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RESUMO

Dentre os atributos de qualidade importantes para a comercializacdo dos frutos de meloeiro
estdo o acumulo de agUcares, principalmente sacarose, e a coloracdo de polpa e casca. Tais
caracteristicas podem ser afetadas, entre outros fatores, pelo tipo de maturacdo. A espécie
Cucumis melo L. é de extremo interesse para estudos voltados ao metabolismo destes
compostos por possuir cultivares climatéricas e nao-climatéricas. Com isto, este trabalho
objetivou investigar a expressdo génica de candidatos ao metabolismo da sacarose e da
carotenogénese através de RT-qPCR de forma integrativa a analises fisioldgicas de pds-colheita
e de quantificacdo de acUcares através de cromatografia liquida de alta performance, em frutos
de meloeiro cv. Gaucho (climatérico) e cv. Eldorado (ndo-climatérico). Os resultados aqui
apresentados apontam que a sacarose sintase 1 (CmSUS1) possui a fungdo de sintese e acimulo
de sacarose para ambas as cultivares, enquanto que a sacarose sintase 2 (CmSUS2) é mais
expressa em frutos de meldo ‘Gaucho’, contribuindo para o menor contetido de hexoses nesta
cultivar. O inibidor de invertase 1 (CmINH1) apresenta maior expressdo em frutos nao-
climatéricos e pode estar envolvido na maturacdo desencadeada ou sinalizada por agucares. A
a-galactosidase neutra 2 (CmNAG2) possui papéis distintos para as duas cultivares, atuando na
sintese de substratos para o crescimento de frutos jovens de ‘Eldorado’, enquanto que em frutos
maduros de ‘Gaticho’ participa do metabolismo dos OFR para acumulo de sacarose. A
expressao dos genes de trealoses-6-fosfato sintase (TPS) indica uma maior participacdo destas
enzimas na regulacdo dos aglcares de meldo ‘Gatcho’, exceto pela expressdo de CmTPS7 que
também aumenta durante o amadurecimento de ‘Eldorado’. Na via dos carotenoides, as
caroteno isomerase 1 e 2 (CmCRTISO1 e CmCRTISO2) e pB-anel caroteno hidroxilase
(CmpPOHasel) sdo mais expressos em frutos de meldo ‘Gaticho’ em estagios mais proximos da
maturacdo e podem estar envolvidos na formacdo de pigmentos, compostos volateis e
fitormoénios para esta cultivar. Tais resultados contribuem para a elucidacdo de diferencas
intraespecificas relacionadas aos atributos de qualidade do fruto em diferentes tipos de
maturacao e demonstra pela primeira vez a expressao de genes participantes deste processo para
a cultivar ‘Gatcho’, de importancia comercial para o Brasil.

Palavras-chave: sacarose, maturacao, trealose, coloracdo do fruto.



ABSTRACT

Among the important quality attributes for the commercialization of melon fruits are the
accumulation of sugars, mainly sucrose, and the flesh and rind color. Such traits can be affected,
among other factors, by the type of ripening. The species Cucumis melo L. is of extreme interest
for studies aimed at the metabolism of these compounds as it has both climacteric and non-
climacteric cultivars. Thus, this work aimed to investigate the gene expression of candidates for
sucrose metabolism and carotenogenesis through RT-gPCR in an integrative approach to
physiological analyzes of postharvest and sugar quantification through liquid chromatography
of high performance, in melon fruits cv. Gaucho (climacteric) and cv. Eldorado (non-
climacteric). The results presented here indicate that sucrose synthase 1 (CmSUS1) has the
function of synthesis and sucrose accumulation for both cultivars, while sucrose synthase 2
(CmSUS2) is higher expressed in 'Gadcho’ melon fruits, contributing to the lower content of
hexoses in this cultivar. The invertase inhibitor 1 (CmINH1) is higher expressed in non-
climacteric fruits and may be involved in maturation triggered by sugars. Neutral o-
galactosidase (CmNAG2) has distinct roles for the two cultivars, acting in the synthesis of
substrates for the growth of young 'Eldorado’ fruits, while in mature 'Gadcho' fruits it
participates in the metabolism of OFR for sucrose accumulation. The expression of trehalose-
6-phosphate synthase (TPS) genes indicates a greater participation of these enzymes in the
regulation of sugars in 'Galcho' melon, except for the expression of CmTPS7, which also
increases during the ripening of 'Eldorado’. In the carotenoid pathway, carotene isomerase 1
and 2 (CmCRTISO1 and CmCRTISO2) and B-ring carotene hydroxylase (CmpOHasel) are
higher expressed in ‘Gaicho’ melon fruits at premature and full ripening stages and may be
involved in the formation of pigments, volatile compounds and phytohormones for this cultivar.
These results contribute to the elucidation of intraspecific differences related to fruit quality
attributes in different types of maturation and demonstrate for the first time the expression of
genes participating in this process for the cultivar 'Gadcho’, of commercial importance for
Brazil.

Key words: sucrose, ripening, trehalose, fruit colour.
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1 INTRODUCAO

O meldo (Cucumis melo L.), espécie pertencente a familia Cucurbitaceae é cultivado
mundialmente em regifes temperadas e tropicais, em casa de vegetacdo ou a campo
(AMANULLAH et al., 2018; FERNANDEZ-TRUJILLO et al., 2011; PARIS et al., 2017).
Dados do IBGE (2020) estimam a area plantada no Brasil em 23.827 ha, produzindo cerca de
613.933 toneladas de meldo, figurando entre as frutas mais exportadas do pais, com mais de 86
mil toneladas enviadas para o exterior no primeiro semestre de 2021 (ABRAFRUTAS, 2021).

Além de sua importancia econémica, o fruto € um modelo para estudos voltados aos
processos fisiologicos das plantas, como a determinacao sexual, biologia vascular e maturacdo
dos frutos (AYUB et al., 1996; GUIS et al., 1997; MARTIN et al., 2009; PECH et al., 2008;
SALADIE et al., 2015; SCHEMBERGER et al., 2020). E de extremo interesse para
comparagcfes do processo de amadurecimento por possuir cultivares climatéricas e nao-
climatéricas, permitindo a analise de vias dependentes e independentes de etileno sem
intervencdo de diferengas interespecificas, além de possuirem o genoma completo e
transcritomas disponiveis para estudo (FERNANDEZ-TRUJILLO et al., 2011; GARCIA-MAS
et al., 2012; SCHEMBERGER et al., 2020; YANO; EZURA, 2016; YANO; NONAKA,;
HIROSHI, 2018; ZHANG et al., 2019).

A determinacdo da qualidade dos frutos de meloeiro é complexa, sendo os principais
atributos o teor de acUcar, cor da casca e da polpa, acidez, aroma, firmeza, tamanho e formato,
que compbem a elegancia do fruto e sdo decisivos na escolha dos consumidores, além do
conteddo nutricional e da vida util pés-colheita (AMANULLAH et al., 2018; FREILICH et al.,
2015; SALADIE et al., 2015; YANO; EZURA, 2016). Estes atributos estdo diretamente ligados
ao processo de maturacdo dos frutos e sdo controlados por multiplos genes, os quais sofrem
acdo de diversos fatores genéticos e ambientais (AMANULLAH et al., 2018; GARCIA, 2018;
KOU et al., 2021).

Tratando-se de acucares, em geral, as Cucurbiticeas possuem carregamento
simplastico do floema e exportam oligossacarideos da familia da rafinose (rafinose e
estaquiose), além de sacarose para os tecidos dreno (GUR et al., 2016; ZHANG et al., 2012).
Chrost e Schmitz (1997) verificaram que a concentracdo desses oligossacarideos nos frutos de
meloeiro é muito baixa, sugerindo um rapido metabolismo para compostos mais simples. Em
geral, nos frutos, as hexoses glicose e frutose constituem a maior porcentagem dos agucares
solGveis armazenados, porém para meldo, o principal componente responsavel pelo sabor doce

€ a sacarose, variando seu teor dependendo do gendtipo e de sua interacdo com o ambiente
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(BALDWIN et al., 1991; BURGER; SCHAFFER, 2007; FERNANDEZ-TRUJILLO et al.,
2011; SALADIE et al., 2015).

Os carotenoides integram um grupo de diversos pigmentos coloridos e sdo compostos
nutricionais importantes para a dieta humana por apresentarem funcdes como precursores de
vitamina A, acdo anti-inflamatdria e antioxidante (ZHENG; KUIJER; AL-BABILI, 2021).
Como funcdo bioldgica em plantas, sdo atrativos para polinizadores e dispersores de sementes,
agem como fotoprotetores (pigmentos acessorios na fotossintese) e servem como substrato para
formacéo de compostos aromaticos e de fitormoénios como o acido abscisico e estrigolactonas
(OHMIYA etal., 2018; SATHASIVAM et al., 2020; SUN; TADMOR; LI, 2020). Este atributo
é altamente variavel entre os genotipos, havendo frutos de polpa branca, verde, amarela e
alaranjada, com evidéncias apontando que esta regulacdo ocorre no nivel transcricional e pos-
transcricional, atraves da expressdo diferencial de genes carotenogénicos e suas interacdes
moleculares (OHMIYA et al., 2018; TZURI et al., 2015).

Estudos biomoleculares mais amplos que compreendam o funcionamento das vias
metabolicas integrando a construcdo dos atributos de qualidade e a evolucdo da maturagédo séo
ferramentas essenciais, a nivel comercial e cientifico, para direcionar modificacGes de manejo
e intervencBes na engenharia genética a fim de valorizar a qualidade dos frutos de meloeiro e

de toda a familia Cucurbitaceae.
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2 OBJETIVOS

Este trabalho objetivou elucidar aspectos do metabolismo dos agucares e carotenoides
em frutos de meloeiro (Cucumis melo L.) climatérico cv. Galcho (grupo Cantalupensis) e ndo-
climatérico (meldo amarelo, grupo Inodorus) cv. Eldorado, bem como 0s mecanismos
moleculares que coordenam este processo, através da analise de expressdo génica ao longo da
maturacao.

Os objetivos especificos foram:

a) identificar genes de interesse para as vias metabolicas de acUcares e carotenoides em
mel&o com base em resultados anteriores de analise de RNA-Seq e da literatura;

b) desenhar iniciadores (primers) especificos para 0s genes de interesse e analisar a
expressdo destes através da técnica de RT-gPCR;

c) comparar os resultados de expressdo génica de ambos 0s genotipos com os resultados
de cromatografia liquida de alta performance (HPLC) do perfil de agucares (sacarose,
glicose e frutose), adquiridos anteriormente.

d) comparar a expressao génica entre os frutos climatéricos e ndo-climatéricos e assim
verificar diferencas intrinsecas no metabolismo dos agUcares e carotenoides de acordo
com o tipo de maturacao.

As informacdes obtidas poderdo contribuir para o entendimento da fisiologia da
maturacdo dos frutos de meldo de forma ampla e especificamente para estas cultivares de
importancia comercial para o Brasil, bem como auxiliar na selecdo e engenharia genética de
frutos de melhor qualidade em relacdo aos atributos teor de acUcares, carotenoides e

propriedades nutricionais.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CULTURA DO MELAO

O meloeiro (Cucumis melo L.) é uma planta herbacea, anual, de crescimento rapido e
adaptada a climas quentes. Com origem asiatica, € uma espécie diploide com 12 pares de
cromossomos (2n=24) e de ampla diversidade de variedades botanicas que produzem frutos de
diferentes formatos, cores, tamanhos e tipos de maturacédo (LI et al., 2006; PARIS et al., 2017;
PITRAT, 2016; TUAN et al., 2019; ZHANG et al., 2019). A espécie pode ser classificada em
pelo menos 16 grupos botanicos (PARIS et al., 2017) dos quais 0s mais representativos no
Brasil sdo o Inodorus e o Cantaloupe. Seu uso industrial é voltado para a producéo de sucos,
geleias e sorvetes e também é amplamente consumido in natura (TUAN et al., 2019).

Segundo os dados da FAO (2019), atualmente a China figura como o maior produtor
da fruta, com mais de 27 milhGes de toneladas anuais em 1.039.691 ha de area colhida, enquanto
que o Brasil ocupa a 122 posi¢cdo mundial em termos de producdo. Em solo brasileiro, o IBGE
(2020) estima a area plantada em 23.827 ha, produzindo cerca de 613.933 toneladas de meldo,
sendo um importante produto de exportacdo (ABRAFRUTAS, 2021).

O meldo tipo amarelo, do grupo Inodorus (ndo-climatérico) é plantado no Brasil para
consumo interno e exportacdo, principalmente devido ao sabor e a capacidade de transporte,
sendo a regido Nordeste responsavel pela maior producdo (YURI; RESENDE; COSTA, 2019).
Ha ainda demanda crescente de meldes tipo “nobre”, como Pele de Sapo, Galia e Charentais
pelos consumidores brasileiros e pelo mercado externo, principalmente 0s paises europeus
(COSTA, 2017). O meldo ‘Caipira’ ou ‘Gaicho’ (Cucumis melo, grupo Cantalupensis),
também produzido no Brasil e com maior expressdo no Sul do pais, pertence ao grupo de
maturacdo climatérica, possui aroma e sabor marcantes e boa aceitacdo pelo mercado
(OLIVEIRA et al., 2017; PITRAT, 2016; SOUSA et al., 2017).

O fruto é dividido em exocarpo, mesocarpo e endocarpo e acumula sacarose ao invés
de hexoses como agucar de reserva, bem como ndo acumula amido. A cor da polpa varia de
cores claras até o alaranjado, principalmente devido aos diferentes teores de f-caroteno e é rico
em 4&cido ascorbico, fibras, aglcares e minerais importantes para a dieta (COSTA, 2017,
ESTERAS et al., 2018; FILGUEIRA, 2013; PARIS et al., 2017).

Quatro tipos de expressdo sexual podem ocorrer na espécie Cucumis melo L., sendo
elas a andromonoicia, ginomonoicia, monoicia e flores hermadroditas. A maior parte das

plantas de meloeiro cultivadas no Brasil sdo andromondicas com flores masculinas e flores
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completas separadas espacialmente na mesma planta (COSTA, 2017; KIILL et al., 2015). As
flores masculinas se desenvolvem ao longo da haste principal e possuem menor dimensao,
enquanto as flores completas ou femininas se formam nas ramas laterais (FILGUEIRA, 2013;
KIILL etal., 2015). Quanto a morfologia, as flores do meloeiro possuem célice verde com cinco
sépalas, corola amarela com cinco pétalas ligadas pela base e 0 ovério é infero (SOUSA, 2008).
A abertura floral ocorre pela manhd, em torno de 5h e 5h30 e as flores comegam a perder a
viabilidade a partir das 15h, com tempo de vida médio em torno de 12 horas (KOUONON et
al., 2009). As melhores taxas de fecundacdo e frutificacdo sao alcancgadas através da polinizacao
cruzada (manual ou por insetos), apesar da planta possuir autocompatibilidade (KIILL et al.,
2013). O sistema radicular é superficial, com raiz pivotante, ndo tolerando solos &cidos,
encharcados, rasos, argilosos e pesados (COSTA, 2017; FILGUEIRA, 2013).

A temperatura 6tima para cultivo do meloeiro se da em torno de 25°C a 35°C e é muito
suscetivel ao frio (OLIVEIRA et al., 2017). No Brasil, em regides de clima mais ameno, sugere-
se 0 plantio de outubro a fevereiro e em regides quentes pode-se produzir durante o ano todo
(YURI; RESENDE; COSTA, 2019).

Ao menos quatro estagios de desenvolvimento do fruto podem ser definidos, segundo
Zhang et al. (2016), consistindo em fruto jovem (com aproximadamente 10 dias apos a
polinizacdo — D.A.P.), em expansdo (~20 D.A.P.), em estdgio prematuro (~30 D.A.P.) e
plenamente maduro (~40 D.A.P.), podendo variar de acordo com a cultivar e local de

crescimento.

3.2 FISIOLOGIA DA MATURACAO DE FRUTOS

A espécie Cucumis melo L. possui intenso interesse bioldgico por possuir variedades
com diferentes padrdes de maturacdo, que podem ser divididos de maneira simplificada em
climatérico e ndo-climatérico de acordo com a dependéncia do etileno para o processo de
amadurecimento. O etileno (C2Ha4) foi o primeiro fitormdnio gasoso descoberto e sua sintese se
da a partir do precursor S-adenosil-1-metionina (AdoMet) que é entdo convertido para acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) através da enzima ACC sintase (EC 4.4.1.14) e por
fim, ACC e oxidado pela enzima ACC oxidase (EC 1.14.17.4) para formar etileno (KOU et al.,
2021; SALADIE et al., 2015; YANO; EZURA, 2016).

Frutos tipicamente climatéricos sdo caracterizados por um pico de respiracao seguida
da marcante sintese autocatalitica de etileno, como em tomate, banana e manga (KOU et al.,

2021). Em mel&o maduro apresentam, frequentemente, aroma acentuado, polpa alaranjada e



18

menor tempo de vida Util pds-colheita, pois perdem firmeza e sofrem deterioracdo do sabor
mais rapidamente, como no grupo Cantalupensis (que abrange, por exemplo, cultivares de
meldo Charentais e Védrantais) e Reticulatus (como o meldo Dulce). Em contraposicéo, frutos
ndo climatéricos (morango, citros e uva, por exemplo) apresentam pouca ou nenhuma sintese
de etileno e geralmente ndo iniciam a maturacdo com a aplicacdo exdgena deste horménio.
Frutos ndo climatéricos de meldo mantém a firmeza quando maduros, geralmente possuem
polpa clara ou branca, pouco aroma (explicado pela via de sintese dos ésteres volateis ser
dependente de etileno) e maior vida Util pos-colheita, tal como os frutos do grupo
Inodorus/Ibericus (que inclui, por exemplo, cultivares de meldo Amarelo, ‘Piel de Sapo’,
‘Honey Dew’ e melao Hami) (PARIS et al., 2017; PITRAT, 2016; SALADIE et al., 2015;
YANO; EZURA, 2016; ZHENG; WOLFF, 2000).

Variedades de meldo climatérico possuem a caracteristica de formar zona de abscisao
e exalarem aroma acentuado quando os frutos estdo plenamente maduros, ao contrario de frutos
ndo climatéricos que ndo sofrem abscisdo e sdo pouco aromatizados, prejudicando a
identificacdo da maturacdo comercial e a tomada de decisdo sobre o ponto de colheita
(SALADIE et al., 2015; YANO; EZURA, 2016).

Além da classificacdo dos frutos quanto a maturagdo, as vias metabdlicas de diversos
atributos de qualidade também sdo classificadas em dependentes ou independentes de etileno.
Ayub et al. (1996) foram pioneiros na identificacdo deste fator através da supressao da producéo
de etileno com a transformacdo do gene CmACOL1 no sentido antisense em meldo Charentais
cv. Védrantais (climatérico). O meldo transgénico apresentava maior vida de prateleira, casca
verde, sem formacdo de linha de abscisdo, no entanto, a polpa manteve-se alaranjada e a
producdo de acucares e acidos organicos também ndo foi afetada, demonstrando serem
independentes de etileno (AYUB et al., 1996). Entretanto, diferentes mecanismos de regulacdo
podem agir para formar um mesmo composto, resultando em diferencas intrinsecas no
metabolismo entre genotipos (YANO; EZURA, 2016).

Frutos climatéricos ja possuem amplo estudo em termos de fisiologia e bioquimica da
maturagdo, porém para frutos ndo-climatéricos muitas lacunas ainda estdo abertas, exigindo
atencdo por parte dos pesquisadores. Além disto, o entendimento das vias metabdlicas
dependentes ou ndo de etileno sem a interferéncia de fatores interespecificos, que interferem
negativamente na clareza dos resultados, séo essenciais para o desenvolvimento de novas

tecnologias de producdo e de pds-colheita destes frutos.
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3.3 ACUCARES NO FRUTO

3.3.1 Composicdo de agucares no fruto durante o desenvolvimento

Geralmente, frutos maduros tém predominio das hexoses glicose e frutose na
constituicdo dos aclcares sollveis, porém em Lycopersicon chmielewskii e Solanum
habrochaites, espécies de tomates silvestres, e em frutos de meldo doce (Cucumis melo L.
domesticado), a sacarose é a principal responsavel pelo sabor adocicado, sendo armazenada nos
vacuolos das células do parénquima do pericarpo (NOOKARAJU et al., 2010; SALADIE et
al., 2015).

No inicio do desenvolvimento dos frutos de meldo, o contetdo de agucares soluveis é
baixo, composto principalmente por glicose e frutose. Com 0 evento da maturagéo, o teor de
acucar aumenta rapidamente devido ao acumulo de sacarose e ha o declinio das hexoses ou
permanéncia constante destas (GUR et al., 2016; LINGLE; DUNLAP, 1987).

Diferencas na composicdo dos agucares sollveis de grupos e variedades de meldo,
devem-se além do manejo e do clima, principalmente a acdo distinta das enzimas catalizadoras
de reacOes envolvendo a sacarose, seja por caracteristicas genéticas ou pelo resultado da
interacdo gendtipo x ambiente (BURGER et al., 2000; NOOKARAJU et al., 2010).

3.3.2 Metabolismo da sacarose

Compreender o metabolismo de actcares em meldo ja foi o tema de diversos trabalhos.
Dai et al. (2011) encontraram, através de sequenciamento genético, 42 genes relacionados a via
metabolica dos oligossacarideos da familia da rafinose (OFR), lista esta que foi ampliada para
66 genes com o sequenciamento do genoma do meldo (melonomics.net) (GARCIA-MAS et al.,
2012). Schemberger et al. (2020) também relataram recentemente, a participacdo de genes
relacionados a sintese de trealose como importantes para o metabolismo de agucares em melao.

O teor de solidos soluveis (SS) é a medida mais utilizada para representar os teores de
acucares totais no fruto e trata-se de um atributo poligénico, com pelo menos trés locus de
caracteristica quantitativa (QTLs - quantitative trait locus) relacionados ao teor de Brix
mapeados em diferentes cromossomos (7, 9 e 10) em meldo (AMANULLAH et al., 2018). Dai
et al. (2011) apontam que mais de uma duzia de reacdes enzimaticas estdo envolvidas no
metabolismo da sacarose, atuando na hidrolise do acucar, fosforilagdo, transglicosilacéo,

clivagem e sintese (Quadro 1).
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Quadro 1. Genes codificadores e enzimas correspondentes relacionadas ao metabolismo de agtcares em melao,
suas formas curtas de nomeacao (short form), ID dos unigenes no Genoma Internacional das Cucurbitaceas
(ICuGI) e ID das expressed sequence tags (EST) no genoma MELONOMICS (http://www.melonomics.net/).

(continua)
Enzima Gene ICuGlI unigene ID MELONOMICS ID
o-Galactosidase Acida 1 CmAAG1 MU44893 MELO3C011770
o-Galactosidase Acida 2 CmAAG2 MU65691 MELO3C011771
MU51660
o-Galactosidase Acida Putativa® CmAAG-LIKE1 MU61553 MELO3C010698
MU67306
Nova a-Galactosidase Acida Putativa? CmAAG-LIKE2 - MELO3C020138
a-Galactosidase Neutra 1 CmNAG1 MU45660 MELO3C025599
a-Galactosidase Neutra 2 CmNAG2 MU45612 MELO3C023110
a-Galactosidase Neutra 3 CmNAG3 MU50243 MELO3C010314
a-Galactosidase Neutra Putativa CmNAG-LIKE1 MU48538 MELO3C026247
a-Galactosidase Neutra Putativa CmNAG-LIKE2 MU58753 MELO3C009979
a-Galactosidase Neutra Putativa CmNAG-LIKE3 MU64378 MELO3C015912
Nova a-Galactosidase Neutra Putativa CmNAG-LIKE4 - MELO3C002287
Invertase Acida 1 CmAIN1 MU60417 MELO3C005560
Invertase Acida 2 CmAIN2 MU47159 MELO3C005363
MU45089
Invertase Neutra 1 CmNIN1 MU59818 MELO3C006727
MU56837
Invertase Neutra 2 CmNIN2 mgggggg MELO3C012360
Invertase Neutra 3 CmNIN3 MU46770 MELO3C024083
Invertase Neutra 4 CmNIN4 MU44623 MELO3C004170
Nova Invertase Neutra Putativa CmNIN-LIKE2 - MELO3C013379
Invertase de Parede Celular 1 CmCIN1 MU43713 MELO3C016877
Invertase de Parede Celular 2 CmCIN2 MU50786 MELO3C024383
Invertase de Parede Celular 3 CmCIN3 MU53184 MELO3C010751
Invertase de Parede Celular 4 CmCIN4 MU53489 MELO3C009488
Nova Invertase de Parede Celular Putativa ~ CmCIN-LIKE1 - MELO3C024384
Inibidor de Invertase 1 CmINH1 MU45449 MELO3C022457
Inibidor de Invertase 2 CmINH2 MU43544 MELO3C008049
Inibidor de Invertase 3 CmINH3 MU51906 MELO3C003367
Inibidor de Invertase Putativo CmINH-LIKE1 MU61927 MELO3C022456
Novo Inibidor de Invertase Putativo CmINH-LIKE2 - MELO3C017187
Novo Inibidor de Invertase Putativo CmINH-LIKES3 - MELO3C006266
Galactoquinase CmGK MU54492 MELO3C006726
Hexoquinase 1 CmHK1 MU29719 MELO3C004591
Hexoquinase 2 CmHK?2 MU20377 MELO3C015416
Hexoquinase 3 CmHK3 MU31349 MELO3C007677
Nova Hexoquinase Putativa CmHK-LIKE1 - MELO3C003755
Nova Hexoquinase Putativa CmHK-LIKE2 - MELO3C01457
Nova Hexoquinase Putativa CmHK-LIKE3 - MELO3C015169
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Quadro 2. Genes codificadores e enzimas correspondentes relacionadas ao metabolismo de agtcares em melao,
suas formas curtas de nomeacao (short form), ID dos unigenes no Genoma Internacional das Cucurbitaceas
(ICuGI) e ID das expressed sequence tags (EST) no genoma MELONOMICS (http://www.melonomics.net/).

(conclusdo)

Frutoquinase 1 CmFK1 MU46323 MELO3C020278
Frutoquinase 2 CmFK2 MU51092 MELO3C005395
Frutoquinase 3 CmFK3 MU50678 MELO3C022452
Frutoquinase Putativa CmFK-LIKE1 MU52372 MELO3C009032
Nova Frutoquinase Putativa CmFK-LIKE2 - MELO3C009200
Nova Frutoquinase Putativa CmFK-LIKE3 - MELO3C016138
Fosfoglicomutase (Plastideo) CmPGMpl MU47702 MELO3C005396
Fosfoglicomutase (Citoplasma) CmPGMcyt mgﬂggi MELO3C005293
Fosfoglicose isomerase (Plastideo) CmPGlpl MU46633 MELO3C011104
Fosfoglicose isomerase (Citoplasma) CmPGlcyt MU58375 MELO3C010936
UDP-Glc/gal pirofosforilase CmUGGP MU47766 MELO3C008467
UDP-Glc/gal pirofosforilase Putativa CmUGGP-LIKE1 MU60761 MELO3C008313
Galactose-1-P-uridil transferase CmuUT MU46271 MELO3C006156
UDP-glicose pirofosforilase CmUGP MU47685 MELO3C020244
UDP-glicose pirofosforilase Putativa CMUGP-LIKEL mgggg MELO3C011346
UDP-glicose epimerase 1 CmUGEL1 mggégg MELO3C005769
UDP-glicose epimerase 2 CmUGE2 mgg%gg MELO3C016300
UDP-glicose epimerase 3 CmUGE3 MU51262 MELO3C005640
MU53959
MU63794
Sacarose Sintase 1 CmSuUsS1 mgggggg MELO3C015552
MU60353
MU63124
Sacarose Sintase 2 CmSuUS2 mgggggi MELO3C025101
Sacarose Sintase 3 CmSUS3 mgggigg MELO3C017942
Nova Sacarose Sintase Putativa CmSUS-LIKE1 - MELO3C001956
MU47089
Sacarose-P-sintase 1 CmSPS1 MUG5695 MELO3C010300
MU49488
Sacarose-P-sintase 2 CmSPS2 MU43508 MELO3C020357
Nova Sacarose-P-sintase Putativa CmSPS-LIKE1 - MELO3C008101
MU51242
Sacarose-P-fosfatase 1 CmSPP1 mgggégi MELO3C009570
MU58753

Fonte: Adaptado de Dai et al. (2011) e Garcia-Mas et al. (2012).

Notas:

1 O termo “putativo” refere-se a uma nova enzima predita no genoma MELONOMICS com Unigene

correspondente no ICuGl.

2 “Nova enzima putativa” refere-se a uma nova enzima predita no Genoma MELONOMICS sem Unigene

correspondente descrito no ICuGl.
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Trés fontes principais sdo utilizadas para o acimulo de sacarose pelos frutos: o agucar
advindo diretamente da fotossintese, o produto do catabolismo dos oligossacarideos da familia
da rafinose (OFR) e a ressintese da sacarose (Figura 1) (SCHEMBERGER et al., 2020).

Os oligossacarideos da familia da rafinose, rafinose e estaquiose, ao serem
descarregados do floema para o fruto dreno sofrem hidrélise pela a-galactosidade acida (AAG)
e/ou neutra (NAG). A rafinose é entdo clivada em sacarose e galactose e a estaquiose em
galactose e rafinose (LEIDA et al. 2015; OHKAWA et al., 2010). A galactose liberada pode
ser fosforilada pela galactoquinase, resultando em galactose-1-fosfato (Gal1P) e através da acédo
conjunta de uridina difosfato (UDP)-galactose/glicose pirofosforilase (UGGP), UDP-glicose-
4-epimerase (UGE) e UDP-glicose pirofosforilase (UGP) é convertida para glicose-1-fosfato
(GlIc1P) (DAl et al., 2006; DAI et al., 2011; SALADIE et al., 2015).

A GIclP pode ser transformada nas hexoses-fosfato glicose-6-fosfato (GIc6P) e
frutose-6-fosfato (Fru6P) através das enzimas fosfoglicomutase (PGM) e fosfoglicoisomerase
(PGI), respectivamente. A Fru6P (que pode ser desviada para respiracdo celular) e a UDP-
glicose (UDPGIc) sdo substratos para a sintese ou ressintese de sacarose via sacarose-fosfato-
sintase (SPS) e hidrolise subsequente por sacarose-fosfato-fosfatase (SPP) (DA et al., 2011;
SALADIE et al., 2015).

Figura 1. Via metabdlica dos Oligossacarideos da Familia da Rafinose em meléo e diferentes rotas que levam ao
acumulo da sacarose. A) UDPGIc como substrato da sintese de trealose; B) UDPGIlc como substrato da sintese de
sacarose. UDPglc — uridina difosfato-glicose; FruéP - frutose-6-fosfato; GIc6P - glicose-6-fosfato; GlclP -
glicose-1-fosfato; GallP - galactose-1-fosfato; Trealose-6-P — trealose-6-fosfato; Sacarose-6-P — sacarose-6-

fosfato.
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Fonte: A autora, adaptado de Stroka, Schemberger e Ayub (2021).
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A sacarose sintase (SUS) também pode atuar na sintese de sacarose a partir de frutose
e UDP-glicose ou na hidrolise deste agucar devido a capacidade de realizar a reacdo inversa,
clivando sacarose em frutose e UDP-glicose (DAI et al., 2011; SALADIE et al., 2015;
SCHEMBERGER et al., 2020). Glicose e a frutose podem ser fosforiladas pela hexoquinase
(HK) e frutoquinase (FK), respectivamente, para formar Fru6P e GIc6P (TESTONE et al.,
2019).

Vérias sdo as espécies vegetais que possuem duas ou mais isoformas da sacarose
sintase, com funcoes e perfil de expressdo diferentes, dando flexibilidade ao metabolismo da
sacarose durante as etapas do desenvolvimento do fruto (KLOTZ et al., 2003). Em melao, trés
isoformas podem estar presentes (SUS1, SUS2 e SUS3), além das formas putativas em
diferentes fases do desenvolvimento (DAI et al., 2011).

As enzimas invertases acidas (INV) ou neutras (NIN) hidrolisam a sacarose advinda
de translocacdo ou de sintese, resultando em frutose e glicose, podendo estar presentes na
parede celular (CIN) ou soltveis no vactolo (DAI et al., 2011). Um dos mecanismos de
regulacdo das invertases, por sua vez, é o controle pos-traducional a partir de proteinas
inibidoras da invertase (INH) (LEIDA et al., 2015; PRESSEY, 1994).

A hidrolise da sacarose pela a¢do das invertases, além de diminuir a dogura do fruto,
forma hexoses que podem alimentar as cadeias respiratorias e consequentemente produzir
acidos organicos, tal como o malato, gerando sabor desagradavel ao fruto (SALADIE et al.,
2015).

O declinio da atividade da invertase acida vacuolar, bem como o aumento da expressao
de SUS, sdo pontos-chave do processo de acumulo de sacarose durante o amadurecimento
(BURGER; SCHAFFER, 2007; DAI et al., 2011; SALADIE et al., 2015).

Em oito genotipos de meldo estudados por Burger e Schaffer (2007), todos
apresentaram perfil de diminuicdo da atividade da invertase acida vacuolar, sendo o0 momento
deste evento um indicativo interessante no célculo dos dias potenciais para acimulo de
sacarose. Portanto, uma alternativa para 0 aumento do teor de sacarose € a manipulacdo da
atividade das invertases por meio de proteinas inibidoras. As pequenas proteinas inibidoras da
invertase (15-23 kDa), vacuolares ou de parede celular, séo caracterizadas pela presenca de
quatro residuos conservados de cisteina, compdem a familia dos inibidores da pectina metil-
esterase (PMEI) e regulam a atividade das invertases atraves da formacao reversivel de um
complexo proteinaceo (1 INH: 1 INV), processo este altamente dependente do pH celular
(GIOVANE et al., 2004; JIN et al., 2009; PRESSEY, 1994; RAUSH; GREINER, 2004).
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Jin et al. (2009) ao silenciarem o gene codificante do inibidor de invertase INVINH1
em tomate, que tem como alvo uma invertase de parede celular, obtiveram aumento de
aproximadamente 70% em glicose e frutose comparado ao fruto selvagem jovem e até 30% em
frutos maduros. Greiner et al. (1999) obtiveram reducéo de 75% do acimulo de hexoses quando
transformaram tubérculos de batata com o gene Nt-INHH que atua como inibidor da invertase
vacuolar. Estes trabalhos demonstram o potencial a ser explorado com relagéo a esta regulagéo
pos-traducional pouco estudada ainda em mel&o.

Quanto ao metabolismo da trealose, um dissacarideo ndo redutor, Glc6P e UDPGIc
podem ser convertidas em trealose-6-fosfato (T6P) e UDP através da acdo da trealose-6-fosfato
sintase (TPS) e T6P pode ser desfosforilada para formar trealose + fosfato inorgéanico pela
trealose-fosfato-fosfatase (TPP) (SCHEMBERGER et al., 2020; STROKA; SCHEMBERGER;
AYUB, 2021). Yadav et al. (2014) postularam sobre o modelo sacarose-T6P em tecidos
vegetais, afirmando que T6P age como osmoprotetor e importante regulador negativo dos niveis
de sacarose na célula, a fim de obter uma razéo 6tima entre os aglcares. Além disto, T6P esta
diretamente relacionada a respostas de estresses e a alocacdo de carbono em vegetais
(MORABITO; SECHI; SCHUBERT, 2021).

Ayub et al. (1996) apontaram a producdo de aglcares em meldo como independente
de etileno, demonstrado pelo fato de frutos de meldo Charentais (Grupo Cantaloupe-
climatérico) transformados com o DNA antisense do gene que codifica a enzima ACC oxidase
apresentarem gosto adocicado. Porém em estudos recentes, sugere-se que apesar do acumulo
de acucares ocorrer de forma independente ao fitorménio, o metabolismo dos oligossacarideos
tem se mostrado distinto para os tipos de maturacdo, como por diferencas epigenéticas,
polimorfismo de nucleotideo Gnico (SNPs - single nucleotide polymorphism) e expresséo
diferencial de genes (LEIDA et al., 2015; SALADIE et al., 2015; ZHONG et al., 2013).

3.4 COLORACAO DOS FRUTOS

O teor de carotenoides representa um importante atributo de qualidade para meldo no
gue tange o valor nutricional e a aparéncia. Estes pigmentos coloridos podem ser sintetizados
em organismos como algas, bactérias e plantas, atribuindo coloragdo amarelada, alaranjada ou
avermelhada, sendo uma caracteristica geneticamente determinada (SATHASIVAM et al.,
2020; TUAN et al., 2019; TZURI et al., 2015). Além disto, o contetdo final de carotenoides €
determinado pela razdo entre a biossintese e a degradacdo dos compostos carotenogénicos,

aliado a capacidade de armazenamento do tecido dreno, fatores que podem ser coordenados
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pela expressdo de genes e suas interacdes pos-traducionais e com o ambiente (OHMIYA et al.,
2018; SALADIE et al., 2015; SUN; TADMOR; LI, 2020; SUN, Ll et al., 2020).

Em frutos e flores, os carotenoides sdo sintetizados e acumulados durante a maturacao
em plastideos especializados, denominados cromoplastos (LI et al., 2006; OHMIYA et al.,
2018; TUAN et al., 2019). Pech, Bouzayen e Latché (2014) citam que quando ha a transi¢éo
dos plastidios de cloroplasto para cromoplastos nos frutos, h& uma regulagéo negativa dos genes
da via fotossintética e posterior degradacédo da clorofila. Concomitantemente, ocorre a ativacdo
da via biossintética dos carotenoides, mudando a coloracédo verde do fruto e consequentemente,
0 composto de acimulo predominante.

A cor da casca do mel&o, atributo sugerido como dependente de etileno (AYUB et al.,
1996), ¢ atribuida principalmente ao balanco de clorofilas e carotenoides como B-caroteno e
mais recentemente descoberto, ao acimulo de um pigmento amarelo do grupo dos flavonoides
denominado de chalcona naringenina (chalcona 4,20,40,60-tetra hidroxil), que ocorre de forma
independente aos demais (TADMOR et al., 2010).

A cor da polpa do meldo, que é o enfoque deste trabalho, é resultado da combinacao
entre os carotenoides e clorofilas acumuladas, sem a presenca de chalcona naringenina, gerando
diferentes tonalidades de branco, verde ou laranja (SALADIE et al., 2015; TADMOR et al.,
2010). Esteras et al. (2018) analisaram através de cromatografia liquida de alta performance
(HPLC) os carotenoides produzidos por frutos de meldo maduro com diferentes tonalidades de
polpa e verificaram diferencas acentuadas no teor de B-caroteno, luteina e B-criptoxantina entre
0s genotipos, entretanto estes foram menos evidentes em frutos de polpa clara (branca/verde
claro), comuns em frutos de meldo néo climatérico, como Piel de Sapo e Amarelo. Saladié et
al. (2015), de forma complementar, identificaram nas polpas de meldes maduros climatéricos

e ndo climatéricos a predominancia de B-caroteno, mesmo em polpa branca.

3.4.1Metabolismo de carotenoides

Os carotenoides sdo isoprenoides, principalmente compostos de 40 carbonos
(tetraterpenoides), pertencentes ao grupo dos metabolitos secundarios lipofilicos, derivados de
uma unidade simples de cinco carbonos (isopreno) denominada isopentenil pirofosfato (IPP)
(OHMIYA et al., 2018; SATHASIVAM et al., 2020). O metabolismo de sintese dos
carotenoides é chamado de carotenogenese (Figura 2) e € governado por multiplos genes
(Tabela 1), de forma altamente conservada na maior parte das plantas (SATHASIVAM et al.,
2020).
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Nos plastideos, a biossintese dos carotenoides inicia com a formacao de geranilgeranil
pirofosfato (GGPP), um composto de 20 carbonos, através da adi¢do de trés moléculas de IPP
e uma de dimetilalil pirofosfato (DMAPP), ambos derivados da via metabdlica do 2-C-metil-
D-eritritol 4-fosfato (MEP) ou também chamada via independente de mevalonato, pela enzima
geranilgeranil pirofosfato sintase (GGPPS) (LI et al., 2006; LV et al., 2015; SATHASIVAM et
al., 2020; SUN; LI, 2020; SUN; TADMOR,; LI, 2020). O GGPP é também precursor para a
formacdo de outros isoprenoides importantes para as plantas como giberelinas, tocoferdis,
clorofilas e filoquinonas (LI et al., 2006; SUN; TADMOR; LI, 2020).

Figura 2. Via metabdlica dos carotenoides e xantofilas e possiveis desvios de substratos. MEP - 2-C-metil-D-
eritritol 4-fosfato; PDS — fitoeno dessaturase; Z-1SSO - {-caroteno dessaturase; ZDS - (-caroteno isomerase;
CYP97A e CYP97C - hidroxilases tipo citocromo P450; ZEP — zeaxantina epoxidase; VDE — violaxantina de-
epoxidase.
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Fonte: a autora, adaptado de Sathasivam et al. (2020) e Clotault et al. (2012)
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A préxima etapa, a condensacdo de duas moléculas de GGPP pela enzima fitoeno
sintase (PSY) para formacéo do primeiro composto de 40 carbonos, o pigmento incolor 15-cis-
fitoeno, é determinante e limitante do fluxo de producéo dos carotenoides (OHMIYA et al.,
2018; SATHASIVAM et al., 2020; SUN; LI, 2020). O fitoeno pode entdo dar origem a todos
os trans-licopenos através de diversas reacBes de dessaturacdo (insercdes de duplas ligacdes) e
de isomerizagéo, pela agdo combinada das enzimas fitoeno dessaturase (PDS), {-caroteno
dessaturase (Z-1SO), (-caroteno isomerase (ZDS) e caroteno isomerase (CRTISO) (LI et al.,
2006; LV et al., 2015; SATHASIVAM et al., 2020; SUN; LI, 2020).

Tabela 1. Genes codificadores e enzimas correspondentes relacionadas ao metabolismo de carotenoides em meléo,
suas formas curtas de nomeacdo (short form) e ID da EST no genoma MELONOMICS
(http://www.melonomics.net/).

Gene/Enzima Gene ID MELONOMICS
Geranilgeranil pirofosfato sintase CmGGPPS1 MELO3C020952
CmGGPPS2 MELO3C007109
CmGGPPS3 MELO3C007490
CmGGPPS4 MELO3C013320
Fitoeno sintase CmPSY1 MELO3C025102
CmPSY2 MELO3C014677
CmPSY3 MELO3C016185
Fitoeno dessaturase CmPDS1 MELO3C017772
(-caroteno dessaturase CmzDS1 MELO3C024674
CmzDS2 MELO3C024675
Caroteno isomerase CmCRTISO1 MELO3C009571
CmCRTISO2 MELO3C016495
Licopeno B-ciclase CmLCY-B1 MELO3C020744
CmLCY-B2 MELO3C017963
Licopeno g-ciclase CmLCY-E1 MELO3C004633
g-anel caroteno hidroxilase CmeOHasel MELO3C024495
Zeinoxantina sintase CmzXs1 MELO3C014945
CmzXS2 MELO3C016233
B-anel caroteno hidroxilase CmBCH1 MELO3C006938
CmBCH2 MELO3C005704
Zeaxantina epoxidase CmZEP1 MELO3C020872
Violaxantina de-epoxidase CmVDE1 MELO3C020965
CmVDE2 MELO3C008677

Fonte: Adaptado de Garcia-Mas et al. (2012).
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Posteriormente, ocorre a ramificacdo da via metabdlica através da ciclizagdo do
licopeno pelas enzimas licopeno e-ciclase (LYCE) e licopeno [-ciclase, que realizam a
formagdo de a-caroteno (pela inser¢do de um anel B e um anel € ao licopeno) ¢ B-caroteno
(inser¢do de dois anéis P ao licopeno), respectivamente (LV et al., 2015; SATHASIVAM et al.,
2020; SUN; LI, 2020). Estes carotenoides podem sofrer reagdes de hidroxilacdo e epoxidacao
para a formacdo de compostos oxigenados, denominados de xantofilas (SUN; LI, 2020;
OHMIYA et al., 2018).

Na formagdo de xantofilas, a-caroteno e B-caroteno sao hidroxilados a partir de dois
tipos de hidroxilases: uma ndo-heme B-caroteno hidroxilase (BCH) que hidroxila os anéis § do
[-caroteno para formar B-criptoxantina e, na sequéncia, zeaxantina; e duas heme caroteno
hidroxilases tipo citocromo P450 (CYP97C e CYP97A) que participam da hidroxilacdo dos
anéis B ¢ € do a-caroteno para a formacédo de zeinoxantina e a-criptoxantina e posteriormente,
de luteina (LV et al., 2015; SATHASIVAM et al.,, 2020; SUN; TADMOR; LI, 2020).
Zeaxantina pode sofrer reacdes de epoxidacdo e de-epoxidacdo através das enzimas zeaxantina
epoxidase (ZEP) e zeaxantina de-epoxidase (VDE) para formar anteroxantina e violoxantina.
O ciclo das xantofilas é entdo fechado com a formacdo de 9-cis-neoxantina pela enzima
neoxantina sintase (NXS) através da conversdo de violoxantina (NEUMAN et al., 2014;
SATHASIVAM et al., 2020).

A degradagéo dos carotenoides por enzimas dioxigenases de clivagem (CCDs), por
sua vez, produz pequenas moléculas denominadas de apocarotenoides que podem ser utilizadas
como precursoras na formacdo de compostos volateis, sinalizadores celulares e fitorménios
como &cido abscisico e estrigolactonas (LV et al., 2015; SATHASIVAM et al., 2020; SUN; LI,
2020; SUN; TADMOR; LI, 2020; YANO; EZURA, 2016).

Sun e Li (2020) descrevem que a regulacdo transcricional e pos-trascricional do
acumulo de carotenoides em plantas envolve fatores internos como ritmo circadiano, estagio de
desenvolvimento, nivel dos fitorménios, epigenética através da modificacdo de histonas, e
homeostase enzimatica; e fatores externos como a exposicao a luz e estresses ambientais.

Além da expressdo diferencial dos genes da via de biossintese dos carotenoides, 0
acumulo de B-caroteno é associado ao polimorfismo do gene CmOr (MELO3C005449) que
codifica uma proteina DnaJE1 rica em cisteina, da familia das chaperonas. Um SNP Unico
(“Golden SNP”) em uma regido altamente conservada desencadeia a troca de uma arginina'®
para uma histidina na proteina CmOr, estimulando a produgdo de altas quantidades de B-
caroteno, sendo este processo determinante para a presenga de polpa alaranjada. Quando o

polimorfismo ndo ocorre, ha a formacdo de frutos de polpa clara (branca/verde) (TZURI et al.,
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2015). Mais recentemente, identificou-se também a participacdo de CmOR na biogénese dos
cloroplastos para cromoplastos em frutos ¢ no sequestro de -caroteno para os plastideos,
modulando a for¢a do dreno (CHAYUT et al., 2021).

Compreender o processo de formacéo e degradacdo de carotenoides € essencial para o
desenvolvimento e selecdo de gendétipos de meldo com melhor qualidade nutricional e
possivelmente para o desenvolvimento de frutos biofortificados através de melhoramento

classico ou biotecnologia.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

Os gendtipos de meldo (Cucumis melo) selecionados para o trabalho foram a cultivar
Eldorado (meldo amarelo, grupo Inodorus) como fruto ndo-climatérico e a cultivar Gaucho
(meldo caipira, grupo Cantalupensis) como fruto climatérico. Para as analises de expresséo
génica, trinta plantas de cada cultivar foram semeadas em novembro de 2018 e cultivadas em
casa de vegetacdo na Universidade Estadual de Ponta Grossa — Ponta Grossa (PR), através de
conducéo vertical e tutoramento (Figura 3). Foram desbrotados os ramos secundarios até o
sexto/sétimo no, permitiu-se entdo o crescimento de pelo menos dois ramos laterais, e

novamente realizou-se a desbrota até os 12°-15° nos.

Figura 3. Plantas de meldo cultivadas verticalmente através de tutoramento com fitilho. Ponta Grossa - PR,
novembro de 2018.

Fonte: a autora.

As flores foram polinizadas manualmente (Figura 4), de forma cruzada, durante a
manha para garantir a viabilidade do pdlen, permitindo-se dois frutos por planta. Os frutos
foram colhidos em trés diferentes estadios de maturacdo de acordo com os dias apds a

polinizagdo (Figura 5), sendo 25 D.A.P. correspondente a frutos jovens em expanséo, 35 D.A.P.
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frutos plenamente expandidos e em mudanca de coloracdo e 45 D.A.P. frutos em maturagéo
plena. Para as analises de pos-colheita, foram colhidos também os frutos de 15 dias apos a
polinizacao.

Figura 4. Etapas da polinizacdo manual de meloeiro, realizada em Ponta Grossa — PR (2018). a) Destacamento da

flor masculina da planta; b) retirada de sépalas para exposicdo do pélen; ¢) contato do p6len com a flor feminina;
e d) marcacéo de data da flor feminina polinizada. FM — flor masculina; FF — flor feminina.
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Fonte: a autora.
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Figura 5. Frutos de meldo ‘Eldorado’ (a esquerda) e ‘Galcho’ (a direita) em diferentes estadios de maturacao de
acordo com os dias ap0s a polinizacéo (D.A.P.).

15 D.AP. 25 D.AP 35 DAL, 45 DAL, 15 D.A.P. 25D.AP. 35D.AP. 45D.AP.

Eldorado Gatcho

Fonte: a autora.

Para as andlises de cromatografia liquida de alta performance (HPLC), também em
2018, foram colhidos frutos das mesmas cultivares e estagios de desenvolvimento, cultivados
em casa de vegetacdo no Agriculture and Agri-Food Canada (AAFC), em Kentville, Nova
Scotia (Canadd), pela Doutora Leticia Reis, complementando os resultados deste trabalho.
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O mesocarpo dos frutos foi imediatamente cortado em pequenos pedacos, congelado
em nitrogénio liquido e acondicionado a -80°C para as analises moleculares.

4.2 QUALIDADE POS-COLHEITA

Para realizar a caracterizacdo dos genotipos em estudo, procederam-se analises de
qualidade p6s-colheita, como pH do suco (pHmetro Hanna), solidos soltveis (°Brix), por meio
de refratdbmetro, e cor da casca e da polpa por meio de colorimetro digital Konica Minolta. A
determinacdo da coloracdo se deu através do espaco de cor CIELAB definido pela Commision
Internationale de [’Eclairage, através dos parametros L* (brilho), a* (coordenada
verde/vermelho: -a indica tons de verde e +a tons de vermelho), b* (coordenada azul/amarelo:

-b referente a tons de azul e +b tons de amarelo) e angulo Hue, apontado como o verdadeiro

o ~ q . o _ bx
valor da coloragéo do fruto. O angulo Hue foi calculado através da equagdo h° = tan™! (;)

quando a*>0 e b*>0 e pela equagdo h° = 180 + tan™?! (%) quando a*<0 ou b*>0.

4.3 CROMATOGRAFIA L,I'QUIDA DE ALTA PERFORMANCE (HPLC) PARA
QUANTIFICACAO DE ACUCARES

Para a determinacdo dos teores de aclcares foram utilizadas quatro replicatas
bioldgicas para cada cultivar, com 25, 35 e 45 dias ap0s a maturacdo. De cada amostra retirou-
se 20 g de tecido congelado, que foi entdo descongelado, macerado em cadinho usando
nitrogénio liquido e centrifugado em tubos de 50 mL por 20 minutos. O sobrenadante do suco
foi filtrado através de uma membrana de polietileno (poros de 0,45 um - Milli-pore Corp.) e
coletado diretamente para as analises.

A composicdo de acucares foi verificada através do equipamento Agilent uHPLC 1290
Infinity 11 System equipada com um detector de indice de refracdo 1260 Infinity Il G7162A,
mantido a 40°C. Com o emprego de um 1290 Infinity 11 Multisampler G7116B, 20 uL do suco
coletado anteriormente foi injetado em uma coluna Aminex HPX-87P (Bio-Rad) com protegéo
mantida a 85°C e uma taxa de fluxo de 0,6 mL.min* de 4&gua 100% Nanopura, a qual foi filtrada
a vacuo em uma membrana Durapore® (0,22 p — Merck Millipore) e sonificada por
aproximadamente 10 minutos.

Os acucares sacarose, glicose e frutose foram identificados através do tempo de

retencdo de 10,11; 11,12 e 18,8 minutos, respectivamente e quantificados através de padroes
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externos. A quantificagdo desses compostos foi realizada por curvas de calibragdo construidas
com trés conjuntos independentes de diluicdes de compostos padréo.

4.4 EXTRACAO DO RNA TOTAL E SINTESE DO DNA COMPLEMENTAR (cDNA)

O RNA Total foi extraido do mesocarpo de trés frutos para cada estdgio de
desenvolvimento e cultivar (triplicata bioldgica), utilizando o método do perclorato de sodio,

descrito para meldo por Campos et al. (2017) (Figura 6).

Figura 6. Etapas da extracdo de RNA total de frutos de meldo. A esquerda, 4 gramas de melfo macerados em
nitrogénio liquido, em vidraria RNase Free. A direita, pellet de RNA total recém extraido.

Fonte: a autora.

A integridade do RNA total foi analisada por eletroforese em gel de agarose a 1%, com
tampdo TAE (Tris-Acetato EDTA), sendo consideradas amostras de qualidade as que
apresentaram nitidez nas bandas 18S e 28S, sem sinais de degradacdo. As amostras foram
tratadas com o kit TURBO™ DNase (Invitrogen) para retirar quaisquer vestigios de DNA
gendmico e a quantificacdo do RNA foi realizada através do espectrofotdmetro Nanovue™,
bem como a determinagdo das razbes de absorbancia A260/A280 e A260/A230 que
caracterizam a pureza da extragdo. Foram consideradas amostras puras as que obtiveram ambas
razBes de absorbancia entre 1,7 e 2,0. As amostras puras foram submetidas ao kit High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) para conversdo em cDNA através de 2
ug de RNA Total.

4.5 DESENHO DE INICIADORES (PRIMERS)

Com base em resultados anteriores de RNA-Seq (SCHEMBERGER et al., 2020) e de
importancia para trabalhos semelhantes, foram selecionados 0s genes de interesse para as vias
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metabdlicas dos carotenoides e agucares e primers iniciadores especificos foram sintetizados.

Dois genes de referéncia, CmRPL (Ribosomal protein) e CmRPS15 (Cytosolic ribosomal

protein S15), foram escolhidos com base nos resultados positivos de expressdo constante

durante o desenvolvimento de meldo (KONG et al., 2016).

Os pares de iniciadores (Tabela 2) foram desenhados através dos softwares

programados para RT-qPCR, PrimerBlast e Beacon Designer. Todos os iniciadores foram

testados em gradiente de temperatura em PCR convencional para ajuste de temperatura étima

de alinhamento.

Tabela 2. Genes de interesse escolhidos para a analise de RT-qPCR, suas formas curtas de nomeacéo (short form),
identificacdo no genoma Melonomics, pares de primer iniciadores especificos (Forward — sentido e Reverse —

anti-sentido), tamanho do amplificado (Amp) em pares de base (pb) e temperatura de anelamento (°C).

Gene Short Form ID Melonomics Iniciadores (primers) A(\rr)r;)p)) z;rg)
Genes de referéncia
Chossioados S15  CTRPSIS  MELOSCOOGATL S’ irerrrcCaroTanACTCCAR 3 132 63
et T CIRPL MELOSCOZR039 ¢ 3 CATCACCATATCTCCCACACAA Y 100 63
Metabolismo de acucares
diases T CTATPSY  MELOSCOIDI0 b CAUGAGACGAACCACTGACCS 19 645
diases T CMTPSS  MELOCOIBI A GCAGOCAMGAAATOACC S 292 64
o7 0 CWIPST  MELOSCOSTIS b rCreCTITOOCIOGOATOATY 1% €2
Sacarose Sintase 1 CmSUS1  MELO3CO18552 | 3. hey oo O TeATAGCCT . 195 645
Sacarose Sintase 2 CmsUsz  MELO3CO2s101 o Tor AGAT GCOARTOO At I 204 62
ez CMNAGZ  MELOSCOR o 1GuATGATGTGOGAGGCAGS 2 648
O IMEIEE CniN MELOSCOZ4ST g 5. CCATGOTOTGOATTGTATTTTGA Y 2 62
Metabolismo de carotenoides
Fitoeno sintase 3 CmPSY3  MELO3C006938 bl ACOTCTOTOC oA 180 647
Caroteno isomerase 1 CmCRTISO1 MELO3C009571 l;S;CgSf%%’é%%ifggféég;;?gf 33,7 175 645
Caroteno isomerase 2 CmCRTISO2 MELO3C016495 15 55 gﬁlgigggé@gﬁ%ﬁ%%%ﬁg%z 154 64,7
e 1 CmPOHasel  MELOSCO08s38 ST CrerecGeceeeaTe s 175 o

Fonte: a autora.

4.6 RT-qPCR E ANALISE DE EXPRESSAO GENICA

A analise de expressdo génica por RT-gPCR foi realizada utilizando o termociclador
AriaMx Real-Time PCR System (Agilent Technologies), o kit Brilliant 11l Ultra-Fast SYBR
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gPCR Master Mix (Agilent), 60 ng de cDNA e 0,8 uL de cada primer (forward e reverse)
(10uM). As condicdes de termociclagem definidas foram 10 minutos a 95°C (Hot Start) para
ativacdo da enzima, 40 ciclos de amplificacdo com 15 segundos a 95°C, 20 segundos na
temperatura de anelamento de cada par de iniciador (Tabela 2) e 30 segundos a 72°C. Apoés a
etapa de amplificacdo, a curva de melting seguiu a configuracéo de 95°C por 30 segundos, 65°C
por 30 segundos, 95°C por 30 segundos e um aumento gradativo (ramp) de 0,5°C a cada 5
segundos.

O nivel de expressdo génica foi dado por quantificacdo relativa através dos valores
normalizados dos genes alvo comparados aos de genes de referéncia, neste caso CmRPL e
CmRPS15. A partir disso, foi obtido o valor de fold change para cada gene nos diferentes
estagios de desenvolvimento, utilizando os frutos com 25 D.A.P. da cultivar Gaicho como
amostra calibradora (controle), através do método de Livak que consiste na equacdo 2"(AACq)
(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001), onde ACq = Cq (gene alvo) — Cq (gene de referéncia) e AACq
= ACq (amostra de tratamento) — ACq (amostra controle).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os valores obtidos da equacéo de Livak para cada gene e as quantificacdes de acUcares
obtidas por HPLC foram analisados pelo teste Shapiro-Wilk para verificar a normalidade e
transformados em caso de ndo paramétricos. Os dados normais foram entdo submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e ao teste de Tukey com 95% de significancia, sendo o
delineamento experimental inteiramente casualizado, e a analise estatistica em fatorial 3x2 (trés

estagios de maturacdo x duas cultivares), através do software SISVAR.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 QUALIDADE POS-COLHEITA

Fatores como a coloracdo, acidez e teor de acUcares sdo importantes para a
determinacéo do estagio de desenvolvimento e dos componentes quimicos dos frutos. Neste
trabalho, avaliou-se a cor da casca e da polpa dos frutos de meloeiro ‘Eldorado’ ¢ ‘Gatcho’
através do espaco CIELAB de cor (L*, a* e b*) e do &ngulo Hue (H®) (Figura 7). Tais resultados
podem ser comparados com o diagrama de cromaticidade do espaco CIELAB apresentado na
Figura 8, para melhor entendimento. O brilho (L*), varia entre 0 (preto ou auséncia de brilho)
e 100 (branco) e representa cores claras e escuras, respectivamente. As coordenadas
colorimétricas a* e b* representam as cores do verde (-a*) para o vermelho (+a*) e do azul (-
b*) para o amarelo (+b*), respectivamente (KONICA MINOLTA, 2007).

Figura 7. Mudangas de coloracdo demonstradas por analises colorimétricas dos meldes ‘Gaticho’ (climatérico) e
‘Eldorado’ (ndo-climatérico). A) angulo Hue; B) Brilho (L*), no qual O representa a cor preta e 100 representa o

branco; C) coordenada a*, na qual —a* representa a cor verde e +a* a cor vermelha; e D) coordenada b*, sendo —
b* tons em azul e +b* tons em amarelo.
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Fonte: a autora.

Quanto ao angulo Hue (Figura 7a), também chamado de “cor verdadeira”, aos 15

D.A.P. 0 fruto de meloeiro ‘Gatcho’ apresenta cor da casca com H° mais alto que de
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‘Eldorado’, devido ao fruto apresentar tonalidade de verde mais escuro, comprovado também
pelo menor valor de L* (Figura 7b). Dos 25 D.A.P. aos 35 D.A.P. se mantém estavel e sofre
decréscimo de 35 D.A.P. para 45 D.A.P., momento de mudanc¢a de coloragdo no fruto,
fendmeno visivel e indicativo de transi¢cdo para maturacdo. A mudanca de tons esverdeados
para amarelado, representado pelo decréscimo do H°, é menos acentuado ao longo da maturacéo
em melao ‘Eldorado’. A polpa de melao ‘Gaticho’ sofre mudanga de coloragdo mais acentuada
de 25 D.A.P. para 35 D.AP. e alcanca os valores mais baixos de H° na maturacéo,
aproximando-se de coloragdes alaranjadas. Por sua vez, a polpa de ‘Eldorado’ apresenta poucas
mudangas nos valores de H® durante a maturagdo, com leve decréscimo, mantendo-se creme

esverdeada.

Figura 8. Diagrama de cromaticidade do espaco de cor CIELAB. As coordenadas colorimétricas a* e b*
representam as cores do verde (-a*) para o vermelho (+a*) e do azul (-b*) para o amarelo (+b*), respectivamente.

(Yellow)
+b*
6
P m A EE)
e 4a L e
. .u Ju'i ll Hue
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-60 60 +a*
(Green) (Red)
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Fonte: Konica Minolta (2007)

A coordenada colorimétrica a* sofreu aumento com a maturagdo para a cor da casca
de ‘Gaucho’ e de ‘Eldorado’, este Gltimo de forma menos intensa, demonstrando a transigdo de
cores do verde para o vermelho. O aumento de a* também foi verificado para a polpa de
‘Eldorado’ e ‘Gaucho’, onde o fruto climatérico confirma o resultado mostrado pelo H°, com

mudanca substancial da coloragéo da polpa de 25 D.A.P. para 35 D.A.P. Quanto a coordenada
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b*, esta demonstra que a mudanca de coloragdo da casca de ‘Eldorado’ é gradual ao longo da
maturagdo, enquanto que para ‘Gaicho’, ha uma rapida transi¢ao de cores em dire¢do ao tom
de amarelo aos 35 dias apds a polinizacdo. Quanto a coloragdo de polpa do meldo ‘Gatcho’,
esta mudanca de coloracdo ocorre antes, de 25 D.A.P. para 35 dias ap0s a polinizacao.

Tais diferencas podem estar diretamente ligadas ao padrao respiratorio de cada um dos
frutos, coordenando a mudanca de coloragdo de casca com 0 momento do pico de producgéo de
etileno no mel&o climatérico (‘Gatcho’), como um atributo etileno-dependente. Com a auséncia
deste pico no meldo ndo-climatérico, as mudancas de coloracdo sdo progressivas e menos
evidentes. A coloracdo da polpa, por sua vez, pode estar aliada a outros sinais celulares além
do etileno, ja que esta ocorre antes do momento de pico do fitorménio, como demonstrado por
Ayub et al. (1996), que consideraram este um atributo independente de etileno. E importante
salientar também que a polpa de meldo ‘Gaucho’, no estagio intermediario (35 D.A.P.), e de
forma menos evidente na maturacdo, mantém sua regido mais proxima da casca em tons

esverdeados, apenas com o centro do mesocarpo em tons mais alaranjados (Figura 5).

Tabela 3. Resultados das variaveis pH e °Brix analisadas a partir do suco de mel&o cv. Gatcho e cv. Eldorado.

pH °Brix
‘Gaucho”  ‘Eldorado”  ‘Gaulcho’ ‘Eldorado’
15 D.A.P. 5,68+0,20 5,69+0,13 5,43+0,51  5,30+0,52
25 D.A.P. 5,36+0,13  5,24+0,05 4,57+0,35 6,80+1,11
35 D.A.P. 5,06+0,04 5,38+0,13 5,14+0,12  8,93+1,40

45 D.A.P. 5,94+0,32 5,50+0,10 8,13%0,23 9,37+1,80
Fonte: a autora

Quanto ao pH do suco dos frutos, ndo houve alteracdo substancial dos valores para
nenhuma das variedades ao longo da maturagédo (Tabela 3). O aumento do °Brix ao longo da
maturacdo esta diretamente ligado ao acimulo de solidos soltveis (LEIDA et al., 2015), e este
padrdo ocorreu para ambas as variedades. Em meldo ‘Gatcho’, no entanto, verifica-se que 0
aumento do teor de SS ocorre de forma brusca de 35 D.A.P. para 45 D.A.P., enquanto que em
‘Eldorado’ este incremento ¢ progressivo durante o desenvolvimento. Observa-se que o teor de
SS em frutos maduros de meldo ‘Eldorado’ alcangou resultados numericamente superiores ao

de Gaucho, mas com alta variabilidade (Tabela 3).

5.2 METABOLISMO DE ACUCARES

5.2.1 Composicéo de agucares
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As folhas fonte da planta do meldo exportam para seus drenos principalmente
oligossacarideos da familia da rafinose, além de sacarose (DAI et al., 2011). No entanto, nos
drenos, estes sdo rapidamente catalizados e os principais actcares soluveis acumulados com a
maturacdo sdo glicose, frutose e sacarose (BURGER; SCHAFFER, 2007). Neste estudo,
analisou-se os teores de cada um destes agUcares para melao ‘Gatcho’ e ‘Eldorado’ durante trés
estadios de maturagdo por HPLC.

Figura 9. Teores de sacarose (mg.mL™) no mesocarpo de meldo de acordo com (A) dias de desenvolvimento do

fruto e (B) cultivar (‘Gaucho’ e ‘Eldorado’). Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.
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Fonte: a autora.

Para o teor de sacarose, observou-se que a interacdo dos fatores cultivar x dias de
desenvolvimento ndo foi significativa, no entanto, ao estudar os fatores de forma isolada,
observa-se que o nivel deste aclcar em frutos jovens (25 D.A.P.) é muito baixo e aumenta
drasticamente ao longo da maturacdo, diferindo significativamente de 25 D.A.P. para 45 D.A.P.
(Figura 9a), demonstrando que este acumulo esta ligado ao processo de amadurecimento em
ambas as variedades. O teor (mg.mL™) de sacarose encontrado nos frutos de cada cultivar
(Figura 9b) obteve diferenca significativa na analise de variancia, no entanto, ndo diferiu para
o teste de Tukey, indicando que os frutos das cultivares ‘Gaicho’ e ‘Eldorado’ acumulam niveis
similares de sacarose, apesar do perfil de acimulo de SS se demonstrar distinto.

Quanto a frutose (Figura 10), observa-se que para melao ‘Gatcho’ ha o decréscimo do
teor deste acucar de 35 D.A.P. para 45 D.A.P., sendo inferior ao nivel apresentado por
‘Eldorado’ em todos os estagios de desenvolvimento. Para ‘Eldorado’, ha o aumento do
contetdo de frutose de 25 D.A.P. para 35 D.A.P. e se mantém estavel no fruto maduro.

Para glicose (Figura 11), assim como para frutose, houve decréscimo do teor para
melao ‘Gatcho’, mantendo-se abaixo da quantidade encontrada em ‘Eldorado’ em todos os
estagios de desenvolvimento. O melao ‘Eldorado’ com 35 D.A.P. apresentou o maior teor de

glicose e diferiu significativamente em relagdo aos demais estagios de desenvolvimento.
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Figura 10. Teores de frutose (mg.mL?) nos frutos de meldo ‘Gaticho’ e ‘Eldorado’ em trés estagios de
desenvolvimento do fruto. Resultados expressos em média * erro padréo, letras mailsculas diferentes indicam
diferenca significativa entre dias de desenvolvimento do fruto para a mesma cultivar e letras minasculas diferentes

indicam diferenca significativa entre as cultivares para um mesmo estagio de amadurecimento, segundo Teste de
Tukey a 5% de significancia.
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Fonte: a autora.

Figura 11. Teores de glicose (mg.mL™) nos frutos de meldo ‘Gaucho’ ¢ ‘Eldorado’ durante trés estigios de
desenvolvimento do fruto. Resultados expressos em média + erro padrdo, onde letras maiusculas diferentes
indicam diferenga significativa entre dias de desenvolvimento do fruto para a mesma cultivar e letras minGsculas
diferentes indicam diferenca significativa entre as cultivares para um mesmo estagio de amadurecimento, segundo
Teste de Tukey a 5% de significancia.

B Gaucho = Eldorado Aa

Glicose (mg.mL™1)
[ SN
(2]

35
Dias apds a polinizagéo

Fonte: a autora.

Gur et al. (2016) reportam que em meldo o aumento de aglcares se deve
principalmente & sacarose, concordando com este trabalho, em que ambos os frutos alcangaram
valores superiores do teor deste acucar no estddio maduro em relagdo aos demais agucares,

frutose e glicose. Nos estégios iniciais, Li et al. (2006) citam que o contetdo total de agucares
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é baixo e o teor das hexoses frutose e glicose é similar e superior ao de sacarose, corroborando
0s resultados aqui apresentados.

O tipo de acucar acumulado em meldo estd diretamente ligado ao estagio de
desenvolvimento das células, segundo Kano (2009). A presenca das hexoses nos frutos jovens
e em desenvolvimento indicam a clivagem dos oligossacarideos e da sacarose transportada dos
6rgdos fonte para o dreno, principalmente com destino a formacdo de compostos de parede
celular, essenciais ao crescimento e expansao do fruto, a respiracdo e a sinalizacdo celular, onde
funcionam como substratos prontos para serem consumidos. Em frutos maduros, 0s processos
biologicos relacionados ao crescimento ndo necessitam mais de tanto substrato e portanto, ha
uma regulacdo negativa dos genes e proteinas de clivagem de sacarose e consequentemente, o
acumulo deste agucar (KANO, 2009; SCHEMBERGER et al., 2020).

Quanto ao contetdo de aglUcares em cada uma das cultivares, a velocidade de acimulo
de sacarose € o teor superior de frutose e glicose em ‘Eldorado’, pode ser explicado, em partes,
pelo diferencial de expressdo génica de candidatos do metabolismo dos oligossacarideos da

rafinose gque serdo expostos a seguir.

5.3 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA VIA RT-qPCR

5.3.1 Metabolismo de aclcares

Um dos fatores determinantes para o acumulo de aglcares em meldo é a regulacdo da
expressao de genes da via dos oligossacarideos da rafinose. Assim, neste trabalho, estudou-se
a expressdo dos genes CmSUS1, CmSUS2, CmINH1, CmNAG2 e representantes do
metabolismo da trealose CmTPS9, CmTPS7 e CmTPS5 em frutos de meloeiro climatérico cv.
Gaucho e ndo-climatérico cv. Eldorado.

A sacarose sintase, uma glicosiltransferase, é responsavel por catalisar a reacao
reversivel de conversdo de sacarose em UDPglc e frutose (LI et al., 2006). Dai et al. (2011)
identificaram trés isoformas de SUS em Cucumis melo, sendo elas CmSUS1, CmSUS2 e
CmSUS3. Avaliou-se neste estudo a expressdo de CmSUS1 e CmSUS2, ja reportados
anteriormente para outras cultivares como candidatos importantes da regulagdo do acimulo de
acucares.

A expressdo de CmSUS1 ndo apresentou interacdo significativa entre os fatores

cultivar x dias de desenvolvimento e na anélise individual de cada fator, foi significativamente
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diferente apenas entre os dias de desenvolvimento, aumentando aproximadamente 7 vezes a
expressdo no estagio 25 D.A.P. para o fruto maduro (Figura 12).

Figura 12. Expressdo relativa do gene CmSUS1 ao longo da maturacdo de mel&es cvs. Gaucho e Eldorado,
determinada através de 2/-(42C9), Resultados expressos através da média obtida para as cultivares * erro padro.
Letras iguais ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de significancia.
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Fonte: a autora.

Por sua vez, para a isoforma CmSUS2, a interacdo dos fatores também ndo foi
significativa, assim como a andlise individual do fator dias de desenvolvimento, diferindo a
expressdo apenas entre as cultivares, onde o meldo ‘Gaucho’ apresentou valores superiores
(Figura 13).

E de conhecimento que vérias espécies possuem duas ou mais isoformas de SUS
aumentando as possibilidades de interacdo com o0s substratos em diferentes momentos do
desenvolvimento, ora clivando e ora sintetizando sacarose (KLOTZ et al., 2003). Por exemplo,
em pera japonesa, duas isoformas estdo presentes, SSI e SSIl. Tanase e Yamaki (2000)
verificaram que SSI possui maior atividade em frutos verdes com fungdo de degradagéo da
sacarose, enquanto SSII é mais atuante em frutos maduros, atuando no sentido de sintese da
reacdo. A maior afinidade por UDP-glicose do que por UDP em SSII indica atividade
predominante de sintese de sacarose (favorecendo o acumulo do aglcar no fruto maduro) ao
invés de clivagem, enquanto SSI possui igual afinidade para ambos os substratos.

Em meldo ‘Dulce’ (climatérico), Dai et al. (2011) relataram que a expressdo de
CmSUS1 ocorre principalmente em frutos jovens, enquanto que a expressdo de CmSUS3 se da
de forma mais intensa no estdgio maduro e CmSUS2 se mantém com baixa expressdo durante
todo o desenvolvimento. Em frutos ndo-climatéricos (‘Amarelo’ e ‘Hami’), a expressdo de

CmSUS1 se deu em altos niveis no estagio maduro, enquanto que CmSUS2 apresentou perfil de
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expressao contrario, com maior intensidade em frutos jovens (SCHEMBERGER et al., 2020;
ZHANG et al., 2016). Com base nestes estudos prévios, supde-se que CmSUSL estivesse
diretamente ligado a sintese da sacarose para estocagem nas células, interferindo no gosto
adocicado do fruto de ambas as variedades, ao passo que CmSUS2 atuasse principalmente
provendo a clivagem da sacarose para aumentar a disponibilidade de substratos utilizados na
producdo de energia e de parede celular (STROKA; SCHEMBERGER; AYUB, 2021).

Figura 13. Expresséo relativa do gene CmSUS2 para as cultivares de meldo ‘Gaticho’ e ‘Eldorado’ determinada
através de 2/AC9_ Resultados expressos através da média obtida dos dias de desenvolvimento + erro padrio.
Letras iguais ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de significancia.
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Fonte: a autora.

Nos resultados aqui apresentados, a hipdtese de que CmSUS1 esteja atuando como
codificador de uma sacarose sintase que interage com os substratos no sentido de sintese para
acumulo de sacarose, é suportado pelo aumento da expressao ao longo da maturagdo para ambas
as cultivares, bem como corrobora o aumento dos teores de sacarose durante o
desenvolvimento, identificado por HPLC. No entanto, para CmSUS2 ndo houve diferenca de
expressao ao longo da maturacao, resultado discrepante ao apresentado por Zhang et al. (2016)
e Schemberger et al. (2020), o que pode demonstrar que para estes frutos, outra isoforma pode
estar contribuindo para a formag&o de substratos energéticos em fruto jovem. A expresséo de
CmSUS2 em nivel superior em frutos climatéricos (cv. Gaucho) esta de acordo com o0 menor
teor de hexoses (frutose e glicose) nestes frutos em relacdo ao nao-climatérico (cv. Eldorado),
havendo a maior conversdo para formacgéo de sacarose.

Tais evidéncias podem ser esclarecidas em futuros trabalhos de avaliacdo da interacdo
entre a estrutura das isoformas e os diferentes substratos, a fim de determinar o sentido da

reacao desempenhado por cada uma (sintese ou clivagem).
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O aumento da expressdo de SUS e o declinio da atividade de enzimas invertases sao
essenciais para o0 acimulo da sacarose em meldo. Uma das formas de regulacdo da acdo das
invertases se da a partir de pequenas enzimas inibidoras da invertase. Dai et al. (2011) e Garcia-
Mas et al. (2012) classificam os inibidores da invertase de acordo com a localizacao subcelular
onde atuam, podendo ser de parede celular (CIN) ou de vactolo (INH).

Quanto aos inibidores de invertase vacuolar, pelo menos trés isoformas séo descritas
por Garcia-Mas et al. (2012) (CmINH1, CmINH2, CmINH3), além das formas putativas. Neste
trabalho analisou-se a expressdo de CmINHL1 e a interacdo entre os fatores cultivar e dias de
desenvolvimento ndo foi significativa. Ao analisar-se os dados de forma isolada, observou-se
que houve a expressdo diferencial deste gene ao longo da maturagdo, diminuindo
progressivamente a cada estadio (Figura 14a). Além disto, houve diferenca significativa
também quanto a cultivar, sendo CmINH1 quase 7 vezes mais expresso em frutos de meldo
‘Eldorado’ do que em ‘Gatcho’ (Figura 14b).

Figura 14. Expresséo relativa do gene CmINH1 determinada através de 2™~*A9 para (A) dias de desenvolvimento
dos frutos e (B) cultivares ‘Gaicho e ‘Eldorado’. Resultados expressos através da média + erro padrdo. Letras
iguais ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de significancia.
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Fonte: a autora.

Argyris et al. (2015) relataram que a expressdo de INH é dependente do padréo de
maturagdo em melao. Em frutos de melao ‘Piel de Sapo’ (ndo-climatérico), a expresséo de
CmINH2 e CmINH1 foi aproximadamente 30 vezes maior do que em frutos da cultivar
“Védrantais’ (climatérico) (SALADIE et al., 2015). Schemberger et al. (2020) identificaram a
isoforma CmINH-LIKE3 como altamente expressa em frutos jovens de meldo ‘Amarelo’,
enquanto que CmINH2 apresentou maior expressdo em frutos maduros para a mesma cultivar.

Para Dai et al. (2011), a inibicdo pos-traducional de INV por INH ocorre
concomitantemente a expressao dos genes de INV, principalmente em sua forma é&cida
vacuolar. Como a expressdao de CmAIN2, principal isoforma de invertase acida vacuolar

encontrada em mel&o, ocorre de forma decrescente ao longo do desenvolvimento do fruto,
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independentemente da forma de maturacdo (DAI et al., 2011; BURGER; SCHAFFER, 2007;
SALADIE et al., 2015; SCHEMBERGER et al., 2020; ZHANG et al., 2016), acredita-se que
para ‘Gaticho’ e ‘Eldorado’ aconteca da mesma forma. Com isto, a expressdo de CmINH1 esta
em concordancia com a hipotese de Dai et al. (2011), com a expressdo decrescendo ao longo
da maturacdo. Além disto, a maior expressao de CmINH1 em frutos de meldo ‘Eldorado’ pode
estar ligada a sua maior vida Util pés-colheita e maior estabilidade dos niveis de aglcares em
pos-colheita em relagdo ao meldo ‘Gaucho’, sendo um alvo interessante para estudos de
manipulacdo da perecibilidade dos frutos.

Qin et al. (2016) demonstram em seus resultados com tomate RIN (do inglés ripening
inhibitor) mutante que o inibidor de invertase SIVIF é regulado por este regulador de maturagéo
(RIN) e quando superexpresso aumenta em 10 vezes o teor de sacarose no fruto. Além disto, a
superexpressdo de SIVIF modifica outros aspectos da maturacdo como a promocao do rapido
acumulo de licopeno, alterando assim, a producao de carotenoides. A relacdo entre os inibidores
de invertase, 0 acimulo de sacarose e a maturacdo pode ser um aspecto chave no
desenvolvimento de frutos climatéricos e ndo climatéricos e demanda novos estudos que
esclarecam este processo.

Quando os OFR sao descarregados para o fruto dreno, estes podem sofrer a acéo de
enzimas o-galactosidases (a-p-galactosidase galactohidrolase), que retiram seus terminais de
galactose, e as quais compreendem uma familia multigénica que codifica enzimas dependentes
do pH (neutras e acidas). Pelo menos quatro isoformas sdo reportadas por Garcia-Mas et al.
(2012) para as a-galactosidases neutras: CmNAG1, CmNAG2, CmNAG3 e CmNAG4, além de
uma isoforma putativa. Neste estudo, analisou-se a expressao de CmNAG2 e conforme indicado
na Figura 15, houve diferentes padrdes de expressao deste gene ao longo da maturagédo para
cada uma das cultivares. Para meldo ‘Gatcho’, CmNAG2 aumenta de expresséo de 35 D.A.P.
para 45 D.A.P., onde alcanga maior nivel de expressdo. Ja para ‘Eldorado’, observa-se 0 padréo
inverso, com decréscimo de expressdo ao longo da maturacdo. Estes resultados sao interessantes
e demonstram que h& uma diferenca intraespecifica na expressdo de CmNAG2.

Dai et al. (2011) citam que dois aspectos sdo importantes quanto as a-galactosidades:
a) a expressdo das isoformas € variavel entre frutos climatéricos e ndo-climatéricos; e b) a
atividade das enzimas é dependente do pH celular. Trabalhos como o de Saladie et al. (2015),
Schemberger et al. (2020) e Zhang et al. (2016) demonstram que para as a-galactosidades
acidas, expressas principalmente em frutos jovens, a isoforma CmAAG1l tem maior
representatividade em frutos climatéricos, enquanto que CmAAG2 é expressa de forma mais

intensa em meldo ndo-climatérico. Para frutos maduros, Dai et al. (2011) identificaram
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CmNAG2 como mais expressa em melao ‘Dulce’ (climatérico) e resultados similares foram
encontrados por Schemberger et al. (2020) com a isoforma CmNAG3 em meldo ‘Amarelo’ e
por Saladié et al. (2015) em meldo ‘Piel de Sapo’ ¢ ‘Védrantais’ para a isoforma CmMNAG-

LIKES.

Figura 15. Expressdo relativa do gene CmNAG2 determinada através de 2™2¢9 para os frutos de meldo ‘Gaticho’
e ‘Eldorado’ em trés estagios de desenvolvimento. Resultados expressos em média + erro padrdo, onde letras
maiusculas diferentes indicam diferenca significativa entre dias de desenvolvimento do fruto para a mesma cultivar

e letras minusculas diferentes indicam diferenga significativa entre as cultivares para um mesmo estagio de
amadurecimento, segundo Teste de Tukey a 5% de significancia.

8 Galcho 1 Eldorado

Aa

2A-(AACq)

Bb

|

35
Dias ap6s a polinizacdo

SO P N W b~ O O

Fonte: a autora.

Com base nos resultados ja registrados na literatura, sugere-se que as isoformas acidas
de a-galactosidade estdo relacionadas ao processo de crescimento do fruto, clivando os OFR
principalmente para formacéo de substratos utilizados na sintese de parede celular, enquanto
que as a-galactosidades neutras funcionam para contribuir com o acumulo de sacarose
(STROKA; SCHEMBERGER; AYUB, 2021). No entanto, como é possivel observar nos
resultados deste trabalho e para Schemberger et al. (2020), CmNAG2 obteve maior expressao
em frutos jovens de melao ‘Amarelo’ (aqui representado pela cultivar Eldorado). Além disto,
no trabalho de Schemberger et al. (2020) é possivel verificar que a expressdo de CmUGE3
(UDP glicose-4-epimerase), que codifica uma enzima que tem como alvo a reac¢éo bioquimica
subsequente a da o-galactosidade, possui 0 mesmo padrdo de expressdo, indicando a
importancia destes genes para a etapa de crescimento do fruto. Para melao ‘Gatcho’, os
resultados deste trabalho estdo em concordancia com a maior expressdo de CmNAG2 em frutos
maduros, ja sugerido por outros autores citados acima. O motivo de CmNAG2 ser expressa de
forma contraria em frutos de meldao ‘Amarelo’ em relacdo aos demais ainda ndo € claro e pode

ser alvo de novos estudos.
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No metabolismo da trealose, um dissacarideo presente no fruto, um dos intermediarios
é a trealose-6-fosfato, resultado da reacdo de conversao de GIc6P e UDPGIc através da trealose-
6-fosfato sintase. Neste estudo, observou-se a expressdo de CmTPS9, CmTPS7 e CmTPS5.

Quanto a expressdao de CmTPS9 (Figura 16), é possivel identificar uma maior
expressdo deste gene em frutos de meldo ‘Gatcho’ nos dois Gltimos estagios de
desenvolvimento em relagdo ao ‘Eldorado’, sendo que para o meldo climatérico ocorre o
aumento da expressao de 25 D.A.P. para 35 D.A.P. e se mantém constante até o estadio mais
avancado de maturacdo e para ndo-climatérico ndo ha mudanca significativa da expressdo ao
longo do desenvolvimento. O meldao ‘Eldorado’ apresenta valor superior de expressdo de

CmTPS9 em relacdo ao ‘Gatcho’ aos 25 D.A.P. apenas.

Figura 16. Expresséo relativa do gene CmTPS9 determinada através de 2™(44€9 para os frutos de meldo ‘Gatcho’
e ‘Eldorado’ durante trés estagios de desenvolvimento. Resultados expressos em média + erro padrdo, onde letras
maiusculas diferentes indicam diferenca significativa entre dias de desenvolvimento do fruto para a mesma cultivar
e letras minusculas diferentes indicam diferencga significativa entre as cultivares para um mesmo estagio de
amadurecimento, segundo Teste de Tukey a 5% de significancia.
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Fonte: a autora.

A avaliacdo da expressao génica para CmTPS7 (Figura 17) ndo resultou em interagao
significativa dos fatores (cultivar e dias ap0s a polinizacdo) e a analise isolada destes
demonstrou que apenas para os dias de desenvolvimento do fruto houveram mudangas
estatisticamente significativas. Para ambas as cultivares, observa-se o acréscimo da expressdo
de CmTPS7 de 35 D.A.P. para 45 D.A.P., onde alcanga os maiores valores.

A expressdo de CmTPS5 também mostrou-se variavel para cada cultivar ao longo da
maturagdo (Figura 18). Em meldo ‘Gaucho’, observa-se um pico intenso de expresséo aos 35
D.A.P., ja para ‘Eldorado’ ndo ha mudanca de expressdo ao longo da maturacdo. Além disto,

contata-se que para 25 D.A.P. e 45 D.A.P. ndo hé diferenca de expressao entre as cultivares.
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Figura 17. Expressdo relativa do gene CmTPS7 ao longo da maturagdo determinada através de 24 (4AC9, resultados
expressos através da média obtida para as cultivares + erro padrédo. Letras iguais ndo diferem entre si pelo Teste
de Tukey a 5% de significancia.
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Figura 18. Expresséo relativa do gene CmTPS5 determinada através de 2™(44€9 para os frutos de meldo ‘Gatcho’
e ‘Eldorado’ durante trés estagios de desenvolvimento. Resultados expressos em média + erro padrdo, onde letras
maiusculas diferentes indicam diferenca significativa entre dias de desenvolvimento do fruto para a mesma cultivar
e letras minusculas diferentes indicam diferencga significativa entre as cultivares para um mesmo estagio de
amadurecimento, segundo Teste de Tukey a 5% de significancia.
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Fonte: a autora.

Schemberger et al. (2020) foram pioneiros no estudo de meldo em demonstrar através
de rede de interagdo de proteinas uma alta interacdo entre genes SUS e TPS. Os autores
encontraram, em frutos maduros de meldao ‘Amarelo’, a interacdo de CmSUS1, CmTPS7 e
CmTPS5, co-expressos mais intensamente em frutos maduros, e em frutos jovens a interacao
entre CmSUS2, CmTPS9 e CmTPP1 (que codifica uma trealose-fosfato fosfatase), mais

expressos nesta fase.
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Nos resultados aqui apresentados, é possivel verificar que a hipdtese de co-expressao
entre CmTPS7 e CmSUS1 pode ser validada para ambas as cultivares, de modo que ambos
aumentaram os niveis durante a maturacdo. No entanto, para CmTPS5 ndo houve mudancas
significativas de expressao ao longo do desenvolvimento para ‘Eldorado’, enquanto que para
‘Gautcho’ houve um pico de expressdo aos 35 D.A.P., momento que coincide com o pico de
producdo de etileno e de mudanca de coloracdo de casca, como ja citado anteriormente. A
expressao da isoforma CmTPS9 ndo corroborou com os resultados encontrados por
Schemberger et al. (2020), se manteve estavel ao longo da maturagdo em ‘Eldorado’ e neste
presente trabalho, indicam uma maior importancia para meldo ‘Gatcho’, principalmente nos
estagios 35 D.A.P. e fruto plenamente maduro.

Os niveis de agucares no fruto sdo dependentes, entre outros fatores, das relacdes
fonte-dreno (GUR et al., 2016). Sabe-se que a T6P pode atuar como sinalizadora da
disponibilidade de carbono e da homeostase, bem como pode atuar no desenvolvimento das
plantas e na protecdo contra estresses abidticos (DURAN-SORIA et al., 2020; O'HARA;
PAUL; WINGLER, 2013; YADAV et al., 2014). Yadav et al. (2014) propuseram um modelo
sobre a interacdo de T6P e sacarose, de modo que 0s niveis de T6P aumentam de forma
proporcional ao aumento de sacarose na célula, ao mesmo tempo que T6P age como um
regulador negativo do contetdo de sacarose, mantendo seus niveis em uma razdo T6P:Sacarose
apropriada. Estes mesmos autores citam que o0 aumento das hexoses frutose e glicose nao
promove a mesma relacdo de aumento de T6P como a sacarose. Os resultados de expressao
apresentados aqui neste trabalho podem ser embasados por esta hipotese, pelo fato de que os
estagios 35 D.A.P. e 45 D.A.P. de meldo ‘Gatcho’ apresentaram diferentes isoformas atuando
para a sintese de T6P, em concordancia com os estadgios de maior producdo e acimulo de
sacarose, como confirmado pelos resultados de agucares. Em ‘Eldorado’, CmTPS7 parece estar
relacionado a este processo de homeostase, enquanto que CmTPS9 e CmTPS5 ndo apresenta
uma relacdo clara com este processo.

Os niveis de T6P podem ser regulados tambem pela acdo das proteinas sacarose
quinase-1 ndo relacionada a fermentacdo (SnRK1) (FIGUEROA; LUNN, 2016), apesar deste
processo ainda ndo estar completamente elucidado. Zhang et al. (2015) relatam que a maior
forca do dreno do primeiro fruto com pegamento em pepino esta diretamente ligada ao maior
teor de T6P acumulado no fruto e a diminuicéo da atividade de SnRK1 no peddnculo. Sabe-se,
atualmente, que a atividade de SnRK1 est4 ligada a sinalizacdo por ABA gerando resultados
ainda bastante discrepantes (COELLO et al., 2012; RADCHUCK et al., 2010) e que merecem
atencdo em futuros estudos com meléo, ja que em Schemberger et al. (2020) encontrou-se que
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CmNCED (9-cis-epoxi-carotenoide dioxigenase), um precursor da sintese de acido abscisico
(ABA) é significativamente mais expresso em frutos maduros de meldo ‘Amarelo’ do que em
frutos jovens.

Além dos pontos apresentados, Schemberger et al. (2020) demonstraram que a
interagdo entre CmSUS1, CmTPS7 e CmTPS5 em meldo ‘Amarelo’ envolve também fatores de
resposta de auxina como CmAUXRF1 e CmAUXRF2, fitormonio este que j& foi reportado como
negativamente correlacionado com o acumulo de agucares. No momento, estudos voltados ao
envolvimento da auxina na maturacdo, ou inibicdo desta, estdo sendo realizados a fim de

contribuir para a compreensdo da relagdo TPS-auxina.

5.3.2Metabolismo de carotenoides

Uma das etapas mais importantes e decisivas para a via da carotenogénese esta a reacdo
catalisada pela enzima fitoeno sintase. Garcia-Mas et al. (2012) reportam trés isoformas para
PSY: CmPSY1, CmPSY2 e CmPSY3. Neste trabalho, o enfoque foi dado para CmPSY3, na qual
verificou-se que ndo houve interacdo significativa dos fatores (cultivar e dias de
desenvolvimento). A andlise estatistica dos fatores isolados demonstrou que a expressao génica
de CmPSY3 diferiu apenas quanto a cultivar, sendo superior em fruto de meldo ‘Gaucho’
(Figura 19).

Chayut et al. (2017) e Karvouni et al. (1995) citam que em meldo de polpa alaranjada,
assim como em diversos frutos, ocorre 0 aumento da expressdo de CmPSY ao longo da
maturacdo, resultado este que nédo se repetiu no presente estudo, pois CmPSY3 néo diferiu
quanto aos dias de desenvolvimento do fruto. Tal achado ndo corrobora também os dados
citados por Saladié et al. (2015), onde CmPSY3 obteve expressdo superior em frutos de melédo
‘Piel de Sapo’ (ndo-climatérico) em relacdo ao meldo ‘Védrantais’ (climatérico). O padrdo de
expressdo de CmPSY3, superior em meldo climatérico, é similar ao encontrado por Saladié et
al. (2015) para a isoforma CmPSY 1, demonstrando, portanto, que ha diferencas intraespecificas
na expressdo dos genes codificadores de PSY.

A méaxima de que a superexpressao de genes PSY aumenta o nivel de carotenoides em
plantas (como no arroz dourado — YE et al., 2000) ndo tem, necessariamente, uma correlagéo
direta em meldo. Tuan et al. (2019) ao analisarem genes da via carotenogénica em frutos de
meldo ‘Ohbokggul chamoe’ (polpa alaranjada) e ‘Gotgam’ (polpa verde clara), observaram a
expressao de CmPSY superior neste Gltimo, contrariando achados de outras espécies. Ren et al.

(2013) transformaram o meldo ‘Honeydew’ (ndo-climatérico, grupo Inodorus) com o gene
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PSY-C de melancia e observaram o aumento de producdo de fitoeno e -caroteno unicamente
na casca do fruto, sem alteracdes significativas destes compostos na polpa do fruto transgénico
em relacdo ao fruto selvagem, indicando que a regulacdo do acumulo de carotenoides nao

ocorre necessariamente a nivel transcricional para Cucumis melo.

Figura 19. Expresséo relativa do gene CmPSY3 para as cultivares de meldo ‘Gaticho’ e ‘Eldorado’ determinada
através de 2/-(44Ca) resultados expressos através da média obtida ao longo dos dias de desenvolvimento + erro
padrdo. Letras iguais ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de significancia.
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Fonte: a autora.

Sathasivam et al. (2020) relatam que a expressao de PSY sofre interferéncia de diversos
fatores bidticos e abidticos, como a interacdo com ABA, estresses ambientais (luz excessiva,
seca, estresse salino e de temperatura), além do controle pds-transcricional e pos-traducional.
Em meldo, a regulacdo da PSY a nivel pos-traducional ocorre de forma Unica. Chayut et al.
(2017) revelaram que a mutacéo no gene CmOTr (que codifica uma proteina DnaJ da familia das
chaperonas), que contém a troca de uma arginina na posi¢do 108 para uma histidina (também
chamado de SNP dourado), é a determinante para que os frutos de meldo acumulem altas
quantidades de B-caroteno e por consequéncia, apresentem polpa alaranjada. Chayut et al.
(2017) demonstra que CmOr-His!®® ¢ capaz de estabilizar os niveis proteicos de PSY em frutos
de polpa alaranjada, bem como, promove a diferencia¢do dos cloroplastos em cromoplastos,
enquanto que frutos que carregam uma mutagdo induzida em CmOr (low f), sofrem inibigédo
deste processo de biogénese. Portanto, os resultados aqui encontrados, com maior expressdo de
CmPSY3 em meldo ‘Gaucho’, ndo séo suficientes para determinar uma maior contribuicéo deste
gene para o acumulo de carotenoides no nivel transcricional, ja que a via metabdlica pode estar

sendo regulada em etapas subsequentes.
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Outra etapa de fundamental importancia para a producgéo de carotenoides esta a reacao
de isomerizacgdo dos cis carotenoides para producgéo de todos os trans licopenos pela enzima
caroteno isomerase. No genoma do meldo (GARCIA-MAS et al., 2012) verifica-se a presenca
de duas isoformas, CmCRTISO1 e CmCRTISO2, e ambas foram estudadas quanto a expressao
génica neste trabalho. Para CmCRTISO1 (Figura 20), observa-se um padréo invertido de
expressao aos 35 D.A.P. para cada cultivar, onde ‘Gatcho’ apresenta um pico de expresséo
enquanto para ‘Eldorado’ mantém-se baixa em todo o desenvolvimento. Para 25 D.A.P. e 45

D.A.P. ndo hé diferenca significativa dos niveis de CmCRTISO1 entre as cultivares.

Figura 20. Expressdo relativa do gene CmCRTISO1 determinada através de 2™44C® para os frutos de meldo
‘Gaucho’ e ‘Eldorado’ durante trés estagios de desenvolvimento. Resultados expressos em média + erro padréo,
letras maiusculas diferentes indicam diferenca significativa entre dias de desenvolvimento do fruto para a mesma
cultivar e letras mindsculas diferentes indicam diferenca significativa entre as cultivares para um mesmo estagio
de amadurecimento, segundo Teste de Tukey a 5% de significancia.
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Fonte: a autora.

Para CmCRTISO2 (Figura 21), observa-se que ndo houve diferenca de expressdo
durante a maturacdo para nenhuma das duas cultivares quando analisado por Tukey a 5% de
significancia, no entanto, os niveis deste gene sdo superiores em meldo ‘Gatcho’ em relagdo ao
‘Eldorado’ aos 35 dias apds a polinizacgdo, assim como em CmCRTISO1.

Saladié et al. (2015) observaram maior expressao de CmCRTISO1 em frutos maduros
de melao ‘Piel de Sapo’ (ndo-climatérico) em relagdo ao meldo ‘Védrantais’ (climatérico), ndo
se repetindo neste presente trabalho, onde a Unica diferenca apresentada entre as cultivares, se
da aos 35 D.A.P. com maior expressdao em ‘Gatcho’ (climatérico). Garcia-Mas et al. (2012)
reporta CmCRTISO2 como ndo sendo expressa em frutos, discordando dos achados aqui
descritos. Ademais, CmCRTISO1 e CmCRTISO2 parecem ter papeis semelhantes durante a

producdo de carotenoides nos estagios 25 D.A.P. e 45 D.A.P. nos meldes estudados.
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Figura 21. Expressdo relativa do gene CmCRTISO2 determinada através de 2™44C9 para os frutos de meldo
‘Gaticho’ e ‘Eldorado’ durante trés estagios de desenvolvimento. Resultados expressos em média =+ erro padrio,
onde letras maiusculas diferentes indicam diferenca significativa entre dias de desenvolvimento do fruto para a
mesma cultivar e letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa entre as cultivares para um mesmo
estagio de amadurecimento, segundo Teste de Tukey a 5% de significancia.
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No presente estudo, verificou-se também a expressdo do gene CmpBOHasel, que
codifica uma enzima Beta-anel caroteno hidroxilase (Figura 22). Para este gene, a cultivar
‘Gaticho’ apresentou niveis superiores de expressdo em relagdo a ‘Eldorado’ aos 35 D.A.P. e
45 dias ap0s a polinizacéo.

Figura 22. Expresséo relativa do gene CmpOHasel determinada através de 2™2€9 para os frutos de meldo
‘Gaticho’ e ‘Eldorado’ durante trés estagios de desenvolvimento. Resultados expressos em média =+ erro padréo,
onde letras maiusculas diferentes indicam diferenca significativa entre dias de desenvolvimento do fruto para a
mesma cultivar e letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa entre as cultivares para um mesmo
estagio de amadurecimento, segundo Teste de Tukey a 5% de significancia.
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Fonte: a autora.

Apesar da expressdo de CmfOHasel em ‘Gaicho’ aos 35 D.A.P. apresentar-se 8 vezes

superior aos niveis de 25 D.A.P., ndo houve diferenca estatistica pelo teste de Tukey, com isto,
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observa-se que ndo houve diferenca de expressédo ao longo da maturagdo para nenhuma das
cultivares.

O pico de expressdo encontrado para ambas as isoformas de caroteno isomerase, bem
como a maior expressao de CmpOHasel em meldo ‘Gatcho’ nos ultimos estagios de maturagao
em comparagdo com ‘Eldorado’ podem estar relacionados, além da contribuicdo direta para a
producdo de carotenoides e mudanca de coloragdo do fruto, a formacdo de precursores para
compostos volateis e de fitorménios, principalmente ABA, ja conhecido por seus niveis
aumentados proximo ao pico de producéo de etileno em fruto climatérico. Galpaz et al. (2013)
avaliaram que um melao ‘Charentais’ (climatérico) com mutacdo induzida de perda de funcgéo
de CRTISO (chamado de meldo yofl) leva a producdo de frutos de polpa amarela devido ao
acumulo de pro-licopeno (um composto amarelado), com intensa perda de aroma, ja que a
clivagem B-caroteno produz substratos para formacdo de compostos volateis. Chayut et al.
(2017) complementam que a mutacédo yofl causa o acimulo de pré-licopeno independente da
mutacdo do gene CmOr. Além disto, Los et al. (2021, Preprint) identificaram em meldo
‘Gatcho’ maior riqueza e concentragdo de volateis do que em ‘Amarelo’, refor¢cando esta
hipdtese. Novos estudos estdo sendo desenvolvidos com as cultivares de meldo aqui citadas
para compreensdo da acdo do acido abscisico nos processos de formacdo de carotenoides e

acumulo de agUcares.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Com base em resultados anteriores sobre atributos que formam a qualidade de frutos
de meloeiros climatérico e ndo-climatérico, foram identificados como genes de interesse para
0 metabolismo de acucares os candidatos CmSUS1, CmSUS2, CmINH1, CmNAG2, CmTPS9,
CmTPS7 e CmTPS5 e para o metabolismo de carotenoides CmPSY3, CmCRTISOL,
CmCRTISOZ2 e CmpOHasel.

A expressao relativa destes genes foi analisada de forma integrativa com os resultados
de qualidade pds-colheita e de quantificacdo de acglcares por HPLC, levando a algumas
conclusdes:

- A expressdo CmSUS1 pode contribuir significativamente para o aumento dos teores
de sacarose ao longo da maturacdo para ambas as cultivares, enquanto que CmSUS2 pode estar
mais envolvida na conversdo das hexoses glicose e frutose em frutos de meldo ‘Gatcho’,
climatérico, indicado pelos menores teores destes compostos nos frutos;

- CmINHZ1, responsavel pela inibigdo proteina das invertases &cidas vacuolares, & um
candidato importante como regulador da maturacdo provocada por agucares, sendo mais
expresso em frutos nado-climatéricos, como o ‘Eldorado’, e em estdgios iniciais de
desenvolvimento;

- CmNAG2 pode desempenhar papel de fornecimento de substratos para outras vias
metabolicas em frutos jovens de ‘Eldorado’, enquanto que em meldo maduro da cv. Gatcho
(climatérico) parece estar envolvido na sintese e acimulo de sacarose;

- as TPS parecem estar mais envolvidas na regulacdo dos agtcares de meldo ‘Gatcho’
do que em ‘Eldorado’, salvo pela expressao de CmTPS7, principalmente nos estagios 35 e 45
D.A.P., podendo influenciar a for¢a do dreno e a interagdo com fitormdnios, como ABA, auxina
e etileno, nestes frutos. Novos estudos devem ser realizados a fim de esclarecer a relacéo
TPS:auxina e TPS:ABA;

- Quanto ao metabolismo de carotenoide e coloragéo do fruto, a cor da polpa e da casca
de meldo ‘Eldorado’ sofre mudancas progressivas ao longo de toda maturacao, enquanto que
para ‘Gaucho’ ha uma transicdo clara entre os estagios 25 D.A.P. (polpa) e 35 D.A.P. (casca).
Este fendbmeno pode estar relacionado ao aumento da expressdo dos genes CmCRTISOL,
CmCTRISO2 e CmpOHasel, principalmente no estagios mais avancados da maturacéo, no
entanto, esta via sofre forte regulacdo pos-transcricional e pos-traducional, ndo explicando
completamente este processo. A expressao mais alta de genes da via dos carotenoides em

‘Gatcho’ pode estar ligada, principalmente, a maior formacdo de compostos volateis nesta
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cultivar em relacdo a ‘Eldorado’, e a formacdo de fitormonios como ABA. Estudos mais
aprofundados da relacédo deste fitormonio com a formagéo de carotenoides em frutos de meldo
climatérico e ndo-climatérico podem ajudar a esclarecer esta hipotese.

Esta € a primeira vez que a expressao destes genes ¢ reportada para a cultivar ‘Gaicho’,
de importancia comercial para o Brasil. Com isto, tais resultados contribuem para o
conhecimento do metabolismo de agUcares e carotenoides e suas diferencas intraespecificas
entre frutos climatéricos e ndo-climatéricos, abrindo portas para novos estudos da regulacéo

hormonal e para modificacdes no manejo e pela engenharia genética nestas cultivares.
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