2022). Ela atua clivando residuos B-D-galactosil das
extremidades ndo redutoras de pectina e polimeros de hemicelulose, como
rhamnogalacturonan-1 (RG-1), bem como cadeias laterais de galactano, xiloglucano,
galactolipidios e glicoproteinas. Essa a¢do enzimética aumenta a porosidade da parede celular,

facilitando o acesso de outras enzimas degradadoras da parede celular, acelerando assim o
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processo de perda de firmeza da fruta (Pan et al., 2022). A expressédo do gene CmGall em
meldo resultou na perda de firmeza. Supapvanich e Tucker (2013) observaram baixa atividade
de PG e alta atividade de duas isoformas de f-galactosidases, p-Gal I ¢ B-Gal Il, durante o
armazenamento de frutas climatéricas, o que foi relacionado a perda de firmeza em melGes
(Supapvanich; Tucker, 2013). Porém no RNA-Seq obtido por Schemberger et al. (2020) e
comparado com o de Saladié et al. (2015) ndo foram observados expressdo de genes de f-
GAL, PMEs e PLs.

4.2.4 EXPANSINAS

A expansdo celular é coordenada por proteinas chamadas expansinas (EXPS), que
atuam diretamente no afrouxamento da parede celular. A atividade das EXPs depende de um
pH &cido, e a expressdo do gene EXP induz o relaxamento da parede celular ao quebrar as
ligacGes de hidrogénio entre o xiloglucano e as celuloses. Essas proteinas podem ser
reguladas transcricionalmente por estresses abidticos e pela presenca de horménios como
etileno, ABA e AUX (Cosgrove, 2022).

As expansinas foram classificadas em dois grupos distintos: a-expansinas e -
expansinas. Essas expansinas exibem diferentes propriedades de ligagdo, com as a-expansinas
se ligando ao xiloglucano (XG) e as B-expansinas se ligando ao glucuronoarabinoxilano
(GAX). A atividade dessas expansinas é regulada pela atividade da enzima H+-ATPase
atuante na membrana plasmatica das células vegetais (Valenzuela-Riffo; Morales-quintana,
2019).

A enzima H+-ATPase desempenha um papel crucial na regulagédo do pH da parede
celular, idealmente mantido entre 4,5 e 5,5. Esse equilibrio é alcancado pelo bombeamento de
prétons, influenciando a acidez do ambiente da parede celular. A manutencéo desse pH ideal
contribui para o relaxamento celular, destacando as complexas interag0es entre as expansinas,
a H+-ATPase e o pH da parede celular dentro do contexto da fisiologia celular vegetal
(Valenzuela-Riffo; Morales-quintana, 2019).

A sinalizacdo da sintese da parede celular também esta associada a expressao de duas
proteinas cinases: a rapamicina quinase (TOR), que responde a presenca de agucar e aos sinais
de crescimento, e a quinase ndo fermentativa 1 de sacarose (SnRK1), que desempenha um

papel na regulacdo negativa dos acUcares na sintese da parede celular (Pottier; Roitsch;
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Persson, 2023). A quinase TOR desempenha um papel na sinalizacdo da expansao celular,
induzindo a atividade das expansinas (EXPSs), regulando o crescimento e inibindo a sintese de
etileno. Além disso, ela estimula tanto a transcri¢cdo quanto a traducdo do RNA mensageiro
(mRNA) (Pottier; Roitsch; Persson, 2023).

4.3 DIMINUICAO DE FIRMEZA DURANTE A MATURACAO EM MELAO

A firmeza, juntamente com a cor, aroma, sabor e teor de acucar, é um fator crucial na
avaliacdo da qualidade do meldo pelo consumidor e é influenciada durante o processo de
maturacdo (Li; Han; Liu, 2019; Pontes et al., 2021; Pujol; Garcia-Mas, 2023). O processo de
amadurecimento é complexo e influenciado por fatores ambientais, genéticos e bioquimicos,
tornando o meldo um excelente modelo para estudos de amadurecimento (Ayub et al., 1996;
Pech; Bouzayen; Latché, 2008; Pujol; Garcia-Mas, 2023; Saladié et al., 2015; Schemberger et
al., 2020).

Os meldes apresentam dois padrdes principais de maturacdo: frutos climatéricos e
frutos ndo climatéricos (Ayub et al., 1996). Nos frutos de meldo climatéricos, o
amadurecimento é impulsionado por um aumento acentuado na sintese de etileno, que
coincide com um pico na taxa. Um exemplo ilustrativo € o meldo (Cucumis melo) var.
Cantalupensis, caracterizado por polpa alaranjada, textura macia e aroma pronunciado, que
deve ser colhido antes de atingir a maturidade completa. Isso ocorre porque o meldo continua
a amadurecer ap0s a colheita e, portanto, deve ser consumido rapidamente (Ayub et al., 1996;
Los et al., 2024).

Esses genes e seus padrdes de amadurecimento influenciam diretamente a reducédo da
firmeza devido a mudancas coordenadas durante o processo de maturacdo, reguladas por
interacdes entre fatores de transcricdo (TFs), fatores epigenéticos e elementos ambientais.
Esses TFs sdo proteinas que atuam como ativadores ou inibidores da expressdo de genes
associados a diversos aspectos da composicdo da parede celular, como celulose, hemicelulose
e sintese de pectina (Shi et al., 2023). Eles também controlam enzimas envolvidas na
clivagem, hidrolise, transglicosilacdo e manipulagéo de aglcares neutros da parede, resultando
coletivamente em diminui¢do de firmeza nos frutos (Shi et al., 2023). Notavelmente, alguns
genes respondem a sinais hormonais, assim como a estresses abidticos e bioticos, causando

variagdes na expressao génica e nas atividades enzimaticas. (Shi et al., 2023).
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Em frutos climatéricos, a metilagio do DNA e das histonas influencia a expresséo
génica em regides promotoras do gene do etileno, regulando negativamente a expressao de
expansinas (EXP), o que resulta no afrouxamento da parede celular (Li et al., 2022). Por outro
lado, em frutas ndo climatéricas, a metilacdo do DNA afeta as regides promotoras do acido
abscisico (ABA), regulando positivamente a expressaio da enzima xiloglucano
glicosiltransferase (XGT) e regides responsaveis pela expressdo de AUX, que regulam
negativamente EXP e XGT (Li et al., 2022).

O etileno exerce um forte impacto na expressao de varios genes, durante o processo de
amadurecimento, incluindo os genes que codificam as poligalacturonases. No entanto, é
importante destacar que existem vias de sinalizacdo independentes do etileno que também
estdo envolvidas nesse processo (Pech; Bouzayen; Latché, 2008). Ayub et al. (1996)
investigaram melGes da variedade Charentais transgénicos, nos quais 0 gene antisense
responsavel por codificar a ACC oxidase, uma enzima chave na biossintese do etileno, foi
introduzido. Nos frutos transgénicos, foi observada uma reducdo significativa na producéo de
etileno, retardando o processo natural de amadurecimento. No entanto, esse efeito foi
potencialmente reversivel por meio da aplicacao de etileno exdgeno.

Nishiyama et al., (2007) também investigaram linhagens transgénicas da variedade de
meldo 'Charentais’ com supressdo da expressdo do gene da l1-aminociclopropano-1-
carboxilato oxidase (ACO). Em frutos ndo tratados, foram observados picos de etileno aos 43
dias ap0s a polinizagdo (D.A.P), momento em que ocorreu o amadurecimento completo dos
frutos. Esses frutos exibiam pectinas de baixo peso molecular e eram excessivamente macios.
Por outro lado, nos frutos transgénicos com supressdo de ACO, ndo foram observados picos
de etileno, houve um atraso, que ocorreu aos 46 D.A.P, apresentou frutos mais firmes que os
ndo tratados, com pectinas de maior peso molecular, confirmando a dependéncia das enzimas
degradadoras de pectina em relacéo ao etileno.

Nishiyama et al. (2007)observaram a expressdo de duas isoformas de PG (CmPGL,
CmPG3) em frutos de meldo ‘Charentais’, relataram que a expressdo desses genes foi
proporcional ao pico de etileno, ocorrendo entre 46 e 50 D.A.P. Outros genes também
relevantes e dependentes de etileno foram CmXTH1, CmXTH3, CmEXP e CmGAL, foram
observados em meldes ‘Charentais’ altamente expressos aos 46 D.A.P (Nishiyama et al.,

2007). Em frutos transgénicos, 0 aumento da expressao foi observado apenas quando os frutos
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transgénicos foram tratados com etileno exdgeno, demonstrando que sdo dependentes de
etileno durante o amadurecimento. (Nishiyama et al., 2007).

Dos-Santos et al. (2011) investigaram genes candidatos para loci de caracteristicas
quantitativas (QTLs) nos meldes ndo climatéricos "Piel de Sapo" (PS) e no mel&o coreano Pl
161375 ‘Shongwan Charmi’ (SC), bem como em linhagens isogénicas (NILs) SCs-5 —1 e
SC7-2, e observaram 5 QTLs envolvidos na perda de firmeza. Identificaram genes CmACS5
e CmEIL4, sensiveis a sintese e sinalizacdo de etileno, fortemente associados a perda de
firmeza, uma vez que o etileno é sinalizador chave da maturacdo. A acao do etileno resulta em
baixos niveis de acido urbnico devido ao aumento da atividade do PG, promovendo a perda
de firmeza associada a degradacdo da pectina (Dos-Santos et al., 2011).

Frutos ndo-climatéricos ndo possuem picos na taxa respiratoria e nem aumento de
etileno, dependendo exclusivamente de outros fatores que regulam a expressdo genética
diferencial, como a a¢do hormonal, promovida pelo &cido abscisico (ABA) e auxina (AUX),
fatores epigenéticos e de transcri¢do, para controle de amadurecimento (Abugamar et al.,
2013; Chen et al., 2012; Cosgrove, 2000). Exemplos incluem meldes ndo-climatéricos do
grupo Inodorus, requerem maturacdo completa antes da colheita e apresentam uma vida util
pos-colheita prolongada (Stroka et al., 2024).

Crucialmente, as auxinas e as giberelinas desempenham papéis fundamentais na
regulacdo da divisdo e expansao celular (Catala, Rose e Bennett, 2000). A aplicacdo de
auxinas exogenas, podem reduzir o acimulo de ABA e suprimir a expressdo das enzimas
PME, PG e PL, atrasando o processo de amadurecimento (Jia et al., 2017; Peng et al., 2022).
O aumento do ABA promove a diminuicdo da producdo de etileno, regulando negativamente
a expressdo de poligalacturonases (PGs), pectato liase (PL) e expansina (EXP). Este
fendmeno resulta no atraso do amaciamento e aumenta a vida til dos frutos (Mattus-Araya et
al., 2022).
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4.4 GENES ASSOCIADOS A ENZIMAS, DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS DE
PAREDE CELULAR

Em uma busca minuciosa para identificar genes candidatos que atuam no metabolismo
da parede celular e foram diferencialmente expressos em meldo ndo climatérico (Tabela 1) cv.
Eldorado, foram usados os estudos transcriptdmicos de Saladié et al. (2015) e Schemberger et
al. (2020). A expressdo diferencial do gene CmAGL1 (a-galactosidase) desempenham um
papel crucial no ciclo do agUcar, hidrolisando a rafinose e a estaquiose em D-galactose
(Figura 3). Esta D-galactose pode entdo ser desviada do metabolismo da sacarose e
direcionada para a sintese de xiloglucano e pectinas da parede celular (Mohnen, 2008; Pontes
etal., 2021).

No ciclo da sacarose, a D-galactose € convertida em galactose-1-fosfato (GAL1P)
pelas galactoquinases, seguida pela acdo da uridina difosfato galactose pirofosfatase, que
produz uridina difosfato galactose (UDP-GAL). A UDP-GAL é entdo transformada em UDP-
GLC pela UDPglicose-4-epimerase. O UDP-GLC pode ser direcionado para 0 metabolismo
do acucar, com uma fracdo convertendo-se em UDP-glicose (UDPglc) para a formacéo de
sacarose (Schemberger et al., 2020). Outra fracdo pode se ligar ao sitosterol, formando
sitosterol-B-glicosideo, que é transportado para as rosetas. L&, as unidades CESA utilizam o
UDP-GLC para sintetizar cadeias de celulose, que sdo unidas por pontes de hidrogénio para
formar as microfibrilas. (Lerouxel et al., 2006). Segundos os estudos de Schemberger et al.
(2020) o gene CmAGL1 foi mais expresso em frutos verdes. O gene CmCEL responsavel
pelas expressdo das enzimas endoglucanases promovem o afrouxamento da parede celular e

amaciamento de frutos durante a maturagéo (Jara et al., 2019).

Tabela 1: Tabela de genes candidatos que atuam na sintese e despolimerizacdo de parede celular em meldo
amarelo cv. Eldorado.

Nome do
Melanomics gene Funcéo log2fold
MELO3C010698.2 CmAGL1 a-galactosidase 2.185301547
MELO3C014430 CmCEL Endoglucanase 1.544350137
MELO3C016842 CmXGT Xiloglucano glicosiltransferase 4 -0.840302809
MELO3C021281 CmXYL B-D-xilosidase familia de proteinas 2.785799228
MELO3C023556 CmXTH1 Xiloglucano endotransglucosilase/hidrolase 2.894877656
MELO3C017478 CmXTH2 Xiloglucano endotransglucosilase/hidrolase 1.919644889
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MELO3C010662 CmPGN Poligalacturonase-1 ndo-catalitica subunidade f3 -0.763561461
MELO3C016494 Cm PGL1 Poligalacturonase- 1 2.209709970
MELO3C023556 CmPGLC2 Poligalacturonase- 2 -2.388986389
MELO3C013289 CmEXP Expansina-tipo A2 2.564505383

*log2fold > 0 = genes mais expressos em fruto verde; log2fold < 0 = genes mais expressos em fruto maduro.

Fonte: a autora.

Figura 3. Atuacéo dos genes candidatos que atuam despolimerizando componentes da parede celular. CmAGL1:
a-galactosidase; CmCEL: Endoglucanase; CmXGT: Xiloglucano glycosiltransferase 4; CmXYL: Beta-D-
xilosidase familia proteica; CmXTH1: Xiloglucano endotransglucosilase/hidrolase; CmXTH2: Xiloglucano

endotransglucosilase/hidrolase;

CmPGN: Poligalacturonase-1 ndo- catalitica subunidade beta; CmEXP:

Expansina tipo 2 GalP galactose-1- fosfato; UDP gal uracil difosfato galctose; UDPglc: glicose difosfato de

uracila
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Segundo Schemberger et al., (2020) observaram a expressdo diferencial do gene

CmCEL ocorreu nos estadios iniciais da maturacdo em frutos ndo- climatéricos ‘Amarelo’,

promovendo amaciamento da polpa (Tabela 1). As endoglucanases (CmCEL), também
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conhecidas como celulases, sdo enzimas que participam da degradacdo da celulose,
catalisando a hidrolise ¢ clivagem das ligagdes B-(1,4) glicosidicas presentes na celulose,
resultando na producdo de fragmentos menores conhecidos como celodextrinas (Figura3).
Esses fragmentos menores ficam mais facilmente expostos a agdo de outras enzimas, como as
glicosiltransferases, facilitando assim a subsequente modificacdo ou degradacdo da celulose.
(Jara et al., 2019; Shrotri; Kobayashi; Fukuoka, 2017).

A xiloglucano glicosiltransferase-4 (CmXGT) atua na biossintese do xiloglucano,
convertendo UDP-a-D-glicose + 1,4-B-D-glicosil em 1,4-B-D-glicosil + UDP, apresentando
semelhancas com as glicosiltransferases envolvidas na formacdo da celulose (Figura 3)
(Gibeaut, 2000). Estudos de RNA-seq realizados em meldes amarelos ndo climatéricos
Cucumis melo var. Inodorus durante o0 amadurecimento revelaram que uma isoforma do gene
CmXGT (xiloglucano glicosiltransferase 4) (MELO3C016842) foi diferencialmente expressa
em frutos maduros (Schemberger et al., 2020).

O gene CmXYL ¢ responsavel pela sintese das proteinas que compdem as enzimas [3-
D-xilosidase, as quais catalisam a hidrolise da B-D-xilose (Figura3) (Falara et al., 2011). A
xilose € o principal componente das hemiceluloses, que desempenham um papel crucial na
expansdo celular, conferindo extensibilidade e integridade aos tecidos da parede celular
(Falara et al., 2011). No estudo de transcriptoma realizado por Schemberger et al. (2015),
observou-se que o gene CmXYL foi mais expresso em frutos verdes.

O xiloglucano desempenha um papel crucial na coesdo das microfibrilas de celulose
na parede celular. As enzimas XTH (xiloglucano endotransglucosilase/hidrolases) séo
responsaveis pelo afrouxamento da parede celular, alterando a distancia entre as fibrilas de
celulose (Figura3) (Ishida; Yokoyama, 2022). Além disso, foi relatado que diferentes
isoformas de XTH conferem a planta maior resisténcia a temperaturas baixas, tolerancia ao
estresse salino e a ions de aluminio, aléem de proporcionar maior resisténcia a insetos da
familia dos afideos (Ishida; Yokoyama, 2022). Nos frutos ndo- climatéricos de meldo,
Cucumis melo, var. Inodorus, as isoformas correspondentes da enzima xiloglucano
endotransglucosilase/hidrolase cosdo os genes CmXTH1 (MELO3C023556) e CmXTH2
(MELO3C017478) e segundo os estudos conduzidos por Saladié et al., (2015) e Schemberger
et al. (2020) sdo mais altamente expressas em frutos jovens durante o amadurecimento.

O processo de amadurecimento, caracterizado pelo declinio na firmeza, é resultado da

hidrolise da pectina pelas pectinases, que gera pectato como produto (Figura 3). As
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poligalacturonases (CmPGN) sdo responsaveis pela degradacdo do homogalacturano, um
componente da pectina que confere plasticidade e adesdo celular. (Lionetti et al., 2010).

A subunidade ndo catalitica da poligalacturonase isoenzima 1 (PGN) converte a PG2
em sua forma monomérica, onde uma Unica unidade de proteina forma uma enzima. A forma
heterodimérica catalitica PG1 é entdo formada pela associacdo da PG2 com a PGN,
resultando em uma enzima funcional composta por diferentes unidades de proteina (Moore;
Bennett, 1994). Enquanto a PG2 consiste em um anico polipeptideo catalitico, a PG1 é
constituida pela associacdo da PG2 com a PGN, sendo funcional a partir dessa interacéo entre
as poligalacturonases (Watson; Zheng; DellaPenna, 1994). A Poligacturonase-1 CmPGL1 foi
mais expressa em frutos verdes, enquanto a poligacturonase-2 CmPGL2 e a isoforma
poligacturonase -1 ndo catalitica subunidade beta (CmPGN) foram mais expressa em frutos
maduros em melBes ndo-climatéricos (Schemberger et al., 2020).

Em estudos sobre genes candidatos para locos de caracteristicas quantitativas
relacionadas a firmeza (QTLs) em uma variedade ndo climatérica de meldo, P1161375, e
observaram a presenca de trés isoformas de poligalacturonases (CmPG1, CmPG2 e CmPG4)
(Moreno et al., 2008)

Em frutos ndo-climatéricos, a presenca de etileno é reduzida, o que impacta
diretamente a expressdo dos genes PL. Em um estudo de RNA-seq realizado em meldes néo-
climatéricos, Schemberger et al. (2020) ndo observaram diferencas na expressao dos genes
PLs ou PMEs ao longo do processo de amadurecimento, e 0os genes PG foram expressos em
niveis muito baixos.

As expansinas (CmEXP), embora ndo possuam atividade enzimatica, sao
caracterizadas como proteinas que induzem a extensdo celular e sdo fundamentais no
crescimento de frutos. Elas atuam rompendo as liga¢Ges de hidrogénio entre as microfibrilas

(Figura3) e o xiloglucano, promovendo o amaciamento dos frutos (Belfield et al., 2005).

A atividade das expansinas é determinada pela H+-ATPase na membrana plasmatica,
que bombeia protons, ajustando o pH da parede celular entre 4,5 e 5,5 e induzindo o
relaxamento celular. Além disso, a atividade das expansinas pode ser regulada por hormonios
como acido abscisico (ABA), auxina (AUX), brassinosteroides (BLs), giberelinas (GASs),
citocininas (CKs), acido salicilico (SA), jasmonato (JA) e etileno (ET) (Cosgrove, 2000; Chen
et al., 2012; Abugamar et al., 2013).
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Em um estudo conduzido por Schemberger et al. (2015), observou-se que o0 gene
CmEXP estava mais expresso em frutos verdes. A expressdo da isoforma A2 da expansina foi
detectada em frutos de meldo, tanto climatéricos quanto ndo-climatéricos, em estagios
imaturos, principalmente durante a fase de expansdo celular do fruto (Saladié et al., 2015;
Schemberger et al., 2020).

5. METODOLOGIA

5.1 MATERIAL VEGETAL
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O genotipo selecionado para este estudo foi o meldao da cultivar ‘Eldorado’,
pertencente ao grupo Inodorus, caracterizada por produzir frutos ndo climatéricos, de cor
amarela e polpa verde clara. Foram utilizados vinte vasos com capacidade de 15 litros, nos
quais foram semeadas aproximadamente quatro a cinco sementes por vaso, em 20 de outubro
de 2021.

As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo localizada na Universidade Estadual
de Ponta Grossa (Ponta Grossa, PR). Foram conduzidas verticalmente utilizando-se fitilho
(Figura 4). Desbrotas de ramos secundarios foram realizadas até o sexto nd, e podas de
manutencdo foram feitas para promover o desenvolvimento de frutos saudaveis e evitar
competicdo entre eles. A adubacdo de base foi feita com NPK na proporcdo 4-14-8. Além
disso, foram realizados controles de oidio e mosca-branca.

Figura 4. Plantas de meloeiro em casa de vegetagdo com 27 dias apés o plantio, conduzido com fitilho vertical.

As flores monoicas do meld&o foram polinizadas manualmente de forma cruzada,

sempre pela manha, para garantir a obtencdo de pélen viavel. Cada planta foi permitida a
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desenvolver apenas um fruto viavel. Os dias apos a polinizacdo (D.A.P) foram registrados
(Figura 5) e a colheita dos frutos ocorreu em quatro estagios de maturacéo.

Conforme ilustrado na Figura 5, o primeiro estadio de colheita correspondeu aos 15
D.A.P, quando os frutos ainda estavam imaturos. O segundo estadio de colheita ocorreu aos
25 D.A.P, momento em que os frutos estavam em plena expansdo. O terceiro estadio
correspondeu aos frutos plenamente expandidos aos 35 D.A.P, enquanto o ultimo estadio
envolveu a colheita de frutos maduros, realizada aos 45 D.A.P. Apos a colheita, os frutos
foram medidos quanto ao comprimento horizontal utilizando-se um paquimetro digital,
pesados, cortados e congelados com nitrogénio liquido, sendo posteriormente armazenados

em um ultrafreezer (80°C).

Figura 5. Frutos de meldo “Eldorado”, durante os estadios de maturagdo baseados nos dias apds a polinizagio
(D.A.P) cultivar Eldorado.

\

5.2. COR, SOLIDOS SOLUVEIS (SS) E pH

Fonte: A autora.

Foram realizadas analises de cor da casca e polpa dos diferentes estagios de maturacéo
utilizando um colorimetro digital Minolta. As coordenadas avaliadas incluiram L*
(luminosidade), a* (indicativo de tons de verde e vermelho), b* (indicativo de tons de azul e
amarelo) e o angulo Hue, calculado utilizando as equagdes #°=tan—1(b*/ax) quando a*>0 e

b*>0, e h°=180+tan—1(b*/a*) quando a*<0 ou b*>0.



41

A firmeza dos frutos foi medida utilizando um penetrébmetro com ponteira cilindrica e
os dados foram registrados como a forca aplicada ao fruto, medida em Newtons (N). Para
determinar os solidos soltveis, o mesocarpo foi processado e uma gota do suco filtrado foi
colocada em um refratdmetro marca DIGIT, expressando os resultados em °Brix.

Uma aliquota de 5 mL do suco filtrado foi diluida em 45 mL de &gua destilada para a
medicdo do pH, utilizando um pHmetro Hanna pH 21 pH/mV meter (Sigma-Aldrich®). Esta
solucdo foi entdo utilizada para determinar a acidez titulavel, utilizando uma solucdo de
NaOH 0,1 M e trés gotas de fenolftaleina. Os dados de acidez foram registrados em mL da
solucdo de NaOH 0,1 M utilizados até o ponto de viragem e foram transformados utilizando a
formula: Acidez da solucdo = V x f x100/ P x ¢, onde V é o volume de mL da solucdo de
NaOH a 0,1 M, f é o fator da solucéo de hidréxido de sédio 0,1 M, P é o volume em mL da

amostra utilizado na titulacdo, e c é a corre¢do de 10 para a solucdo de NaOH a 0,1 M.

5.3 EXTRACAO DE RNA TOTAL E CONVERSAO PARA cDNA

Para cada estadio de maturacdo 15, 25, 35 e 45 D.A.P. foram extraidas amostras de
RNA total de pelo menos trés frutos (triplicata bioldgica), seguindo o método adaptado do
perclorato de sodio (Campos et al., 2017). Foram utilizados 4 g de mesocarpo para a
purificacgdo do RNA total, empregando solucGes de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico
(25:24:1) e cloroférmio:alcool isoamilico (24:1). Em seguida, o tratamento com DNase foi
realizado utilizando o kit TURBO™ DNase (Invitrogen) para remover possiveis
contaminacgdes por DNA genémico. A integridade do RNA total foi avaliada por eletroforese
em gel de agarose 1% em tampdo TAE. Considerou-se como amostras integras aquelas que
apresentaram bandas nitidas dos genes 18S e 28S, correspondentes ao RNA ribossomal.

A quantificagdo do RNA foi realizada utilizando o espectrofotdmetro Nanovue™,
avaliando as razdes de absorbancia A260/A280 nm para verificar a presenca de contaminacao
por proteinas, fendis ou outros compostos que absorvem luz a 280 nm (valores aceitaveis: 1,8-
2,0), e A260/A230 nm para detectar contaminantes como polissacarideos, sais e outros
compostos orgénicos (valores aceitaveis: 2,0-2,2). As amostras contendo RNA total integro
foram submetidas a transcri¢do reversa, necessaria para a sintese da primeira fita de DNA
complementar (cDNA), utilizando 2 pg de RNA e o kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems™),
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5.4 DESENHO DOS PRIMERS

Os dados de RNA-Seq obtidos por Schemberger et al. (2020) foram comparados com
as descricbes do RNA- Seq de Saladié et al. (2015), gerando a tabela 2 com 0s genes
diferencialmente expressos estudados por RT-qPCRf foram: CmAGL1, CmCEL, , CmXGT
CmXYL, CmXTH1, CmXTH2,CmPGL1, CmPGL2, CmPGN, , CmEXP,

Tabela 2: Genes de interesse para o estudo da parede celular de frutos de meldo durante o amadurecimento.
Sequéncias forward (5°-3”) e reverse (5°-3”) de primers, utilizados como iniciadores da transcri¢cdo dos genes de
transducdo de sinal. Contendo o tamanho dos fragmentos em pares de base (amplicons) e a temperatura
adequada para anelamento do primer (Tm).

Amp Tm Forward 5'-3'

Gene Fungéo (pb) (C°) Reverse 5'-3'
181 63° FTGTATTCTCTGTCCCCTA
CmAGL1 A- galactosidase RGCAGTAGCAAAATCCCTGGT

118 64,7° F TCAACAAGAACAACGCCAGC
CmCEL Endoglucanase R TCCATCCATCCATCCCCTTAT

126 64° F CGATGACCCAACTACCCAGT
R GCGGATTTGAGATTGCCAGC

CmXGT Xiloglucano glicosiltransferase 4
117 64,7° FTATGAGTGGTGGTCGGAAGC
CmXYL Beta-D-xilosidase familia de proteinas R AGAAGCAGCGGTTGTGATGA
114 64,7 FCCAAGGACCAGCCAATGAGA
CmXTH1 Xiloglucano endotransglucosilase/hidrolase RTGTAGGAAGCAGTGAAAGGC
168 64,8 F GCGTAGCCTTCCCCAAAAATC
CmXTH2 Xiloglucano endotransglucosilase/hidrolase ° RACTGTCCCGATGACCAAATGC
F GCCCCTGCCAATAGTCCAAA
207 63,1°
. R GACCCCATTCTCTCTCTCCT
CmPGLC1 Poligalacturonase

204 63° FGAGGTTTCTAATGTGGTGGTG
CmPGLC2 Poligalacturonase R TACTGCGTCTGCCTGTTGT
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151 65,7 FCTAAAGCCACCATCAACCACG
CmPGN Poligalacturonase-1ndo-catalitica subunid f3 R TCAAGAGCCACATCCTCCGA

113 62,2 F CGACTCAACTCCTCCATCAAC
CmEXP Expansina-tipo A2 ° R GCAGTAGCAAAATCCCTGGT

Fonte: a autora.

Os primers foram desenhados no software PrimerBlast e Beacon Designer4. Foram
realizadas PCR (reacdo em cadeia da polimerase) convencionais em termociclador com
gradiente de temperatura para testar qual temperatura era mais adequada ao primer. Os genes
de referéncia utilizados para normalizagdo foram CmRPL-60S (proteina ribossomal L) e
CmRPS15 (proteina ribossémica citosélica S15), (Kong et.al., 2014; Kong et.al., 2016).

Inicialmente os gradientes de temperatura dos primers foram testados por PCR
convencionais com gradientes de temperatura, para descobrir a temperatura de anelamento
mais adequada para cada um, nesse processo 0s primers dos genes CmPGN e CmXTH2 se
mostraram ndo adequados para as analises, apresentando dimeros e alguns nem apareceram no

gel de agarose, portanto foram redesenhados novamente na tabela 3.

Tabela 3: Novos primers desenhados para os genes onde os primers anteriormente desenhados ndo eram
adequados.

Nome do 5'3'Forward
Melanomics gene Funcéo 5'-3'Reverse
F TTTACGGGACATCGGCGT
MELO3COL6494  CMPGLL a-galactosidase R AACAGTAGAGCCTTGAGT
FGGAGTGAGAATAAAAAGTTGGG
R ACGCCGATGTCCCGTAAAT
Xiloglucano F:GTTTTTGGGAAATCTGAGCGGC
MELO3C017478  CmXTH2 endotransglucosilase/hidrolase R:GTGGAAATCGGCAGTTGGGT
Poligalacturonase F: GAGCAATGGGTGACGGAGAA
MELO3C023556 CmPGLC2 R:ACAAGGACCAGAGAAGGTGAT
Poligalacturonase-1 ndo- F:CGTGGGTTCGGTGGAAGATA
MELO3C010662 CmPGN catalitica subunit beta R:ACGGAGTGGCAGTAGTAGAGT

Fonte: a autora.

5.4. RT-gPCR E ANALISE DE EXPRESSAO GENICA
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As RT-qPCRs foram conduzidas utilizando o termociclador AriaMx Real-Time PCR
System (Agilent Technologies) e o kit Brilliant 11l Ultra-Fast SYBR g-PCR Master Mix
(Agilent Technologies®). Foram utilizados 60 ng de cDNA, 0,8 pL de cada primer (forward e
reverse) na concentracdo de 10 uM e 6,4 pL de agua.

O protocolo de amplificagdo consistiu em uma etapa inicial de 10 minutos a 95 °C
(Hot Start) para ativar a enzima, seguida por 40 ciclos de amplificacdo com 15 segundos a
95 °C, 20 segundos na temperatura ideal de anelamento de cada primer (conforme Tabela 2) e
30 segundos a 72 °C. Apos a etapa de amplificacdo, foi realizada a curva de melting com as
seguintes configuragdes: 95°C por 30 segundos, 65°C por 30 segundos, 95°C por 30
segundos, com um aumento gradativo (ramp) de 0,5 °C a cada 5 segundos.

A quantificagdo da expressédo génica foi realizada por meio dos valores de ciclo de
quantificacdo (Cq) dos genes de interesse em comparagdo com os genes de referéncia. O fold
change para cada gene, conforme os estadios de maturacdo dos frutos, foi calculado utilizando
0 método de Livak ou 2-A(ACq), onde ACq = Cq(gene alvo) — Cq(gene housekeeping) e
A(ACq) = ACq(amostra de estudo) — ACq(amostra controle).

5.5 ATIVIDADE ENZIMATICA

Para obtencdo do extrato enzimatico foi adaptado o método de Gross (1982) onde foi
preparada uma solucéo extratora de NaCl 0,9%. Em um liquidificador foram utilizados 40 g
de mesocarpo de melao que estava congelado a —80 °C, foi previamente descongelado e
adicionou-se 40 mL da solugdo de NaCL 0,9%. Em seguida a amostra foi colocada em tubos
falcon e centrifugada por 30 minutos & 4°C com rotacdo de 3885 x g, as enzimas estavam no

sobrenadante que constituiu o extrato enzimatico.

5.5.1 ATIVIDADE DA POLIGACTURONASE

Esse protocolo foi adaptado de Gross (1982), Stock, (2013) e Yao et al. (2014) o guia
de preparo de solucdes se contra no anexo 1. O substrato para enzima foi preparando usando
uma solucdo de &cido poligacturdnico (1%) em tamp&o acetado pH 5,6 contendo NaCl 0,1M.
Em um tubo de ensaio foi colocado 250 pL de substrato, 200 uL de agua destilada e 50 pL do

extrato enzimatico diluido (400 uL de extrato bruto em 600 pL de agua destilada). Em
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seguida foi encubado por 37°C por 2 horas em banho-Maria, apds esse periodo a reacdo foi
interrompida com a adicao de 500 uL de DNS, e os tubos foram colocados em banho-Maria e
mantido em ebulicdo por 10 minutos. Em seguida os tubos foram resfriados e adicionou-se 4
mL de &gua. As leituras de absorbancia foram obtidas & 540 nm e a unidade de enzima refere-
se a quantidade de acido galacturdnico liberado pmoL por minuto. A curva padrao foi feita

com &cido D- galacturénico nas concentragdes de 0,0, 0,2, 0,4, 0,5, 0,6, 0,8 mg.mL™.

5.5.2 ATIVIDADE ENZIMATICA DA - D- XILOSIDASE

O Protocolo foi adaptado de Yao et al. (2014). O substrato foi preparando usando
0,25% de xiloglucano de tamarindo em agua destilada por 2h30min a 40°C. Em um tubo de
ensaio foi adicionado 250 uL de substrato, 200 puL de agua destilada e 50 pL de extrato
diluido (200 pL de extrato enziméatico e 800 pL de &gua destilada). Os tubos incubados em
banho-maria por 37°C por 2h, a reagdo foi interrompida por 500 uL de DNS, e levado a
banho-maria fervente e mantido em ebulicdo por 10 min. Em seguida as amostras foram
resfriadas e foi adicionado 4 mL de agua destilada. As leituras de absorbancia foram obtidas &
540 nm e a unidade de enzima refere-se a quantidade de xilose liberado pmoL por minuto. A
curva padréo foi feita com xilose nas concentragdes de 0,0, 0,2, 0,4, 0,5, 0,6, 0,8 mg.mL™.

5.6 ANALISE ESTATISTICA

O experimento foi conduzido sob um delineamento experimental inteiramente
casualizado. Os valores obtidos da equacdo de Livack para cada gene e os dados de pos-
colheita foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Em seguida, foram
realizados testes de analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey com um nivel de
significancia de 5%.

Para as enzimas poligalacturonase e xiloglucanase, os dados ndo apresentaram
distribuicdo normal mesmo apo6s transformacéo, portanto, foi aplicado o teste ndo paramétrico

de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste pos-hoc de Bonferroni. As anélises de correlagdo foram
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conduzidas utilizando o teste de correlacdo de Spearman. Todas as analises foram realizadas

utilizando o software RStudio.



47

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 QUALIDADE POS- COLHEITA

A qualidade sensorial, que engloba atributos como firmeza, cor, sabor, teor de
acucares, acidez, além de peso e tamanho, sdo elementos decisivos na escolha de frutas pelos
consumidores (Stroka et al., 2024). Neste estudo foram conduzidas analises colorimétricas na
casca e na polpa dos frutos de meldo 'Eldorado’, cujos resultados podem ser visualizados na
Figuras 6.

Em relacdo ao atributo a*, valores negativos indicam uma tendéncia para a cor verde,
enquanto valores positivos tendem para tons de vermelho. Na Figura 6 os valores de a* para a
cor da casca sdo negativos, indicando uma tonalidade verde nos estadios de 15 e 25 D.A.P.
em comparagdo com 0s outros estadios (Figura 6a). Aos 45 D.A.P houve uma diferenca
estatisticamente significativa em relacdo aos demais estadios, com os frutos apresentando uma
coloracdo menos verde.

Quanto ao atributo a* da cor da polpa, os frutos aos 15, 25 e 35 D.A.P se apresentaram
mais esverdeados e ndo diferiram entre si. No entanto, aos 45 D.A.P houve uma diferenca
significativa em comparagdo com os outros estadios, indicando uma mudanca da cor da polpa,
tornando-se verde mais clara, assegurando que os frutos estdo aptos a colheita.

Para a coordenada b*, valores negativos correspondem a cor azul, enquanto valores
positivos indicam tendéncia a cor amarela. O atributo b* para a cor da casca foi positivo
(Figura 6b), aos 15 D.A.P os frutos estavam mais verdes e diferiram significativamente dos
frutos aos 45 D.A.P. Isso indica que a cor da casca também muda e se torna amarela durante o
estadio final de maturacéo.

Quanto a cor da polpa, o atributo b* ndo apresentou diferencas significativas entre os
estadios de 15 e 25 D.A.P. A Figura 6b mostra que a alteracdo na cor da polpa ocorreu aos 35
D.A.P e permaneceu até a colheita.

O atributo L* (Figura 6c) refere-se ao brilho, com uma variacdo de 0 (escuro) a 100
(claro). Para a cor da casca, observa-se que os frutos aos 15 D.A.P apresentavam coloracao
mais escura, enquanto aos 45 D.A.P estavam mais claros, e essa diferenga é estatisticamente
significativa. Quanto a cor da polpa, nos estadios de 15 e 25 D.A.P, os frutos apresentaram-se

verde- escura e ndo diferiram entre si. JA nos estagios de 35 e 45 D.A.P, os frutos
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apresentaram cor verde-claro, evidenciando que a mudanga na cor da polpa ocorreu proximo
aos dias de colheita aos 45 D.A.P. Essa caracteristica de polpa verde em frutos maduros €

tipica de frutos de ‘Eldorado”.

Figura 6. Mudanca na coloracdo da cor da casca de meldo amarelo cv. Eldorado a) coordenada a*:-a* representa
a cor verde e +a* a cor vermelha; b) coordenada b*: sendo —b* tons em azul e +b* tons em amarelo; c) atributo
L* para o brilho/luminosidade da casca; d) angulo Hue. Letras mailsculas diferentes indicam diferenca
significativa ao longo do desenvolvimento para cor da casca e letra minusculas diferentes indicam diferenca
significativa (p<0,05) ao longo do desenvolvimento para cor de polpa, ambos por teste de Tukey.
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Fonte: A autora.

Los et al. (2024), ao analisarem frutos de mel&do amarelo, citam que o atributo a* para
a casca e polpa aumentou ao longo do amadurecimento. Ja a atributo b* aumentou ao longo
dos estadios de maturacdo para a casca, enquanto na polpa ocorreu diminuigdo dos valores
dos 15 até os 45 D.A.P. Quanto ao L*, houve aumento dos 15 até os 45 D.A.P na casca, €
diminuicdo ao longo da maturacdo na polpa. Os mesmos padrdes de mudanca de cor durante a
maturagdo também foram visualizados neste trabalho.

Quanto ao angulo Hue da casca (Figura 6d), seguindo a escala proposta por Bovi
(2015) (Figura 7), os frutos com 15 D.A.P se aproximam do espectro verde e ndo sofrem

alteracdo da cor até os 25 D.A.P. J& os frutos com 35 D.A.P, estes tendem para um verde-
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amarelo, e em seguida, aos 45 D.A.P, migram para o tom amarelo. Sugerindo que a mudanca
de cor mais significativa ocorre aos 35 D.A.P e permanece sem alteracdes até a colheita.
Quanto a polpa, a mudancga mais significativa ocorreu aos 45 D.A.P, quando a polpa se torna
verde-clara e estd pronta para consumo. Los et al.(2024) também estudaram melBes
‘Eldorado’ e observaram que o angulo de tonalidade da cor da polpa permaneceu
representando a cor verde-escuro ao longo dos 15, 25 e aos 35 e 45 D.A.P mudou para verde

amarelado.

Figura 7. Diagrama CIELAB com sequéncia de nuances de cores e orienta¢do do angulo de Hue .
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Fonte: BOVI, 2016.

Outros aspectos que impactam a qualidade dos frutos, como tamanho e massa fresca,
também influenciam na escolha dos consumidores. Aumento no didmetro horizontal foram
observados no estagio 25 D.A.P, conforme demonstrado na figura 8a, ndo havendo novas
mudancas nos estagios seguintes.

O crescimento vertical (Figura 8b), demonstrou diferencas entre os frutos de 15 e 25
D.A.P, mas ndo foram observadas diferencas em relagdo aos estagios de 35 e 45 D.A.P,
evidenciando o alongamento dos frutos no estadio dos 25 D.A.P do seu desenvolvimento. Na
figura *C o peso aumentou aos 25 D.A.P, indicando que durante os 25 dias ap0s a polinizacéo
ocorre uma alta taxa de diviséo e expansdo celular, determinando assim o tamanho final do
fruto. Esta constatacdo também pode ser visualizada na Figura 5, a qual demonstra as
distingdes entre os estagios de maturacdo dos frutos de meldo amarelo
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A firmeza dos frutos (Figura 8d) estd intimamente ligada com os componentes da
parede celular, pois nos estadios finais da maturacdo ocorre um amaciamento dos frutos, em
decorréncia da degradacdo da parede celular (Jara et al., 2019). Nos estagios iniciais, quando
os frutos estdo verdes, a polpa é mais rigida, sendo necessaria uma aplicacdo maior de forca,
como observado para 15 D.A.P. Por outro lado, aos 35 D.A.P, os frutos maduros j& ofereciam
menos resisténcia, devido a solubilizacdo dos componentes da parede celular, resultando no

declinio da firmeza, a qual manteve-se estavel até os 45 D.A.P.

Figura 8. Medidas relacionadas ao tamanho dos frutos de meldo amarelo cv. Eldorado. a) Comprimento
horizontal (mm); b) Comprimento vertical (mm); ¢) Peso dos frutos (g); d) Firmeza dos frutos (N).
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Fonte: A autora.

Rose et al. (1998) conduziram um estudo sobre meldes ‘Charentais’ (Climatérico) ao
longo de trés safras, e observaram que a firmeza dos frutos diminuiu a medida que a
concentragéo interna de etileno aumentou durante o processo de amadurecimento. Os frutos
transitaram de estadios intermediarios para completamente maduros em um intervalo de 24 a
48 horas, 0 que coincidiu com um aumento na concentragdo de acido urénico. Durante o
amadurecimento, as pectinas presentes na parede celular dos meldes 'Charentais’ foram

solubilizadas e despolimerizadas, especialmente nos estadios finais da maturacdo. 1sso
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resultou na liberacdo de residuos de galactosila das cadeias ricas em galactose de RGI e RGl|,
comprometendo a coesdo entre a matriz de pectina e a hemicelulose.

Durante o amadurecimento dos frutos de mel&o, ocorrem transformacdes de acidos em
acucares, em consequéncia aumentam a palatabilidade e atratividade do frutao. No meldo
amarelo ‘Eldorado’ a concentracdo de acidos organicos é baixa (Ayub et al., 1996; Stroka et
al., 2024).

Quanto aos acgucares, na Figura 9c é possivel observar um aumento no teor de sélidos
soltveis (°Brix%), aos 35 D.A.P. em relagdo ao fruto com 15 D.A.P., alcangando o maior teor
nos frutos maduros. Os solidos sollveis sdo compostos por carboidratos, sacarose, frutose e
glicose, e durante os estagios finais da maturacdo de meldo, ocorre o acumulo dessas

substancias, contribuindo para o aumento do sabor do fruto (Stroka et al., 2024).

Figura 9. Medidas de acidez, solidos solGveis de meldo amarelo cv. Eldorado, indicadores de maturidade
fisioldgica dos frutos. a) valores de pH do suco da fruta; b) acidez titulavel em porcentagem de &cido citrico; ¢)
quantidade de s6lidos soluveis (SS) em escala de Brix.
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Fonte: A autora.

6.2 RESULTADOS DAS ANALISES DE EXPRESSAO GENICA POR RT-gPCR

Previa-se uma expressao maior do gene CmAGL1, responsavel pela codificacdo da
enzima o-galactosidase, em frutos jovens. Na Figura 10 é possivel observar que aos 25 D.A.P
gene CmAGL1 foi 4 vezes mais expresso que aos 15 D.A.P (p<0,05). Posteriormente, aos 35
D.A.P, a expressao diminuiu, e ndo foi significativa diferentes dos 15 D.A.P., houve uma
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expressdo de apenas 0,6 vezes. Com base em estudos transcriptdmicos conduzidos por
Schemberger et al. (2020) e Saladié et al. (2015).

Figura 10. Expressdo génica relativa do gene CmAGL1 responsavel pela codificacdo da a-galactosidase. Foram
utilizadas as médias dos tratamentos, apresentando o erro padrao, letra diferentes indicam diferenca significativa
(p<0,05) a teste de Tukey a 5%.
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Fonte: A autora.

As a-galactosidases desempenham um papel crucial no metabolismo do aglcar em
frutos de meldo amarelo, caracterizando-se por serem enzimas dependentes do pH
(Schemberger et al., 2020). Essas enzimas atuam na clivagem da rafinose em sacarose,
removendo as galactoses terminais dos oligossacarideos da rafinose e clivando a galactose e a
estaquiose em galactose e rafinose, fornecendo energia para o crescimento dos frutos jovens
(Schemberger et al., 2020; Stroka et al., 2024).

Observou-se neste trabalho que o gene CmAGLL1 foi mais expresso durante 0 processo
de expansdo celular aos 25 D.A.P. Saladié et al. (2015) identificaram varias isoformas que
codificam a-galactosidases altamente expressas em frutos verdes de meldo climatérico
Cantalupensis ‘Veédrantais’ e em meldes ndo-climatéricos do grupo Inodorus ‘Piel de sapo’.
Zhang et al. (2022) constataram que o nivel de expressio da o-galactosidase 2
(MELO3C011771) em frutos de meldo ‘Hami’ do grupo Inodorus foi mais elevado em frutos
jovens e diminuiu ao longo da maturacéo, atingindo o nivel mais baixo em frutos maduros.

Garcia- Mas et al. (2012) ao estudarem o genoma do melédo, observaram isoformas
neutras da a-galactosidase CmNAG1, CmNAG2, CmNAG3 e Cm-NAG4. Posteriormente,
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Schemberber et al. (2020), identificaram trés isoformas de a-galactosidases neutras
denominadas CmNAG2 (a-galactosidase alcalina), CmAAG2 (a-galactosidase acido tipo 2) e
CmNAGLIKE?2 (galactino-sacarose galactosiltransferease tipo 5) em frutos de meldo amarelo,
que foram mais expressas em frutos verdes.

Em um estudo sobre os genes do metabolismo da sacarose em mel&o, Stroka et al.
(2024) observaram que a isoforma CmNAG2 foi mais expressa em frutos maduros de meldo
ndo-climatérico ‘Eldorado’. Em contraste, em frutos climatéricos ‘Galcho’, acredita-se que
essa isoforma contribua para a sinalizacdo de etileno e 0 acimulo de sacarose e galactose.

As endoglucanases atuam na quebra das ligagdes B-(1,4) glicosidicas da celulose,
resultando no amaciamento dos frutos (JARA et al., 2019), o gene CmCel (Figura 11) foi 0,89
vezes mais expresso aos 25 D.A.P (p<0,05) do que aos 15 D.A.P e essa diferenca ndo foi
significativa, estadios iniciais nos quais ocorre a expansdo e divisdo celular. como
evidenciado pela Figura 8D que mostra que a firmeza aos 15 e 25 D.A.P era maior do que nos
estadios finais da maturacdo, indicando sua acdo nos estadios iniciais, causando a
despolimerizacdo da celulose. Concordando com este trabalho, Schemberger et al. (2020)

observaram uma maior expressao de endoglucanases em frutos imaturos.

Figura 11. Andlise de expressdo genica diferencial para o gene CmCEL responsavel pela sinalizacdo das
endoglucanases. Foram utilizadas as médias dos tratamentos, apresentando o erro padrdo, letra diferentes
indicam diferenca significativa (p<0,05) a teste de Tukey a 5%.
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Segundo Chourasia et al. (2008), a expressdo génica e atividade das endoglucanases
aumentam em estagios intermediarios da maturacdo e isto estd correlacionado com a
diminuicdo da firmeza em frutos de manga (climatéricos) tratados com etileno exégeno. Em
frutos controle (sem etileno), a expressdo foi baixa, devido a auséncia de etileno exdgeno,
atrasando o amadurecimento em trés dias, sugerindo que as endoglucanases séo responsivas
ao etileno.

Jara et al. (2019) estudaram duas isoformas de endoglucanase denominadas de FaGE1
em morangos. FaEG1 foi mais expressa em frutos em estagios de maturagdo intermediarios,
com 50% de vermelhiddo. Isso corrobora com os resultados encontrados neste estudo, onde a
reducdo da firmeza estd associada as enzimas que atuam na desmontagem da parede celular,
em funcédo do afrouxamento das redes de celulose-xiloglucano.

Mejia-Mendoza et al. (2022) estudaram o gene PgE17, codificante de endoglucanase
em goiabas, em diferentes estagios de maturacdo. Os autores observaram que a expressao foi
cinguenta vezes maior na fase intermediaria da maturacéo, denominada de "breaker", onde 0s
frutos se apresentavam verdes com subtom amarelado, correspondente a fase de expansdo
celular. J& em frutos maduros, a expressao foi vinte vezes menor em comparagdo com 0s
frutos verdes.

O xiloglucano é sintetizado por glicosiltransferases (GTs) e acetiltransferases no
aparelho de Golgi antes de ser modificados por glicosidases e transglicosilases na parede
celular (Pauly; Keegstra, 2016). No presente estudo, o gene CmXGT responsavel pela
expressdo da Xiloglucano glicosiltransferase conforme mostrado na Figura 12, apresentou
baixos niveis de expressdo durante os 15, 25 e 35 D.A.P, e um pico de expressdao em frutos

maduros (13 vezes mais do que aos 15 D.AP., p<0,05).
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Figura 12. Analise de expressdo génica relativa do gene CmXGT responsavel pela codificacdo da enzima
xiloglucano glicosiltransferases-4. Fonte: A autora. Foram utilizadas as médias dos tratamentos, apresentando o
erro padrdo, letra diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) a teste de Tukey a 5%.
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Wilson et al. (2023) identificaram uma familia multigénica de xiloglucano
glicosiltransferase-4 envolvida na sintese de xiloglucano em Arabidopsis spp. H& muitos
desafios em elucidar o padrdo de expressdo envolvido na glicolise de polissacarideos da
matriz, especialmente na sintese de xiloglucano, devido a complexidade das
glicosiltransferases que sintetizam hemiceluloses, que s&o caracterizadas pela baixa
solubilidade, dificultando a realizacdo de ensaios enzimaticos para sua caracterizacdo
(Zabotina et al., 2012). Kuhn et al. (2022) observaram que o0 gene que codifica a
glicosiltransferase-4 em frutos ndo climatéricos de cereja doce é altamente responsivo ao
ABA e esta localizado em regides com alta metilagdo do DNA.

A enzima B-d-xilosidase promove a degradacdo de xilooligossacarideos, resultando na
liberacdo de xilose. Quanto ao gene CmXYL (codificante de B-d-xilosidase), este apresentou
uma expressao 11 vezes maior aos 25 D.A.P em relacdo aos 15 D.A.P (p<0,05) (Figura 13).
Schemberger et al. (2020) identificaram que esse gene foi mais expresso em frutos imaturos

do que em frutos maduros, o que estd em concordancia com os resultados deste estudo.
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Figura 13. Anélise de expressdo génica relativa do gene CmXYL, responsavel pela codificagdo da enzima f-d-
xilosidase. Foram utilizadas as médias dos tratamentos, apresentando o erro padrdo, letra diferentes indicam
diferenca significativa (p<0,05) a teste de Tukey a 5%.
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Saladié et al. (2015) observaram um aumento na expressdo de genes codificadores de
poligalacturonases e B-xilosidase em frutos climatéricos de meldo 'Védrantais' em resposta a
presenca de etileno, promovendo a degradacédo da parede celular e, consequentemente, a perda
de firmeza durante a maturacgdo. Por outro lado, em mel&es 'Piel de sapo’, que ndo apresentam
picos na producdo de etileno, Saladié et al. (2015) observaram um aumento na expresséo de
genes de arabinogalactanases, sugerindo que a perda de firmeza em frutos nao climatéricos
estd associada a um conjunto de enzimas que nao dependem apenas da sinalizacdo de etileno.

Peng et al. (2022) observaram que a aplicacdo de auxina exdgena em morangos
reduziu os niveis de transcritos de genes que codificam B-d-xilosidases, endoglucanases e [3-
galactosidases, mas promoveu aumento na expressao de genes XTH, resultando na diminuigéo
da velocidade de amolecimento dos frutos. Da mesma forma, Bustamante, Civello e Martinez,
(2009) investigaram genes codificadores de p-xilosidase em frutos ndo climatéricos de
morango e observaram que a aplicacdo de auxinas exogenas reprimia a expressdo de genes de
B-xilosidase e, consequentemente, a atividade dessa enzima, resultando em frutos mais firmes.
Por outro lado, a aplicagdo de ABA promoveu um aumento na expressao génica e, como
resultado, foram observados diminuicéo de firmeza nos frutos.

Li et al. (2022) estudaram os efeitos da aplicacdo de ABA ex0geno em morangos e

constataram que este hormoénio promoveu aumento na expressdao genes que condificam
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enzimas como a [-xilosidase, xiloglucano endotransglicoslisase/hidrolase, acelerando o
amolecimento das frutas.

A familia multigénica das enzimas XTH clivam e reconectam o xiloglucano, alterando
a dindmica das microfibrilas de celulose e contribuindo para o afrouxamento celular (Ishida;
Yokoyama, 2022). Essas enzimas exibem dois padrdes de atividade: a transglicosilase (XTH),
que catalisam a quebra das liga¢oes B-(1-4) do xiloglucano doador e transfere a extremidade
redutora para o terminal ndo redutor de outra molécula de xiloglucano aceitadora. E também
podem promover a hidrolase (XET), que catalisam a quebra das moléculas de xiloglucano via
hidrélise, provocando o afrouxamento da parede (Saladié et al., 2006).

Na Figura 14 é possivel observar que o gene CmXTH1 foi 7 vezes mais expresso aos
25 D.A.P em relacdo aso 15 D.A.P (p<0,05), diminuindo drasticamente a expressao aos 35
D.A.P e 45 D.A.P. Isso corrobora com os estudos de Schemberger et al. (2020), os quais

observaram que CmXTH1 também foi mais expresso em frutos jovens*.

Figura 14. Anélise de expressdo genica diferencial para o gene CmXTH1 responsavel pela sinalizacdo da enzima
xiloglucano endotransglucosilase/hidrolase. Foram utilizadas as médias dos tratamentos, apresentando o erro
padrdo, letra diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05) a teste de Tukey a 5%.
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Fonte: A autora.

Saladié et al. (2015) observaram que ap0s a aplicacdo de etileno exdgeno houve um
aumento na expressao de CmXTH1 em frutos de meldo climatérico 'Dulce’, enquanto no

tratamento controle a taxa de expressao era baixa. Em mel&es 'Piel de Sapo’ (ndo-climaterico),
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também houve um leve acréscimo na expressdo apds a aplicacdo de etileno, sugerindo que
esse gene é regulado positivamente por etileno.

Gunnaiah et al. (2021) estudaram o gene CmXTH1 em melbes ndo- climatéricos
‘Mangalore’ e observaram que a baixa expressdo de XTH resultou em baixa atividade
enzimatica, devido a auséncia de etileno, conservando o xiloglucano e mantendo a firmeza do
fruto por mais tempo. Lembrando que as enzimas XTH podem fazer as tranglicolizacdo ou
promover a hidrolise do xiloglucano, em morangos chilenos, a expressdo de XTH1 codificou
enzimas com perfil de transglicosilase, enquanto a expressao de XTH2 codificou enzimas que
apresentaram padréo de hidrolase, neste trabalho foi observado maior expresséo de XTHs em
frutos imaturos do que em frutos maduros (Morales-Quintana et al., 2020).

O padrédo de expressao dos dois genes de XTH analisados é semelhante e esta ligado
ao periodo de expansédo celular, indicando que o periodo de 25 D.A.P é primordial para a
remodelagem do xiloglucano. Para a isoforma CmXTH2, representada na Figura 15,
demonstrou aumento na expressao, sendo 13 vezes mais expressa aos 25 D.A.P dos que aso
15 D.A.P. (p<0,05).

Figura 15. Andlise de expressdo génica relativa para o gene CmXTH2 responsavel pela codificacdo da enzima
xiloglucano endotransglucosilase/hidrolase. Foram utilizadas as médias dos tratamentos, apresentando o erro
padréo, letra diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) a teste de Tukey a 5%.
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Fonte: A autora.
Saladié et al. (2006) estudaram os genes de XTH em tomate e observaram que
geralmente os genes XTH dos grupos 1 e 2 desempenham mais atividade de transglicosilase,

atuando diretamente na remodelacdo dos xiloglucanos durante a expansdo celular. Eles
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visualizaram que os genes de tomate SIXTH1, SIXTH2, SIXTH3, SIXTH5, SIXTH9, SIXTH10,
e um gene de expansina LeEXP1 foram mais expressos nos estagios pré-maduros de expansado
celular, no ciclo de desenvolvimento.

Mufioz et al. (2013) investigaram a expressao de genes XTH em maca e tomate (frutos
climatéricos) tratados com etileno, e observaram um aumento na expressdo dos genes de
tomate SIXTH4, SIXTHS5, SIXTH7, SIXTH8 e SIXTH16 apos 24 e 48 horas do tratamento. Em
maca, todos os genes MdXTHs foram mais expressos em frutos maduros, com maior
expressao observada em MdXTH2, MdXTH10 e MdXTH11, seguida por MdXTH4, MdXTH3 e
MdXTH1 apds o tratamento com etileno, resultando em frutos mais macios. Como em frutos
ndo-climatéricos ndo ocorre pico de etileno ao final da maturacéo, acredita-se que a expressao
de genes XTH aos 25 D.A.P esteja mais associada com a influéncia de outros horménios e de
fatores de transcrigdo, isso prolonga a vida util pos- colheita dos frutos e ndo permite o
amaciamento excessivo.

Os primers novos dos genes CmPGL1 e CmPGI2 que codificam Poligacturonases 1 e
2 foram testados gradientes de temperatura em PCR convencionais, as sequéncias possuiam
RPKM baixo e ndo se apresentaram aptos para as analises de RT-gPCR. J& o gene CmPGN
foi apto para as anélises.

PGN desempenha um papel crucial na degradacdo da parede celular durante o
amadurecimento dos frutos (Moore; Bennett, 1994). Sua funcdo principal é converter a
poligalacturonase 2 (PG2) em poligalacturonase 1 (PG1), composta por PG2 e associada a
poligalacturonase (PGN), enzima que s6 se torna funcional apds essa associa¢do dos
polipeptideos (Watson; Zheng; DellaPenna, 1994). No contexto do presente estudo, observou-
se que o gene CmPGN (Figura 16) apresentou aumento de 10 vezes na expressdo aos 25
D.A.P em comparacdo com 15 D.A.P(p<0,05), seguido por niveis mais baixos aos 35 e 45

D.A.P, semelhantes ao padrdo de expressao dos 15 D.A.P. (fruto imaturos).
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Figura 16. Analise de expressdo génica relativa do gene CmPGN, responsavel pela codificacdo da
poligacturonase subunidade 1 ndo catalitica. Foram utilizadas as médias dos tratamentos, apresentando o erro
padrao, letra diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) a teste de Tukey a 5%.
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Zhai et al. (2021) identificaram 45 PGs no genoma da cereja doce (Prunus avium L.)
(ndo-climatérico), sendo o gene PavPG38 0 que apresentou a maior abundéncia de transcritos.
Em frutos tratados com ABA, &cido jasmdnico (JA) e etileno exdgeno, houve aumento na
expressdo, regulada positivamente por esses hormonios, resultando em uma significativa
perda de firmeza nos frutos. A superexpressdo de PavPG38 levou a uma reducdo significativa
da firmeza, sugerindo seu papel como ativador do amaciamento dos frutos por meio da
modificacdo da parede celular.

Li et al. (2023) investigaram a funcao do gene RiPG2 de framboesa (Rubus idaeus L.)
por meio de transformacgdo genética com Agrobacterium tumefaciens, introduzindo-o nos
frutos de tomateiro. Os autores observaram uma reducao na firmeza dos frutos e um aumento
na atividade da enzima PG em trés linhagens. A superexpressdo de RiPG2 resultou em queda
na firmeza e regulacdo positiva da expressdo de genes associados ao metabolismo da parede
celular, como os genes de expansina (EXP) e xiloglucano endotransglucosilase/hidrolase
(XTH).

Ke et al. (2018) identificaram 54 genes de poligalacturonase (PG) em tomate, dos
quais cinco estavam associados ao processo de maturacao do fruto. Esses genes, denominados
SIPG14, SIPG15, SIPG49, SIPG70 e SIPG71, foram analisados em trés estadios distintos de

maturagdo: frutos verdes, frutos no estadio de maturidade fisioldgica (breaker) e frutos
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maduros. O gene SIPG14 mostrou uma expressdo mais elevada nos frutos no estadio de
maturacdo fisiologica, representando um estadio intermediario de maturacdo, enquanto
SIPG15 apresentou maior expressdo nos estadios de quebra e maturidade. Por outro lado,
SIPG70 demonstrou maior expressdo nos frutos verdes, diminuindo gradualmente com o
desenvolvimento do fruto, e SIPG71 exibiu um pico de expressdo na fase imaturos, também
diminuindo gradualmente com o desenvolvimento do fruto (Ke et al., 2018).

Esses resultados indicam que os diferentes genes de PG desempenham funcbes
especificas durante o processo de amadurecimento dos frutos, com padrdes distintos de
expressdo em cada estddio de maturacdo. Isto corrobora a hipotese do trabalho de que o
estadio de transicdo de maturidade de 25 D.A.P, é fundamental no amaciamento de frutos
durante a maturagao.

Saladié et al. (2015) observaram aumento da expressao de genes que codificam PGs
regulados pela presenca de etileno em frutos de meldo climatéricos 'Védrantais'. O aumento
na expressdo desses genes promove a degradacdo das pectinas e consequentemente a queda de
firmeza.

No estudo conduzido por Gunnaiah et al. (2021), o gene CmPGL1 foi investigado em
melbes da cultivar ndo climatérica (Cucumis melo grupo acidulus) 'Mangalore’ em
comparacdo com meldes (Cucumis melo grupo cantalupensis) ‘Cantaloupe’ (climatéricos) em
pos-colheita. Os resultados revelaram uma expressao significativamente menor desse gene na
polpa dos meldes ‘Mangalore’ em comparacdo com o0s meldes ‘Cantaloupe’, sendo
aproximadamente 292 vezes menor. Essa diferenca sugere uma baixa atividade das
poligalacturonases nesta cultivar especifica.

As expansinas tipo 2 codificadas pelo gene CmEXP sdo responsaveis pela extensao
celular, e como pode-se observar na Figura 17, houve aumento de expressdo génica nos
estagios iniciais do fruto. O gene CmEXP foi 141 vezes mais expresso aos 25 D.A.P (p<0,05)
73 vezes aos 35 D.A.P, 30 vezes aos 45 D.A.P em comparacgdo aos 15 D.A.P, indicando que
as expansinas sdo mais expressas aos 25 D.A.P, sendo uma das princiapis responsaveis pela
expansdo celular. Estudos de RNA-Seq de Schemberger et al. (2020) sugeriram que este gene
¢ mais expresso em frutos imaturos de melao ‘Amarelo’, 0 que foi comprovado neste
trabalho. A maior acdo desta proteina aos 25 D.A.P € responsavel pelo aumento do processo
de expanséo e crescimentos dos frutos, como evidenciado também na Figura 16.
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Figura 17. Analise da expressdo génica relativa do gene CmEXP, responsavel pela codificacdo das expansinas.
Foram utilizadas as médias dos tratamentos, apresentando o erro padrdo, letra diferentes indicam diferenca
significativa (p<0,05) a teste de Tukey a 5%.
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Fonte: A autora.

Jiang et al. (2019) investigaram o0s genes que codificam as expansinas, 0S quais Sao
responsaveis pelo desmonte da parede celular, causando rachaduras e amaciamento nos frutos
de tomate. Quando o gene responsavel pela expressdo das expansinas foi inativado, observou-

se um aumento na firmeza e menor ocorréncia de rachaduras nos frutos.

Em meldes 'Mangalore' (ndo-climatéricos), a expressdo de CmEXP1 foi mil vezes
menor do que nos frutos climatéricos de meldo Cantalupensis ‘Muskmelon’ resultando em
frutos que com maior vida Util pds-colheita. Observou-se também que sem a expressao de
expansinas, ndo ocorre afrouxamento da matriz celuloses- hemicelulsoe em decorréncia da
acdo dessas proteinas, mantendo o fruto firme por mais tempo (Gunnaiah et al., 2021).
Provando as expansinas sdo altamente responsivas a etileno, em meldes que ndo possuem
picos de etileno as expansinas promovem o afrouxamente de parede de forma controlada, para
os frutos apresentarem a firmeza adequada para consumo, mas evitam o amolecimento

excessivo pés-colheita

Su et al. (2024) observaram que o nocaute dos SICEL2 e SIEXP proporcionou frutos
de tomate mais firmes nos estadios finais da maturacdo e os manteve mais firmes por mais
duas semanas ap6s a colheita. J& a superexpressdo destes genes provocou o amolecimento

precoce no estadio de maturacdo de 25 D.A.P. Os autores afirmam que a atuacdo dessas
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enzimas na rede xiloglucano-celulose, além da acdo enzimatica, promove a ruptura das
ligacGes de xiloglucano e celulose de forma mecénica, afrouxando a parede celular e

tornando-a mais suscetivel a acdo de outras enzimas que degradam a parede.

6.3 ATIVIDADE ENZIMATICA DE POLIGACTURONASE

Conforme demonstra a Figura 18, houve aumento na atividade das poligalacturonases
de 15 para 25 D.A.P e a mesma manteve-se continua até a maturacdo completa do fruto. Isso
corrobora 0 aumento da expressdo de CmPGN aos 25 D.A.P, indicando uma relagdo entre a
expressdo desse gene e a atividade enzimética. Embora a expressdo de CmPGN tenha
diminuido aos 35 e 45 D.A.P, a atividade das poligalacturonases permaneceu alta, sugerindo

uma regulacdo pds-transcricional ou a¢éo de outros fatores regulatorios.

Figura 18. Atividade enzimatica das poligacturonases (PG) em frutos de meldo cv. Eldorado ao longo da
maturacdo. quantidade de &cido galacturbnico liberado pumoL por minuto. Foram utilizadas as médias dos
tratamentos, apresentando o erro padrdo, letra diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) a teste de
Tukey a 5%.
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Fonte: A autora.

O estudo conduzido por Ke et al. (2018) revelou que o gene SIPG14 de tomate, foi
mais expresso em frutos jovens. A supressdo desse gene em 99% ndo teve impacto na

solubilizacdo da pectina nem no amolecimento da fruta, isso se explica pelo fato de a
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expressdo de genes ndo necessariamente resulta em transcritos. Embora a atividade de um
unico gene de enzimas PG possa ndo ser suficiente para influenciar a textura, as PG sédo
controladas por familias multigénicas e seus fatores de transcricdo, desempenham um papel
significativo na deterioracdo do tecido em estadios posteriores de maturacéo.

Villarreal et al. (2008) avaliaram a atividade da PG em morango ‘Toyonaka’ em
funcdo dos estadios de maturacéo, desde frutos verdes até totalmente vermelhos. Os autores
observaram que a atividade da PG aumentou continuamente dos estadios verdes até o estadio
de frutos vermelhos, com uma expressdo enzimatica consideravelmente maior a partir no
inicio estadio vermelho. No estadio de frutos completamente vermelhos, a atividade do PG
em ‘Toyonaka’ foi aproximadamente 1,8 e 3,8 vezes maior do que nos estagios maduros.
Esses dados corroboram os encontrados neste trabalho, onde a atividade enzimética de PG
aumentou aos 25 D.A.P e permaneceu continua até o fim da maturagéo

Outros fatores como horménios, além do etileno, principalmente AUX e ABA, podem
estar influenciando a atividade da poligalacturonase, a estabilidade das enzimas e possiveis
mecanismos de regulacdo pos-traducional podem estar contribuindo para a manutencdo da
atividade das poligalacturonases mesmo ap6s a diminui¢do da expressdo génica de CmPGN
(Saladié et al., 2015).

Esses resultados indicam uma complexa regulacdo da atividade das poligalacturonases
durante o desenvolvimento do fruto, envolvendo multiplos niveis de controle molecular e
possiveis interagdes com outros processos fisiologicos. Essa compreensao é fundamental para

elucidar os mecanismos subjacentes ao amadurecimento e qualidade dos frutos.

6.4 ATIVIDADE ENZIMATICA B -D-XYLOSIDASE

As observacdes da atividade enzimatica de B-d-xylosidases ao longo da maturacao
estdo disponiveis na Figura 19. E possivel identificar que houve baixa atividade aos 15 D.A.P
e aumento significativo aos 25 D.A.P, mantendo-se elevada até a completa maturacdo dos
frutos. Isto sugere uma regulacdo dindmica dessas enzimas ao longo do desenvolvimento do

fruto.
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Figura 19. Atividade enzimatica das B-d-xylosidases em frutos de meldo ‘Eldorado’ aos 15, 25, 35 ¢ 45 D.A.P.
A unidade de enzima é medida em quantidade de xilose liberado pmoL/minuto Foram utilizadas as médias dos
tratamentos, apresentando o erro padrdo, letra diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) a teste de
Tukey a 5%.
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Durante o processo de maturagdo do fruto ocorrem mudangas significativas na
composicdo da parede celular, incluindo a degradacdo de polissacarideos como a xilana. O
aumento na atividade das P-d-xilosidases pode ser parte desse processo, permitindo a
remodelacdo da parede celular para acomodar o crescimento e amadurecimento do fruto.

A expressdo de genes relacionados as [-d-xylosidases pode ser induzida por sinais
hormonais, como o etileno. Em analises transcriptdmicas conduzidas por Saladié et al. (2015),
enzimas como poligacturonases, endo-1,3-B-glicosidases e -d-xilosidases foram observadas
em meldo ‘Védrantais’, enquanto proteinas arabinogalactananas semelhantes a fascilina foram
mais encontradas em meldo ‘Piel de sapo’. No entanto, em alguns frutos ndo climatéricos,
como os meldes ‘Eldorado’ e 'Piel de sapo', que ndo possuem picos de etileno, a regulacao
hormonal pode ocorrer por meio de outros horménios, como ABA e AUX (Saladié et al.,
2015). Portanto, a dindmica observada na atividade das B-d-xylosidases pode refletir uma
resposta coordenada a sinais hormonais especificos ao longo do desenvolvimento do fruto.

O estudo realizado por Martinez et al. (2004) investigou o gene FaXyll, que codifica a
enzima B-xilosidase, observando atividade enzimética em todos os estagios de maturagéo,
com picos ocorrendo nos 25-50% de frutos vermelhos. A deteccdo de baixa atividade em

estagios imaturos, onde a expressdao de FaXyll ndo foi encontrada, sugere a presenca de
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outros genes semelhantes a B-Xilosidases. Tanto a expressdo de FaXyll quanto a atividade
total da PB-xilosidase foram identificadas como reguladas negativamente pelas auxinas,
seguindo um padrdo comum em muitos processos relacionados ao amadurecimento no
morango. Este trabalho assemelha-se ao aqui encontrando, em que houve baixa atividade da
B-xilosidase aos 15 D.A.P. em mel&o.

Takizawa et al. (2014) estudaram a atividade das enzimas B-xilosidases em frutos de
tomate em diferentes estdgios de maturacdo e observaram que as maiores atividades
enzimaticas ocorreram aos 15 D.A.P e aos 30 D.A.P, correspondendo a analise de expressao
dos genes SIXXT1, SIXXT2 e SIXXT5, os quais também foram mais expressos nos mesmos
periodos. Estas proteinas sdo responsaveis pela degradacdo do xiloglucano e seus genes sao
mais expressos durante os periodos de expansdo dos frutos, causando o afrouxamento da
parede celular durante a maturagdo. Este estudo corrobora os dados encontrados no presente
trabalho, em que houve maior expressdo do gene CmXYL e 0 aumento da atividade enzimatica
aos 25 D.A.P, estadio intermediario, onde os frutos estdo em expansdo, comprovando a
hipbtese de que este estadio € onde ocorrem as maiores mudancas metabolicas relacionadas a
expressdo de genes e acumulo de proteinas que atuam na degradag@o da parede celular dos
frutos.

Bustamante et al. (2009) investigaram o efeito da aplicacdo de ABA, AUX, acido
giberélico (GA) e etileno em genes e proteinas da B-xilosidase em morangos. A aplicacéo de
AUX regulou negativamente a atividade enzimatica, enquanto o ABA aumentou a expressdo
do gene, porém ndo teve efeito sobre a atividade enzimatica, assim como o etileno e 0 GA.

A regulacdo pos-traducional, como modificacdes proteicas ou interaces com outras
moléculas, pode influenciar significativamente a atividade das enzimas. Portanto, 0 aumento
na atividade das -d-xylosidases pode ser resultado ndo apenas do aumento na expressao do
gene CmXYL, mas também de modificacbes pOs-traducionais das enzimas, que aumentam

suas eficiéncias
6.5 INTERA(;OES ENTRE GENES, ATIVIDADE ENZIMATICA E FIRMEZA
Analise de correlagOes entre a expressdo génica atividade enzimatica e firmeza dos

frutos (Figura 20). O aumento na expresséo do gene CmAGL1 foi positivamente

correlacionado ao aumento da expressdo de CmPGN, esta correlacdo € muito forte. Isso
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sugere que esses dois genes podem estar envolvidos em vias metabdlicas ou processos
bioldgicos semelhantes, ou que um regula a expresséo do outro. O gene CmAGL1
desempenha um papel fundamental no ciclo da sacarose ao hidrolisar a rafinose e a estaquiose
e liberar galactose(Stroka et al., 2024). A galactose € o principal componente das pectinas,
que sdo polissacarideos que circundam a matriz de celulose-hemicelulose, conferindo
hidratacdo e adesdo celular. Por sua vez, as pectinas sdo 0s principais substratos das
poligalacturonases, cuja acdo, juntamente com fatores hormonais e ambientais, desempenha
um papel crucial na modulagdo da firmeza dos frutos (Kohli; Gupta, 2015; Stroka et al., 2024;
Zdunek; Pieczywek; Cybulska, 2021).

Uma correlacdo positiva forte entre os genes CmAGL1 e CmXTH1 foi observada,
sugerindo uma possivel interacdo entre esses genes. O xiloglucano ¢ uma macromolécula
composta por unidades de B-D-Glc, xilose, galactose e fucose (Ishida; Yokoyama, 2022).
Enquanto o aumento da expressdo do gene CmAGL1 responsavel pela codificacdo da enzimas
a- galactosidase, induz o aumento da atividade dessa enzima, aumentando a galactose, no
ciclo da sacarose, que é convertida em UDP-Glc (Schemberger et al., 2020), que por sua vez
é convertido em B-D-Glc(1—4), a principal fonte para a formagdo do esqueleto do
xiloglucano (Rashmi; Siddalingamurthy, 2018).

As enzimas XTH sao responsaveis pela transglicosilacdo ou hidrdélise do xiloglucano,
promovendo o afrouxamento da parede celular (Li et al., 2023). Durante 0 amadurecimento,
um aumento nos niveis de glicose e galactose, derivados da conversdo de rafinose e
estaquiose catalisada pela enzima a-galactosidase, fornece substrato adicional para a sintese
de xiloglucano, o principal substrato das XTHs. Conforme a expressdo do gene CmAGL1
aumenta, também aumenta a expressdo de XTHSs, promovendo a degradacdo do xiloglucano, o
que resulta na queda de firmeza aos 25 D.A.P.

Uma correlacdo negativa muito forte entre a expressao dos genes CmCEL e CmXGT
foi visualizada. A expressdo de CmXGT esta associada ao aumento da atividade da
xiloglucano glicosiltransferase-4, que desempenha um papel na biossintese de xiloglucano,
semelhante as glicosiltransferases envolvidas na formacao da celulose (Gibeaut, 2000), mas
em decorréncia da expressdo tardia isso pode ndo acontecer. Por outro lado, as
endoglucanases (CmCEL) estdo envolvidas na degradacdo da celulose, catalisando a hidrdlise
e clivagem das liga¢des B-(1,4) glicosidicas, resultando na formacdo de celodextrinas (Jara et

al., 2019; Shrotri; Kobayashi; Fukuoka, 2017). O aumento na sintese de xiloglucano, que
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forma uma matriz ao redor das microfibrilas de celulose, pode impedir a acdo enzimética
direto as microfibrilas de celulose pelas endoglucanases (Ishida; Yokoyama, 2022; Jara et al.,
2019). Portanto, o aumento na expressdo do gene CmXGT, responsavel pela sintese de
xiloglucano, pode levar a uma reducéo na expressao de CmCEL, responsavel pela degradacdo
da celulose.

Figura 20. Andlise de correlagdo de Spearman entre o padrdo de expressdo de genes de parede celular, atividade
enzimatica ¢ firmeza em frutos de meldo amarelo ‘Eldorado’. Os ntimeros nos quadrados indicam se as
correlagbes sdo positivas, muito fracas (0,2), fracas (0,2 a 0,4), moderadas (0,4 a 0,6), fortes( 0,6 a 0,8)ou muito
fortes (0,8 a 1,0) ou negativas , muito fracas (-0,2), fracas (-0,2 a -0,4), moderadas (-0,4 a -0,6), fortes (-0,6 a-
0,8)ou muito fortes(-0,8 a-1,0).
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Uma correlacdo negativa muito forte entre a expressao dos genes CmCEL e CmXGT
foi visualizada. A expressdao de CmXGT esta associada ao aumento da atividade da

xiloglucano glicosiltransferase-4, que desempenha um papel na biossintese de xiloglucano,
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semelhante as glicosiltransferases envolvidas na formacdo da celulose (Gibeaut, 2000), mas
em decorréncia da expressdo tardia isso pode ndo acontecer. Por outro lado, as
endoglucanases (CmCEL) estdo envolvidas na degradacao da celulose, catalisando a hidrdlise
e clivagem das liga¢des B-(1,4) glicosidicas, resultando na formacdo de celodextrinas (Jara et
al., 2019; Shrotri; Kobayashi; Fukuoka, 2017). O aumento na sintese de xiloglucano, que
forma uma matriz ao redor das microfibrilas de celulose, pode impedir a acdo enzimatica
direto as microfibrilas de celulose pelas endoglucanases (Ishida; Yokoyama, 2022; Jara et al.,
2019). Portanto, o aumento na expressdo do gene CmXGT, responsavel pela sintese de
xiloglucano, pode levar a uma reducdo na expressao de CmCEL, responsavel pela degradacéo
da celulose.

Foi observada uma correlacdo positiva muito forte entre 0 aumento da expressao de
CmCEL e a queda da firmeza. As endoglucanases sao responsaveis pela clivagem das ligacoes
B-(1,4) da celulose, o que resulta no afrouxamento e comprometimento da estrutura da rede de
microfibrilas de celulose e xiloglucano. Isso leva ao amaciamento da polpa dos frutos e,
consequentemente, a perda de firmeza (Valenzuela-Riffo; Morales-quintana, 2019).

A expressdao de CmXGT demonstra uma correlacdo positiva forte com a firmeza dos
frutos. Conforme documentado na literatura, as Xxiloglucano glicosiltransferases 4 estéo
intrinsecamente ligadas a sintese de xiloglucano (Gibeaut, 2000).

Foi observada uma correlacdo positiva muito forte significativa entre 0s genes
CmXTH1 e CmXTH2. Indicando uma possivel cooperacdo ou regulacdo mutua entre esses
dois genes da mesma familia multigénica. As enzimas XTHs podem realizar a
transglicosilacdo promovendo clivagem e reconexdo em outras moléculas de xiloglucano, ou
a hidrolise do xiloglucano quebrando as ligagdes B-(1,4) glicosidicas, promovendo expanséo,
afrouxamento de parede e queda na firmeza dos frutos (Ishida; Yokoyama, 2022; Saladié et
al., 2015)

Observou-se que 0 aumento na expressdo de CmXTH1 tem correlagdo positiva muito
forte com o aumento da expressdo de CmPGN. As poligalacturonases sdo responsaveis pela
hidrolise da pectina e sdo codificada por genes PG, o aumento na expressdo de PGN pode
resultar em aumento a atividade da PG, deixando a pectina mais solGvel e possibilitando a
acdo das XTHs como hidrolases que degradam o xiloglucano (Ishida; Yokoyama, 2022),
aumentando a porosidade na parede, o afrouxamento celular e queda na firmeza (Anderson,
2015; Yang et al., 2018).
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Foi observada uma correlagdo positiva forte entre a expressao de CmEXP e a atividade
da poligalacturonase (PG). As poligalacturonases sdo as principais enzimas que atuam na
degradacdo de pectinas (Yang et al., 2018). Quando ocorre o ataque enzimatico em
decorréncia de PG, a matriz de celulose e xiloglucano fica exposta, tornando-se mais
suscetivel a acdo de proteinas expansinas, responsaveis pela quebra das pontes de hidrogénio
entre a rede de microfibrilas de celulose e xiloglucano, amaciando os frutos (Belfield et al.,
2005).

O aumento da atividade da -D-xylosidase tem correlagdo negativa muito forte com a
queda da firmeza aos 25 D.A.P (p < 0,0210). As p-D-xylosidases atuam na hidrolise da xilose
ligada ao xiloglucano. A solubilizacdo do xiloglucano aumenta a porosidade da parede,
promove o afrouxamento celular e consequentemente a perda da firmeza em frutos durante a
maturacdo, liberando os polimeros de acido galacturonico para degradacdo enzimatica (Falara
etal., 2011).

Observa-se também correlagdo positiva muito forte entre a atividade das PGs e das B-
D-xylosidases. Sabe-se que a atividade das PGs resulta na despolimerizacdo das pectinas,
tornando a parede mais porosa (Nishiyama et al., 2007), permitindo a acdo de enzimas que
degradam o xilose, assim como as [3-D-xylosidases (Falara et al., 2011).
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7. CONCLUSOES

Em sintese, os genes identificados como responsaveis pela degradacdo da parede
celular no meldo amarelo cv. Eldorado foram: CmAGL1 (a-galactosidase), CmCEL
(endoglucanase) CmXYL (Beta-D-xilosidase familia de proteinas) CmXTH1 e CmXTH2
(xiloglucano endotransglucosilase/hidrolase), CmPGN (poligalacturonase-1 n&o-catalitica
subunidade beta), CmEXP (expansina-like A2), estes genes apresentaram niveis de expressao
mais elevados aos 25 dias apds a polinizacdo (D.A.P.), coincidindo com a fase em que a
firmeza dos frutos diminui devido a expansdo celular. Em paralelo, o gene CmXGT,
relacionado a biossintese de xiloglucano, destacou-se por sua expressdo mais pronunciada aos
45 D.A.P. As analises enzimaticas das poligalacturonases ¢ das f-D-xilosidases seguiram um
padrdo semelhante, com aumento significativo de atividade aos 25 D.A.P. e manutencdo dessa
atividade ateé os 45 D.A.P.

Observaram-se correlacGes positivas entre a expressdo de CmAGL1 e CmPGN,
CmAGL1 e CmXTH1, CmCEL e CmXGT CmXGT e a firmeza dos frutos, CmXTH1 e CmPGN
,CmXTH1 e CmXTH2, bem como entre a expresséo de CmEXP e a atividade de
poligalacturonases, e entre a atividade das [3-D-xilosidases e a atividade de poligalacturonases.
Por outro lado, foram identificadas correlacbes negativas entre a expressdo de, entre a
expressdo de, e entre a atividade das B-D-xilosidases e a firmeza. Portanto, conclui-se que o
estadio de maturacdo mais relevante para o estudo dos genes relacionados a parede celular no
meldo amarelo cv. Eldorado é aos 25 D.A.P. Nesse periodo, ocorrem aumentos na expressao
de genes responsaveis pelo controle da expansdo, extensibilidade e porosidade da parede
celular, resultando em uma queda significativa na firmeza dos frutos durante a maturacéo.
Este periodo é fundamental para os estudos relacionados a parede celular nessa cultura.

Este trabalho lanca luz sobre novas descobertas e perspectivas relacionadas ao padrao
de maturacdo de frutos de meldo ndo climatéricos. Ele servira como uma base solida para
estudos subsequentes que buscam analisar os diversos fatores que interferem na expressao
génica, atividade enzimatica e nas interacBes entre 0s genes, especialmente em relagdo a
influéncia dos horménios vegetais. Além disso, esta pesquisa adicionou informacdes valiosas
ao conhecimento do genoma do meldo. Este estudo representa um avango na compreensdo
dos processos de maturacdo em frutos de meldo ndo- climatérico, contribuindo para avancos
futuros na pés colheita de frutas, mas também abrem novas portas para o melhoramento

genético de cultivares.
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ANEXO A- PREPARO DE SOLUCOES E DE CURVAS PADRAO PARA ENSAIOS
DE ATIVIDADE ENZIMATICA
PREPARACAO DO DNS
e Solucdo A: 5g de DNS (acido 3,5 — dinitrosalicilico) adiciona 100 ml de NaoH 2 mol

L-1;

e Solucdo B: Em um becker de 550 ml colocar 150 g de tartarato duplo de sédio e
potassio e dissolvidos em 250 ml de &gua destilada. A solugdo é levada ao
aquecimento até dissolver completamente e a ela é adicionada a solucdo A de DNS
sob aquecimento, até dissolver completamente.

e Deixa-se esfriar e afere-se em baldo de 500 mL com &gua destilada. A solugdo é
armazenada em frasco escuro, ao abrigo da luz.

Curva Padrdo com acido- D- galacturénico 1mg. mL !

e Curva padrdo: na construcdo da curva padrdo preparou-se uma solucdo mée de acido

D-galacturdnico na concentragdo de 1 mg mL™,

e Fazem-se diluices de 0,2; 0,4; 0,5; 0,6 € 0,8 mg. mL™.

Tubo Concentracao Solucéo H20 destilada
mg/mL?t ML uL
1 0,0 0 1000
2 0,2 200 800
3 0,4 400 600
4 0,5 500 500
5 0,6 600 400
6 0,8 800 200

e Transferiram-se 500 pL das solu¢bes-padréo a 500 pL da solugdo de DNS.
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e Os tubos sdo aquecidos a 100 °C por 10 min e entdo resfriados em banho com agua e
gelo.

e A cada tubo foram adicionados 4 mL de agua destilada e, apds homogeneizacao, a
absorbéancia foi lida a 540 nm. (STOCK, 2012).

PREPARAC}AO DO EXTRATO ENZIMATICO

e Preparar solucéo de NaCl 0,9%;

e Em um liquidificador triturar 40 g de meldo (descongelar um pouco) com 40mL de
NaCl a 0,9% e centrifugar a 5000 rpm por 30 min a 4°C, recuperar o sobrenadante
que contém as enzimas.

e Diluir 400 pL de extrato em 600 pL de agua e depois multiplicar por 2,5x a diluicdo
(extato muito concentrado).

CURVA PADRAO COM XILOSE 1IMG/ML
e Curva padrdo: na construcdo da curva padrdo preparou-se uma solucdo mée de xilose
na concentragdo de 1 mg mL-1.
e Fazem-se diluicGes de 0,2; 0,4; 0,5; 0,6 e 0,8 mg mL-1.

Tubo Concentracao Solucéo H20 destilada
mg/mL1 uL uL
1 0,0 0 1000
2 0,2 200 800
3 0,4 400 600
4 0,5 500 500
5 0,6 600 400
6 0,8 800 200

e Transferiram-se 500 pL das solu¢Ges-padréo a 500 pL da solucdo de DNS.
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e Os tubos sdo aquecidos a 100 °C por 10 min e entdo resfriados em banho com agua e

gelo.
e A cada tubo foram adicionados 4 mL de agua destilada e, apds homogeneizacao, a

absorbancia foi lida a 540 nm.





