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RESUMO

A espécie Cucumis melo L., conhecida popularmente como meloeiro pertence a familia
Cucurbitaceae e é uma das culturas mais importantes, sendo uma das maiores producdes e
exportacdes do Brasil. Essa espécie apresenta gen6tipos e fendtipos varidveis, com uma ampla
diversidade de cultivares. No territorio brasileiro, as variedades AS inodorus e C1 cantalupensis
destacam-se como as de maior interesse econdmico, apresentando diferencas notdveis,
especialmente como no processo do amadurecimento de seus frutos. O objetivo deste estudo foi
avaliar o metabolismo de carboidratos durante o processo de amadurecimento de meldes
climatéricos e nao-climatéricos das variedades botanicas inodorus e cantalupensis. Foram
colhidos seis frutos em diferentes estddios de sua maturacdo, levando em consideracao os dias
apos a polinizacdo (DAP). Os meldes AS inodorus foram colhidos aos 24, 26, 28, 30, 32 e 34
DAP, enquanto os meldes C1 cantalupensis foram colhidos aos 18, 20, 22, 24, 26 e 28 DAP.
Os frutos foram submetidos a andlise de enzimas do metabolismo de carboidratos, o perfil de
acucares por HPLC, o potencial osmético e extravasamento de eletrdlitos dos tecidos. Os
resultados indicam que, nos frutos nao-climatéricos da variedade AS inodorus, o acimulo
maximo de sacarose ocorreu aos 34 DAP. As andlises de turgidez e integridade celular indicam
o comprometimento da parede celular nos estddios finais de maturacdo, confirmados pela
atividade da B-GAL, que revelou alteracdes na parede celular. A SPS desempenhou papel
central no acimulo de sacarose nesta variedade, o que foi corroborado pela atividade das
enzimas SUS, IVN e IVA. Por outro lado, ndo houve actiimulo de sacarose nos frutos
climatéricos da variedade C1 cantalupensis, mas foi observada a presenca de glicose e frutose.
Quanto a turgidez e integridade celular, o comportamento foi comum a frutos climatéricos. A
SPS e a SUS aumentaram durante a maturacdo, sugerindo papel na producdo de glicose e
frutose. As invertases contribuiram para a perda pds-colheita da sacarose, e a B-GAL evidenciou
modificagdes na parede celular. Em ambas as variedades, as enzimas do metabolismo de
carboidratos exerceram influéncia direta no amadurecimento dos frutos.

Palavras-chave: Cucumis melo L; metabolismo de carboidratos; amadurecimento.



ABSTRACT

Cucumis melo L. popularly known as melon tree, belongs to the Cucurbitaceae family and is
one of the most important crops, being one of the largest productions and exports in Brazil. This
species has variable genotypes and phenotypes, with a wide diversity of cultivars. In Brazilian
territory, the A5 Inodorus and C1 Cantalupensis varieties stand out as being of greatest
economic interest, presenting notable differences, especially in the ripening process of their
fruits. The objective of this study was to evaluate carbohydrate metabolism during the ripening
process of climacteric and non-climacteric melons of the AS Inodorus and C1 Cantalupensis
varieties. Six fruits were collected at different stages of their maturation, taking into account
the days after pollination (DAP). AS Inodorus melons were harvested at 24, 26, 28, 30, 32 and
34 DAP, while C1 Cantalupensis melons were harvested at 18, 20, 22, 24, 26 and 28 DAP. The
fruits were subjected to analysis of carbohydrate metabolism enzymes, sugar profile by HPLC,
osmotic potential and electrolyte leakage from tissues. The results indicated that in non-
climacteric fruits of the A5 Inodorus variety, the maximum accumulation of sucrose occurred
at 34 DAP. Analyzes related to cell turgidity and integrity indicated the impairment of the cell
wall in the final stages of maturation, confirmed by the activity of B-GAL, which revealed
changes in the cell wall. The performance of SPS played a central role in the accumulation of
sucrose in this variety, and the activity of the enzymes SUS, IVN and IVA corroborated this
finding. In the climatic fruits of the C1 Cantalupensis variety, there was no accumulation of
sucrose, but the presence of glucose and fructose was observed. The results associated with
turgidity and cell integrity indicated common behavior in climatic fruits. SPS and SUS
increased during maturation, aiding in the production of glucose and fructose. Invertases
developed for post-harvest loss of sucrose, and B-GAL show changes in the cell wall. In both
varieties, carbohydrate metabolism enzymes have a direct influence on the maturation process.

Keywords: Cucumis melo L;carbohydrate metabolism.; ripening.
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1 INTRODUCAO

O meloeiro (Cucumis melo L.) pertence a familia Cucurbitaceae, € originario da
Africa e Asia e estd entre as olericolas mais importantes economicamente, sendo cultivado em
diferentes partes do mundo, seja com clima tropical, subtropical ou temperado (ENDL et al.,
2018; SILVA et al., 2020).

No Brasil, a producdo do meldo concentra-se na regido Nordeste a qual é
responsavel por cerca de 95% da produgdo nacional, destacando-se os estados do Rio Grande
do Norte e Cear4, principais produtores e exportadores (ANDRADE et al., 2019; CARVALHO
et al., 2020; IBGE, 2023). O meloeiro é uma espécie com ampla variabilidade fenotipica em
relac@o as caracteristicas dos frutos e possui uma vasta gama de cultivares, dentre as quais as
variedades botanicas inodorus, cantalupensis e reticulatus sdo as de maior interesse economico
no Brasil. Observa-se que estas variedades se diferenciam em diversos aspectos morfoldgicos,
bioquimicos assim como na fisiologia do seu amadurecimento (ANDRADE et al., 2019;
MOING et al., 2020; SILVA et al., 2020).

Estudar os diferentes padrdes de amadurecimento € importante uma vez que estao
diretamente ligados as caracteristicas de qualidade e potencial de armazenamento dos frutos
(ANDRADE et al., 2019; BIANCHI et al., 2020). O meldao possui dois padroes de
amadurecimento, nos quais as variedades inodorus e cantalupensis apresentam distintos
comportamentos, com os frutos inodorus apresentando um padrdo nado-climatérico de
amadurecimento com pouca ou nenhuma producdo de etileno, enquanto os cantalupensis
apresentam um padrdo climatérico com aumento de respiracao e producdo de etileno no inicio
do amadurecimento (BIANCHI et al., 2020; STROKA et al., 2021).

O processo de amadurecimento dos frutos ndo climatéricos ainda ndo é tao
conhecido como o amadurecimento climatérico, deixando muitas lacunas no que diz respeito a
este padrdo (STROKA et al., 2021). Nesse contexto, este trabalho tem como objetivo avaliar o
metabolismo de carboidratos durante o amadurecimento de meldes com comportamento

climatérico e ndo-climatérico.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Meloeiro: aspectos botianicos e economicos

z

A familia Cucurbitaceae ¢ composta por mais de 900 espécies conhecidas e
divididas entres seus géneros. O género Cucumis estd entre os 10 primeiros mais importantes
entre as hortalicas do mundo, sendo também utilizados para fins medicinais e ornamentais
(PARIS e SCHAFFER, 2017).

O meloeiro (Cucumis melo L.) é uma espécie dicotiledonea com um sistema
radicular superficial e caule do tipo herbidceo com a ocorréncia de ndés com gemas que podem
formar gavinhas, folhas e novos caules. As folhas tém tamanhos varidveis reniformes,
pentalobadas e com margens denteadas com filotaxia alternada do tipo simples (KIRKBRIDE,
1993; MCCREIGHT et al., 1993). Kirkbride (1993) aponta que as flores podem ser encontradas
com apenas um 6rgdo sexual (flores imperfeitas) ou hermafroditas (flores perfeitas) em pontos
diferentes da planta. As flores femininas desenvolvem-se geralmente isoladas em ramos
secundérios ou tercidrios com coloracao amarelada e formadas por cinco pétalas.

O melao € um fruto carnoso dividido em exocarpo, mesocarpo € endocarpo, mas
que apresenta grande variacdo em caracteristicas como tamanho, forma, cor da polpa, textura
da casca e sabor. Isto torna esta espécie uma das mais diversas do género Cucumis € com muitas
variedades cultivadas (COSTA, 2017; PARIS e SCHAFFER, 2017; ESTERAS et al., 2018;
GOMEZ-GARCIA et al., 2020; SILVA er al. 2020). Segundo Zhang et al. (2016), os estddios
de desenvolvimento dos frutos do meldo podem ser estabelecidos como: fruto jovem (10 dias
ap6és a polinizacdo — DAP, periodo em que as células epidérmicas ovarianas param de
proliferar), em expansao (20 DAP, onde hd maior expansdo do fruto, contudo, com um teor de
acucar baixo), imaturo (30 DAP, a expansdo do fruto cessa e atinge seu volume e firmeza da
polpa médximos) e maduro (40 DAP, neste estddio a sacarose atinge seus niveis mais elevados).
Contudo, estes estddios podem variar de acordo com a variedade.

A Cucumis melo L. é uma das espécies mais importantes e considerada uma das
mais diversas do género Cucumis, sendo uma cultura de grande valor para agroindustria. A
origem da espécie estd associada a Africa e Asia e é cultivada amplamente, do clima temperado
ao tropical. Esta espécie é dividida em pelo menos 16 variedades botanicas (PARIS e
SCHAFFER, 2017) dos quais inodorus e cantalupensis se destacam (LEIDA et al., 2015). A
grande diversidade de tipos e variedades desta espécie se diferenciam por suas caracteristicas

como a cor da polpa, a textura das cascas, o tamanho, a forma ou por seu padrdo de
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amadurecimento (ENDL et al., 2018; GUIMARAES et al., 2020; SILVA et al., 2020;
STROKA et al., 2021).

No ano de 2022, o Brasil ocupou a posicao de 10° maior produtor de melao do
mundo (FAO, 2023) com cerca de 700 mil toneladas produzidas em uma area de 27,4 mil
hectares (IBGE, 2023). A regido Nordeste possui cerca de 95% da producdo nacional, com
destaque para os estados do Rio Grande do Norte e Cear4, principais produtores e exportadores.
No periodo de janeiro a maio de 2023, os meldes exportados renderam ao pais US$ 68 milhdes
e as projecdes até 2032/2033, indicam que os maiores aumentos de producdo devem ser
registrados no cultivo de meldo, com um crescimento de 28,7% (MAPA, 2023). Os meldes da
variedade inodorus também conhecidos como amarelo correspondem a 70% dos meldes
produzidos no pais e os 30% restantes sdo de meldes cantalupensis também denominados
aromaticos ou nobres, que sdo principalmente exportados (ANDRADE et al. 2019;

GUIMARAES et al., 2020).

2.2 Variedades botanicas cantalupensis e inodorus

Os frutos de Cucumis melo L. apresentam uma ampla diversidade morfoldgica e
fisiolégica com diferencas no formato, cor, sabor, espessuras e aparéncia entre as variedades.
As diferencas abrangem os processos fisioldgicos como o padrdo de amadurecimento com
variedades com comportamento climatérico com produgdo de etileno e aumento na respiragao,
enquanto outras sd@o ndo climatéricas (Li et al. 2006; MOING et al., 2020; BIANCHI et al.,
2020).

Héa uma classificacdo amplamente adotada no setor produtivo que organiza os
meldes em diferentes “tipos” comerciais, com o objetivo de facilitar a comunicacdo entre os
diversos agentes da cadeia do agronegdcio. Essa categorizacdo baseia-se em caracteristicas
morfoldgicas claramente observéveis, o que permite o reconhecimento padronizado dos frutos.
No Brasil, os tipos de meldo mais frequentemente comercializados pertencem as variedades
botanicas inodorus (Amarelo, Honeydew e Pele de Sapo), cantaloupensis (Charentais) e
reticulatus (Cantaloupe e Gélia) (ARAGAO et al., 2019). As variedades de maior importancia
econOmica sdo as climatéricas reticulatus e cantalupensis € a nio climatérica, inodorus
(OLIVEIRA et al.,2017; MOING et al., 2020). Apesar das diferencas morfoldgicas e do padrao
de amadurecimento dentre as variedades, Enld et al. (2018) sugerem que estas estdo agrupadas
dentro do mesmo clado “Asian Agrestis”, que teria sua origem na India, sudeste asiatico, Asia
central e Extremo Oriente.

Segundo Guerra (2020), Silva et al. (2020) e Aragdo et al. (2019), os frutos da
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variedade inodorus apresentam forma globular ou ovais com casca fina lisa ou 4spera com rugas
longitudinais e colora¢do amarela, branca ou verde-escura, sendo a polpa espessa com coloracao
que varia de verde-clara a esbranqui¢ada sem um aroma caracteristico. O ciclo de vida desta
variedade compreende de 60 a 70 dias sem desprendimento do pedinculo, predominantemente.
Os frutos possuem um padrio de amadurecimento ndo-climatérico e por isso, devem ser
colhidos maduros, além disso apresentam um periodo de amadurecimento mais longo do que
outras variedades como a cantalupensis, o que lhe confere boas caracteristicas para
armazenamento € conservagao.

Na variedade cantalupensis, os frutos sdo ovais ou redondos podendo ter casca
recoberta com rendilhamento corticoso, rugoso ou escamoso com uma polpa alaranjada e
caracterizada como aromdtica, além disso, apresenta um padrdo de amadurecimento do tipo
climatérico o que resulta em baixa resisténcia ao transporte exigindo o uso de tecnologias de
conservacgao pos-colheita como a refrigeracao (GUERRA, 2020; SILVA et al., 2020; BIANCHI
et al., 2020). O ciclo de vida desses frutos compreende de 65 a 70 dias e sua maturacdo é
acompanhada do desprendimento do pedinculo (OLIVEIRA et al., 2017).

Portanto, a colheita e 0 manuseio de ambas as variedades devem ser cuidadosos
para que evitar danos aos frutos. Os frutos devem ser limpos e protegidos do sol até 0 momento
do transporte para o local onde serdo embalados e posteriormente selecionados. Os frutos siao
resfriados rapidamente e armazenados em camara fria a 10 °C no caso do melao Amarelo,

enquanto os meldes cantalupensis devem ser armazenados na temperatura de 4 a 6 °C

(OLIVEIRA et al., 2017).

2.3 Fisiologia do amadurecimento

O amadurecimento dos frutos € um conjunto de processos que resultam em
alteracoes fisioldgicas e morfolégicas na coloracdo, textura, sabor, composi¢do € aroma,
tornando-o palatdvel e € seguido pela senescéncia (CHITARRA; CHITARRA, 2005). Os frutos
sa0 carnosos e classificados como climatéricos e ndo-climatéricos, de acordo com a capacidade
de produzir e responder ao hormonio etileno, durante o processo de amadurecimento. Quando
amadurecem, os frutos climatéricos apresentam aumentos concomitantes de respiracdo e
producdo de etileno, enquanto os ndo-climatéricos nio apresentam essas caracteristicas (CHEN
et al.,2018; CHERVIN, 2020).

No inicio do século XX, o hormdnio gasoso etileno foi descoberto e desde entdo,
vem sendo observado seu envolvimento em diversos aspectos fisioldgicos das plantas como

germinagdo de sementes, desenvolvimento de flores e frutos, amadurecimento e senescéncia.
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Para os frutos climatéricos, o etileno controla reacdes que levam a mudanca da coloracdo,
acimulo de agucares, perda de firmeza, producdo de 4cidos orgénicos, entre outros (CHEIN et
al., 2018).

O meloeiro é uma espécie excepcional que apresenta variedades classificadas como
climatéricas e ndo-climatéricas (CHEIN et al., 2018; BIANCHI et al., 2020). Os meloes
climatéricos como os cantalupensis apresentam um pico de respiracdo seguido da sintese
autocatalitica do etileno enquanto, os meldes ndo-climatéricos como inodorus possuem uma
baixa ou nenhuma sintese de etileno no processo de amadurecimento (SCHEMBERGER et al.,
2020; STROKA et al., 2021). Nos estudos de Saladié et al. (2015), os frutos cantalupensis
tiveram um pico de produgdo de etileno aos 35 dias apds a polinizagdo (DAP), no entanto os
frutos da variedade inodorus apresentaram um nivel baixo e constante da producgao de etileno.
Em geral, a fisiologia de frutos climatéricos € melhor compreendida, contudo, existem muitas
lacunas a respeito do amadurecimento dos frutos ndo-climatéricos (STROKA et al., 2021).

No processo de amadurecimento, os frutos do meloeiro passam por diversas
transformacoes tanto bioquimicas como fisioldgicas que influenciam nas suas propriedades
organolépticas (SALADIE er al., 2015; SCHEMBERGER e al., 2020). Os agiicares possuem
um importante papel na qualidade dos frutos, pois influenciam diretamente o sabor, e assim, a
qualidade e a aceitacdo pelo consumidor. Os carboidratos participam de importantes processos
do desenvolvimento do vegetal voltados para o fornecimento de energia e actimulo de carbono
(DURAN-SORIA et al., 2020).

Nos frutos e nas sementes, os carboidratos podem ser acumulados através do
transporte de fotoassimilados pelo floema entre os tecidos fonte e dreno (DURAN-SORIA et
al., 2020). Em geral, a concentragdo de oligossacarideos € baixa no meldo indicando um
metabolismo acelerado que necessita de compostos simples e rapidamente disponiveis como a
sacarose que € o acucar predominante e seu acimulo € considerado um marcador inicial do
amadurecimento de alguns genétipos (DAI et al., 2011; SALADIE e al., 2015; STROKA et
al.,2021). Kaleem et al. (2023) apontaram em seu estudo com meldes as quantidades de glicose
e frutose 10,80 mg/g e 18,48 mg/g, respectivamente, enquanto a sacarose apresentou valores
superiores com 124,97 mg/g.

Saladié et al. (2015) apresentaram resultados da comparacdo entre meldes
climatéricos e nao-climatéricos, onde observaram pouca variacdo ao longo do tempo no
contetido de glicose e frutose dos frutos entre 5 DAP até a maturidade aos 55 DAP em ambas
as variedades, enquanto os niveis baixos de sacarose em frutos jovens que aumentavam de

forma significativa a partir de 30 DAP em Amarelo e de 40 DAP em cantalupensis, sugerindo
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o inicio do amadurecimento.

2.4 Metabolismo de carboidratos

O actimulo de sacarose no fruto do melao € determinado pelo metabolismo de
carboidratos de cada gendétipo e segundo Schemberger et al. (2020), ha trés fontes fundamentais
para o acumulo de sacarose nos frutos: a sintese de novo da sacarose, o processo de fotossintese
e o catabolismo dos oligossacarideos da familia da rafinose (OFR).

No melao, assim como outras Cucurbitaceas, os OFR sao translocados pelo floema
das folhas fotossintetizantes para os frutos em desenvolvimento, onde sdao hidrolisados pela
acdo das enzimas a-galactosidases 4cida (AAG) e neutra (NAG) produzindo galactose e
sacarose. A galactose € entdo fosforilada pela galactoquinase (GK) formando galactose-1-
fosfato (GAL-1P). Posteriormente, a GAL-1P poderd participar da sintese da sacarose, onde
serd transformada em glicose-1-fosfato (GLC-1P) pela acdo da uridina difosfato (UDP)-
galactose/glicose pirofosforilase (UGGP), UDP-glicose- 4-epimerase (UGE) e da UDP-glicose
pirofosforilase (UGP) fornecendo os substratos para a sintese de sacarose pela sacarose-fosfato
sintase (SPS) e sacarose-fosfato fosfatase (SPP) (DAI et al. 2011; LEIDA et al. 2015;
SALADIE et al. 2015; SCHEMBERGER et al. 2020).

Yang et al. (2019) e Duan et al. (2021) indicam a sacarose fosfato sintase (SPS), a
invertase (INV) e a sacarose sintase (SUS) como as principais enzimas envolvidas no
metabolismo da sacarose. A sacarose fosfato sintase (SPS, EC 2.4.1.14) é considerada a
principal enzima responsdvel pela sintese e possui um papel importante na regulacdo da
assimilac@o do carbono e na divisdo dos fotoassimilados entre o amido e a sacarose. A reagao
catalisada pela SPS transfere o grupamento glucosil da UDP-glicose para a frutose-6-fosfato,
que € desfosforilada pela acdo da enzima sacarose-6-fosfato fosfatase (SPP) produzindo
sacarose (DUAN et al., 2021). Hubbard et al. (1991) mostraram que o acimulo de sacarose em
meldes deve-se ao aumento da atividade da SPS, e a queda na atividade de invertase 4cida, e
este aumento reflete a importancia da sintese de sacarose no fruto (BURGUER, SCHAFFER,
2007).

A enzima invertase (IV, B-D-fructo-furanosideo-frutohidrolase, invertina ou
sacarase, EC 3.2.1.26) catalisa a hidrélise da sacarose oriunda de sintese ou translocagdo
formando hexoses de glicose e frutose. Esta enzima possui isoformas acidas (IVA) e neutras
(IVN) com pH 6timo de atividade de acordo com o pH da localizacdo celular onde se encontra
como os mais 4dcidos, vacuiolo e parede celular, e neutros mitocondria e citosol, respectivamente

(DAI et al.,2011; STROKA et al., 2021). Segundo Basson et al. (2010), a invertase destaca-se
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como a enzimas que degradam a sacarose em frutos, causando uma diminuicao da dogura e a
producdo de 4cidos organicos como o dcido mélico que contribuem para a perda na qualidade
de sabor (SALADIE et al., 2015).

Burguer e Schaffer (2007) estudaram oito genétipos diferentes de C. melo: Galia,
Noy Yizre'el, Krimka, Persian linhagem 202, linhagem Persian 221, cv. Black Skin, linhagem
Faqqous e C. sativus cv. Dalila, e observaram que a concentracdo de sacarose aumentava
enquanto a atividade da IVA decaia. Além da reducgao da atividade da IVA, estudos mostraram
que o aumento da expressdo génica da enzima sacarose sintase é crucial para a concentracio de
sacarose ao longo do processo de amadurecimento (BURGER; SCHAFFER, 2007; DAI et al.,
2011; SALADIE et al., 2015).

A sacarose sintase (SUS, EC 2.4.1.13) pode estar localizada na mitocOndria, na
parede celular ou no vacuolo e catalisa a sintese da sacarose a partir de UDP-glicose e frutose,
porém também pode catalisar a reacao no sentido inverso clivando a sacarose em frutose e UDP-
glicose (DAI et al., 2011; SALADIE et al., 2015; DUAN et al., 2021). Braun et al. (2014)
relataram que esta enzima estd associada a sintese de carboidratos poliméricos e a geracao de
energia durante o desenvolvimento dos frutos e a dispersdo de sementes.

Diferentes isoformas de SUS sdao encontradas e que variam conforme as espécies
vegetais. As diferentes fungdes e padrdes de expressdo, resultando em uma flexibilidade do
metabolismo da sacarose ao longo das etapas de desenvolvimento (KLOTZ et al., 2003; DUAN
etal., 2021). Xu et al. (2019) e Wang et al. (2015) mostraram que Arabidopsis, cenoura (Daucus
carota), soja (Glycine max) e tabaco (Nicotiana tabacum) possuem seis, oito, doze e quatorze
genes para a SUS, respectivamente, enquanto Dai et al. (2011) relataram trés isoformas (SUSI,
SUS2 e SUS3) presentes em melao.

Quanto a expressao dos genes da SUS em meldes climatéricos e ndo climatéricos,
os genes CmSUS1 e CmSUS?2 sdo respectivamente mais ativos no inicio da maturagdo quando
a sacarose ¢ clivada em frutose e UDP-glicose, enquanto os genes CmSUS3 e CmSUSI sdo
respectivamente mais ativos no final da maturacdo quando a UDP-glicose e a frutose sao
utilizadas para a sintese de sacarose (DAl et al., 2011; ZHANG et al., 2016; SCHEMBERGER
et al., 2020).

A B-galactosidase (B-GAL, EC 3.2.1.23) é uma enzima envolvida com a hidrélise
de lactose em monossacdridos de glicose e galactose e € classificada em duas familias:
glicosideo hidrolase 2 (GH2) e glicosideo hidrolase 35 (GH35), sendo aproximadamente 70%
das B-GAL da familia GH35 encontradas em plantas (HUSSAIN er al. 2010; YADAV e
KAYASTHA, 2020).
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As [-galactosidases podem agir sobre polissacarideos especificos como as [-
galactanases que atuam em polimeros pécticos, e as -galactosidases que tém como alvo os
xiloglicanos. A B-GAL € uma das enzimas envolvidas em processos como o amaciamento
durante o amadurecimento dos frutos carnosos que causam a modifica¢do da parede celular, ja
que estas sao compostas por microfibras de celulose unidas por uma rede xiloglicanos. Mohebbi
et al. (2022) observaram uma diminui¢cdo na atividade da B-GAL em macas devido a um
tratamento pds-colheita com cloreto de calcio (CaC12) associado ao 4cido bérico, o que resultou
em uma menor degradagdo da parede celular e retardou o amaciamento desses frutos. Diversos
estudos resultados corroboram a hipétese de que a B-GAL atua, em conjunto de outras enzimas
hidroliticas da parede celular, durante o processo de amadurecimento de varios frutos como
caqui, tamaras, tomate, meldo, pimentdo, cereja € macad (HUSSAIN et al. 2010; RASTEGAR
etal. 2012; TAIZ et al. 2017; BAN et al. 2018; GUO et al. 2018; LI et al. 2020).

Segundo Schemberger et al. (2020), o conhecimento sobre a funcionalidade do
metabolismo de agicares assim como a importancia desses compostos como indicadores de
amadurecimento, sdo fundamentais para estimular o desenvolvimento de novas abordagens com

intuito de melhorar a qualidade comercial de frutos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

v Investigar o metabolismo de carboidratos durante o amadurecimento de meldes

climatéricos e ndo-climatéricos.
3.2 Especificos

v Verificar o potencial osmético durante o amadurecimento do meldo;

v" Analisar a integridade do tecido por meio de extravasamento de eletrélitos.

v’ Medir a atividade das enzimas sacarose sintase (SUS); sacarose fosfato sintase (SPS); B-
galactosidase (GAL) e invertase (INV) durante o amadurecimento do meldo;

v" Quantificar os ag¢icares simples por HPLC durante o amadurecimento do melgo;
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4 METODOLOGIA

4.1 Material vegetal

As mudas das variedades botanicas de Cucumis melo L. inodorus do tipo Amarelo,
linhagem A5 (ndo-climatérico) e cantalupensis ou Charentais, linhagem C1 (climatérico),
foram cultivadas na casa de vegetacdo da Embrapa Agroindustria Tropical, no municipio de
Fortaleza-CE. As sementes foram postas para germinar em bandejas de polipropileno de 200
células, contendo substrato de fibra de coco e substrato comercial (Turfa) na propor¢ao de 1:1,
para o preenchimento das bandejas. Apos 11 dias de semeadura, ocorreu o transplantio das
plantulas para vasos plasticos de 5 L, nos quais foram cultivados até o final do ciclo produtivo.
A variedade cantalupensis possui um ciclo mais precoce, por isto, esta foi semeada dez dias
apos a inodorus para que houvesse uma sincronizagdo do periodo de colheita.

Ap0s o transplantio, as plantas foram transferidas para a casa de vegetacao e foram
realizados os tratos culturais necessarios com as culturas. A irrigacdo ocorreu duas vezes ao dia,
levando em consideragdo a evapotranspira¢ao. Também foi realizada a nutri¢io das plantas via
fertirrigacdo de acordo com demanda nutricional de cada fase de desenvolvimento da cultura,
como também foram monitoradas a temperatura e a umidade relativa do ar, com um auxilio de
um termohigrometro (KASVI K29-5070H, Brasil) (Figura 1A).

Flores hermafroditas foram polinizadas manualmente e marcadas com uma etiqueta
especificando a data da polinizacdo (Figura 1C e 1D). Para a colheita, considerou-se os dias
apos a polinizacao (DAP) e seis frutos (cada fruto consistindo em uma repeti¢do), onde, foram
colhidos em cada um dos seguintes estadios de desenvolvimento 24, 26, 28, 30, 32 e 34 DAP
da variedade inodorus e aos 18, 20, 22, 24, 26 e 28 DAP para variedade cantalupensis. Apds
cada colheita, realizada manualmente no inicio do dia, os frutos foram limpos e apds as andlises
que usavam os tecidos integros dos frutos, estes tiveram sua a polpa processada em um

processador de frutas doméstico e armazenada a -18° C e entdo, foram submetidas as andlises.



Figura 1 - Termohigrometro (A), flor hermafrodita (B), etiqueta de identificacio do fruto
(C), fruto em desenvolvimento (D), AS inodorus (E) e C1 cantalupensis (F), durante o
cultivo na casa de vegetacdo da Embrapa Agroindustria Tropical, Fortaleza- CE.

Fonte: Elaborado pelo Luiz Ferreira Coelho Junior (2020).
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Figura 2 - Desenvolvimento de frutos da variedade AS inodorus e C1 cantalupensis em
diferentes dias apds a poliniza¢do (DAP).

26 DAP

Fonte: Elaborado pelo Luiz Ferreira Coelho Junior (2020).

4.2 Avaliacao do Potencial Osmético (‘Ws)

Para a avaliag¢ao do potencial osmoético (Ws), os frutos foram descascados e a polpa
processada e centrifugada (centrifuga Sigma® 2-16 KL, Alemanha) a 10.000 xg por 20 minutos.
Os sobrenadantes foram avaliados com um osmometro (VAPRO — Vapor Pressure Osmometer
5600, USA), sendo cada amostra analisada em duplicata e os resultados obtidos foram expressos

em Mega Pascal (MPa). Os valores de W's foram encontrados através da equacao de Van’t Hoff:
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n=—R T C, onde R € a constante universal dos gases (0,00831 kg MPpa mol-1 K-1), Té a

temperatura em Kelvin, e C € a concentracdo do soluto (BAO et al., 2014).

4.3 Integridade do tecido: extravasamento de eletrdlitos

O extravasamento de eletrdlitos dos tecidos dos frutos foi medido seguindo o
protocolo de Huan et al. (2017), com adaptagdes. Cinco discos de tecido fresco com 1 cm de
diametro e 1 mm de espessura cada, foram removidos e colocados em um recipiente de vidro
contendo 20 mL de dgua destilada, deixados em repouso por 1 hora a temperatura ambiente.
ApoOs esse periodo, a primeira medi¢ao da condutividade elétrica da dgua (CE1) foi medida
utilizando um condutivimetro (Micronal, modelo AJX-515, Brasil) e em seguida, os discos
foram submetidos a fervura em banho-Maria a 100 °C por 5 minutos, e em seguida a
condutividade resultante foi medida (CE2). Os resultados foram expressos como a razao (%)

entre os valores obtidos nas medi¢des CE1 e CE2, multiplicada por 100.

4.4 Quantificacao de aciicares soliveis

Os acucares glicose, sacarose e frutose foram quantificados em um sistema de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) (Infinity 1260 Agilentum, USA) no
Laboratorio de Biotecnologia (LABIOTEC) do Departamento de Tecnologia de Alimentos da
Universidade Federal do Ceard. As amostras foram diluidas em dgua MilliQ, posteriormente,
filtradas em membranas de acetato de celulose com 0,45 um de didmetro e por fim, analisadas
em um sistema de HPLC com detector de IR a 35 °C utilizando dgua Milli Q com fluxo de 0,5
mL/ min utilizando uma coluna BIORAD HPX-87C a 80 °C. Foram realizadas as curvas de
calibracao de glicose, sacarose e frutose para a quantificagao dos agtcares e os resultados foram

expressos em g/L.

4.5 Atividade especifica de enzimas do metabolismo de carboidratos

Para obtencdo do extrato de determinacdo da atividade enzimdtica das enzimas
sintase de sacarose fosfato (SPS), sintase de sacarose (SUS), invertase acida (IVA) e invertase
neutra (IVN), utilizou-se a metodologia de Luo et al. (2020) com adaptacdes. Foram macerados

5 g de polpa em almofariz com 5 mL de tampao em pH 7,0 com 100 mM de fosfato de potéssio,
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1 mM de EDTA em e 5% de polivinilpolipirrolidona (PVPP) em banho de gelo. Em seguida, a
mistura foi centrifugada a 14.000 xg por 30 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi retirado

representando o extrato para as andlises de atividade enzimatica.

4.5.1 Determinacdo do contetido de proteinas

Para o cdlculo das atividades especificas das enzimas, o conteido proteico foi
determinado segundo o método de Bradford (1976) com adaptagdes, usando albumina sérica
bovina como padrdo. Adicionou-se 1 mL de polpa a 2 mL de dgua destilada e agitou-se por 10
segundos em vortex. Uma aliquota de 100 puL do extrato proteico foi adicionada a 2,5 mL do
reagente de Bradford e a mistura foi agitada novamente. As leituras das absorbincias foram
realizadas a 595 nm em leitora de microplaca UV/VIS (Synergyx Mx, Biotek, EUA). Os

resultados foram expressos como mg /kg MF.

4.5.2 Atividade da Sintase de Sacarose Fosfato (SPS)

A atividade da sintase de sacarose fosfato (SPS, EC 2.4.1.14) foi determinada
segundo Zhu et al. (1997), com adaptagdes. Para a reacdo, foram adicionados 50 pL de extrato
e 50 pL de tampao de reacdo em pH 7,5 com 200 mM de Tris-HCIl, 10 mM de cloreto de
magnésio, 2 mM de EDTA, 8 mM de frutose-6-fosfato (Fru-6-P), 40 mM de glicose-6-fosfato
(Glu-6-P) e 50 mM de uridina 5’-difosfoglicose (UDP-glicose). A reacgao foi incubada a 37 °C
em banho-Maria por 20 minutos e depois, interrompida em banho-Maria a 100 °C por 3
minutos.

A determinag¢do da concentragdo de sacarose formada na reacdo foi realizada como
descrito por Van Handel (1968), sendo 100 pL. de KOH 30% adicionados a mistura que foi
submetida a banho-Maria a 100 °C por 10 minutos. Em seguida, uma aliquota de 10 pL foi
retirada e adicionada de 140 pL de dgua destilada e agitada em vortex. Apds isso, uma aliquota
de 50 pL foi retirada, diluida em 950 pL de 4gua destilada, adicionada de 2 mL de reagente
Antrona e mantida por 8 minutos em banho-Maria a 100 °C. Apés esse periodo, a solucdo foi
posta em banho de gelo até o resfriamento e depois, a absorbancia em 620 nm foi determinada
em leitora de microplaca UV/VIS. A concentracdo de sacarose foi calculada a partir de uma
curva padrdo obtida com leituras de solugdes contendo respectivamente 0,5, 1,2, 3 e 4 mM de
sacarose, sendo o branco, adicionado dgua em vez de extrato. Uma unidade de atividade

enzimatica (UAE) foi definida como a quantidade de enzima capaz de formar 1 nmol de acticar
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soluvel total por minuto e os resultados foram expressos como UAE /mg proteina.

4.5.3 Atividade da Sintase de Sacarose (SUS)

A determinacdo da atividade da sintase de sacarose (SUS, EC 2.4.1.13) realizou-se
segundo Zhu et al. (1997) com adaptagdes. Aos 50 pL de extrato foram adicionados 50 pL de
tampao em pH 7,5 contendo 200 mM de Tris-HCI, 15 mM de cloreto de magnésio, 25 mM de
frutose e 25 mM de UDP-glicose. A reagdo foi incubada a 37 °C em banho-Maria por 20
minutos e foi interrompida novamente em banho-Maria a 100 °C por 3 minutos. A determinacao
da sacarose formada foi realizada segundo Van Handel (1968), conforme descrito no item 4.5.2.
Uma unidade de atividade enzimdtica (UAE) foi definida como a quantidade de enzima capaz
de formar 1 nmol de acucar soluvel total por minuto e os resultados foram expressos como

UAE/mg proteina.

4.5.4 Atividade da Invertase Acida (IVA)

A andlise da enzima invertase acida solivel (IVA, EC 3.2.1.26) foi realizada com
base na quantificacdo de actcar redutor liberado em uma solucao devido a ac¢do desta enzima,
quando estd se encontra em condi¢des ideais de pH, concentracido de substrato e temperatura.
Essa atividade foi determinada segundo Zhu et al. (1997) com modificagdes, onde inicialmente,
50 pL de extrato foi adicionado a 180 pL de agua destilada, gerando uma soluc¢do final da qual
foi retirada uma aliquota (AR1) para a determinacdo da concentracdo de agicares redutores pelo
método de DNS. Posteriormente, 50 pL de extrato foram adicionados 50 pL. de tampao de reacdo
em pH 4,5 com 1 M de acetato de sodio mais e 100 pL de uma solugdo de sacarose a 120 mM.
A reagdo foi incubada a 37 °C em banho-Maria por 20 minutos. Apds esse periodo, a reagdo foi
interrompida com a adi¢ao de 30 uL. de Tris a 2,5 M em banho-Maria a 100 °C por 3 minutos e
entdo, foi retirada outra aliquota (AR?2).

A determinacdo da concentracdo de acucares redutores (AR) foi entdo realizada
pelo método do acido 3,5 dinitro-salicilico (DNS) segundo Miller (1959). Apés a reacdo ser
interrompida, uma aliquota de 100 pL foi adicionada a 1000 puL do reagente DNS, sendo a
mistura agitada e depois, mantida em banho-Maria a 100° C por 5 minutos. Apds o resfriamento
em banho de gelo, completou-se o volume para 10 mL de dgua destilada e a absorbancia foi

monitorada 540 nm leitora de microplaca. A subtracdo dos valores AR2 por AR1 foi utilizada
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nos célculos para determinar a atividade média da invertase dcida soluvel e a concentragdo de
AR foi calculada a partir de uma curva padrdo obtida com leituras de solu¢des contendo
respectivamente 0, 200, 400, 600, 800 e 1000 puL de glicose. Como branco, agua foi utilizada
no lugar do extrato. Uma unidade de atividade enzimdtica (UAE) foi definida como a
quantidade de enzima capaz de catalisar a formacao de 1 nmol de agicar redutor e os resultados

foram expressos como UAE /mg proteina.

4.5.5 Atividade da Invertase Neutra (IVN)

Para a determinacgdo da atividade da enzima invertase neutra (IVN, EC 3.2.1.26),
foi utilizado o protocolo descrito por Zhu et al. (1997) com alteragdes. A principio, 50 puL de
extrato foi adicionado a 150 pL de dgua destilada, gerando uma solugdo final da qual foi retirada
uma aliquota (AR1) para a determinacdo da concentracdo de agucares redutores pelo método
de DNS. Ap06s isto, uma nova solucio (AR?2) foi formada, 50 pL de extrato foram adicionados
com 50 pL de tampao de reacdo em pH 7,5 com acetato de s6dio a 1 M e 100 pLL de uma solucdo
de sacarose a 120 mM. Entdo, a mistura foi incubada a 37 °C em banho-Maria por 20 minutos
e posteriormente, interrompida em banho-Maria a 100 °C por 3 minutos. A determinacdo da
concentragdo de agucares redutores foi realizada pelo método de DNS segundo Miller (1959),
conforme descrito no item 4.5.4. Como branco, 4dgua foi utilizada no lugar do extrato. Uma
unidade de atividade enzimdtica (UAE) foi definida como a quantidade de enzima capaz de
catalisar a formacdo de 1 nmol de acucar redutor e os resultados foram expressos como UAE/mg

proteina.

4.6 Atividade da pB-galactosidase

A extragdo e atividade da B-galactosidase (B-gal EC 3.2.1.23) realizou-se segundo
os protocolos descritos por Kitagawa et al. (1995) e Bayraktar e Onal (2013), respectivamente,
com adaptacdes. Para extracdo, 5 g de polpa foram homogeneizados em 5 mL de tampdo com
0,1 M de acetato de sédio em pH 5,0 com contendo polivinilpirrolidona (PVP) 1%, em seguida,
a mistura foi centrifugada a 15.000 xg por 20 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e
o residuo foi ressuspendido com 5 mL de tampao acetato de sédio a 0,02 M em pH 5,0 contendo
5 mM de 2-mercaptoetanol e entdo, centrifugado a 15.000 xg por 10 minutos a 4 °C. Este
processo de ressuspensao do residuo seguido de centrifugacdo foi repetido por quatro vezes ao

todo. Depois da ultima centrifugacao, o residuo foi ressuspendido em 5 mL de tampao acetado
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de s6dio a 0,02 M em pH 5,0 contendo NaCl a 3 M e deixado sob agitacdo continua durante 12
horas a 4 °C no isofrio. Apds esse periodo, a mistura foi centrifugada a 15.000 xg por 30 minutos
a 4 °C e o sobrenadante foi separado e considerado o extrato para determinagdo da atividade
enzimatica.

A atividade da PB-GAL foi determinada utilizando p-nitrofenil-B-D-
galactopiranosideo (PNPG) como substrato. Inicialmente, uma mistura contendo 250 uL de
PNPG a 2 mM, 500 pL de tampao citrato de sédio a 0,05 M em pH 6,0 e 250 uL de solucao
enzimatica, onde estd foi incubada a 37 °C em banho-Maria durante 30 minutos e depois, a
reacdo foi interrompida pela adi¢do de 100 uL. de carbonato de sédio a 1 M. Uma aliquota de
300 pL foi utilizada para a leitura da absorbancia a 400 nm em leitora de microplacas. Uma
unidade de atividade enzimatica (UAE) foi definida como a quantidade de atividade da enzima
capaz de produzir uma mudanca de 0,001 unidade de absorbancia por minuto e os resultados

foram expressos como UAE /mg proteina.

4.7 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos aos testes de normalidade e homogeneidade,
andlise de variancia (ANOVA), e para comparacao das médias, foi utilizado o teste de Tukey,
em nivel de 5% de probabilidade, com auxilio do programa estatistico RStudio. Os resultados

foram apresentados como média e desvio padrao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Variaveis associadas a turgidez e integridade celular

Em relagdo ao potencial osmético (Ws), a variedade AS inodorus apresentou uma
queda significativa até os 28 DAP quando atingiu o menor ¥s de -0,8 MPa em seguida
aumentando (Figura 3A). A variedade C1 cantalupensis apresentou comportamento semelhante
com o menor valor de -0,7 MPa aos 24 DAP (Figura 3B). O menor potencial osmético
representa uma maior concentracdo de solutos no interior das células do fruto, a reducdo
observada no potencial osmético durante a maturacdo representa consequentemente uma
redu¢@o no potencial hidrico, uma vez que os principais fatores que influenciam o potencial
hidrico das plantas sdo a concentragdo de solutos (potencial osmotico), gravidade e pressao
(TAIZ et al. 2017).

O desenvolvimento e o amadurecimento dos frutos envolvem diversos processos
fisiologicos que levam ao aumento do contetdo de solutos nas células. O potencial osmético
representa o efeito da concentracdo de solutos dissolvidos sobre o potencial hidrico
influenciando a turgescéncia das células e, portanto, pode ser considerado um fator importante
e um sinalizador do processo de amadurecimento dos frutos carnosos (TAIZ et al. 2017 e
TURNER, 2017). LIMA et al. (2020) avaliaram o potencial osmético de meldo cantalupensis
e observaram que estas plantas sdo afetadas por estresses e respondem acumulando agucares
para diminuir o potencial osmoético, manter a turgescéncia das células e dar continuidade aos
processos fisioldgicos.

O estudo de JIA et al. (2020) com frutos de Fragaria x ananassa Duch., corroborou
com os resultados encontrados na presente pesquisa, uma vez que 0s autores também
observaram uma diminuic¢do de aproximadamente -0,3 e -0,4 MPa no potencial de pressao e
consequentemente a redugcdo do potencial osmético durante o desenvolvimento dos frutos,
principalmente, em estddios mais avangados de amadurecimento. Bondadaa et al. (2017)
constataram que um aumento na concentragcdo de s6lidos soldveis estava associado ao potencial
osmotico mais negativo de -0,6 a -0,7 Mpa em bagas de uvas. Enquanto isso, Tomiyama,
Yakushiji e Osawa (2023) relataram que em melancias ainda imaturas ja se observa um

potencial osmético mais negativo com uma concentracdo elevada de solutos como acticares.

Figura 3 - Potencial osmético (Ws) da polpa de meldes da variedade A5 inodorus (A) e C1
cantalupensis (B) colhidos colhidos em diferentes dias apds a poliniza¢do (DAP).
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A integridade dos tecidos foi avaliada neste estudo por meio da porcentagem do
extravasamento de eletrdlitos e, na variedade A5 inodorus, o maior extravasamento foi de
93,6% aos 26 DAP (Figura 4A), o qual se manteve mais baixo e constante até o final. J4 a
variedade C1 cantalupensis apresenta uma tendéncia de aumento até os 28 DAP, quando atingiu
82,3% de extravasamento (Figura 4B).

O extravasamento de eletrdlitos é utilizado como indicador da integridade das
membranas celulares, a qual reflete a capacidade das membranas de resistir aos danos sofridos
durante os processos fisioldgicos, como reacdes oxidativas de subprodutos da respiragdo ou
compostos produzidos em condi¢des de desequilibrio oxidativo, induzidos por estresses ou
amadurecimento (TAIZ et al. 2017). Estudos prévios mostraram um aumento gradual de
extravasamento de eletrélitos com o amadurecimento de meldes que pode ser ainda mais

acentuado quando os frutos sao submetidos a injurias mecéanicas ou processamento minimo (Wu

etal.,2019; Wu et al., 2022).
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Corroborando com o maior extravasamento observado aqui ao final do
desenvolvimento da variedade C1 cantalupensis, Santos et al. (2018) observaram que os cachos
de bananas, que sao frutos climatéricos, colhidos ao final do amadurecimento apresentavam um
aumento no extravasamento atingindo 66,5% e esses autores justificaram este resultado pelo

processo adiantado de maturagdo e senescéncia que os frutos se encontravam.

Figura 4 - Extravasamento de eletrdlitos de células da polpa de meldes da variedade A5
inodorus (A) e C1 cantalupensis (B) colhidos em diferentes dias apds a polinizacdo (DAP).
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5.2 Variaveis do metabolismo de aciicares

O acumulo de agucares estd diretamente associado a qualidade pds-colheita e, nos
frutos da variedade ndo climatérica AS inodorus, a maior concentracdo foi observada aos 26

DAP com 39,8 g/L de glicose e 42,0 g/L. de frutose, a partir de entdo as concentragdes foram
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mais baixas e constantes (Figura SA). Aos 30 DAP, o acimulo de sacarose pode ser observado,
atingindo o maximo aos 34 DAP com 21,4 g/L.. De forma distinta, na variedade climatérica C1
cantalupensis, o conteido de glicose e frutose decaiu de forma continua de 21,4 g/lL e 24,9 g L
aos 18 DAP para 9,9 g/L.e 11,6 g/L aos 28 DAP, respectivamente, sem a produ¢do de sacarose
(Figura 5B).

Os resultados encontrados aqui com meldo A5 inodorus concordam com o estudo
de Chen et al. (2023) com meldo nao-climatérico da cultivar Elizabeth, o qual apresentou uma
queda no conteido de glicose e frutose, enquanto o de sacarose aumentou dos 15 aos 40 dias
ap6s a antese. No entanto, outros estudos, relatam a presenca de sacarose em meldes
climatéricos e afirmam que esta atua juntamente com o hormonio etileno, acelerando o processo
de amadurecimento climatérico (SALADIE etal. 2015; GAO et al. 2021). O padrao de acimulo
de sacarose em meldo pode sofrer influéncia da variedade assim como de fatores externos, como
o meldo da cultivar Yuniang apresentou um padrdo inconstante nas concentracdes de sacarose,
dependendo da temperatura e demais condi¢des de armazenamento (Kaleem et al., 2023).

Estudos anteriores Ozaki et al. (2009) relataram que o tratamento de plantas de
meldo com peroxido de hidrogénio aumentou o teor de frutose, glicose e sacarose, onde os
valores iniciais foram de 4,1 mg/g, 4,7 mg/g e 4,9 mg/g e apds o tratamento de peroxido de
hidrogénio 20 mM 207 mg/g, 256 mg/g e 263 mg/g, apresentando o aumento de 256% para a
frutose, 294% para a glicose e 288% para a sacarose em relacao as plantas controle ndo tratadas.
Esses valores foram superiores aos encontrados neste estudo, ja no relato de Matsumoto et al.,
(2010), ocorreu o mesmo padrao que nos meldes C1 cantalupensis desta pesquisa, com glicose

(15,0 g/L) e frutose (41,0 g/L) sendo encontradas, mas ndo sacarose.
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Figura 5 - Concentracao dos acticares soliveis da polpa de meldes da variedade AS inodorus (A)
e C1 cantalupensis (B) colhidos colhidos em diferentes dias apds a polinizacdo (DAP).
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A atividade enzimadtica da sacarose fosfato sintase (SPS) que catalisa a transferéncia
de um grupamento hexosil de uma UDP-glucose para uma D-frutose-6P formando UDP e D-
sacarose-6P aumentou durante o amadurecimento de ambas as variedades de modo que, em AS
inodorus (Figura 6A), a maior atividade foi observada aos 34 DAP com 5050,7 UAE /mg P,
enquanto na variedade C1 cantalupensis, a atividade se manteve praticamente constante com
um méximo aos 28 DAP com 2023,62 UAE /mg P (Figura 6B).

Segundo Matsumoto et al., (2010), a SPS € uma enzima determinante na maturagao
de meldo, quando o aumento em sua atividade esta associado ao acumulo de sacarose. Portanto,
a alta atividade observada da SPS pode explicar o acimulo de sacarose aqui observado no melao

AS inodorus, enquanto isso, apesar do aumento significativo na atividade da SPS em Cl1
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cantalupensis, nao foi observado o acimulo de sacarose nessa variedade.

Em meldes das cultivares Yujinxiang € Yuxue (YANG et al. 2019), a atividade da
SPS aumentou até os 25 dias apds a antese (DAA) depois decaindo gradativamente e nesses
frutos, a sacarose € o principal agicar solivel sendo acumulada em niveis superiores aos de
glicose e frutose. A atividade da SPS apresentou um aumento de 21 a 28 DAA em meldes da
cultivar Jingyu (HUANG et al. 2017).

GAO et al. (2021) afirmaram que o gene CmSPSI e seu produto, a enzima SPS sdo
0s principais responsaveis pelo acimulo de sacarose induzido pelo hormdnio etileno em meldes
com padrdo de amadurecimento climatérico. Todavia, uma comparacdo entre frutos
climatéricos e ndo climatéricos aponta para o fato que ha uma maior concentracdo de glicose e
frutose do que outros agucares em frutos com padrio de amadurecimento climatérico
(CHATTERIJEE, DHAL e PAL, 2021). Isso corrobora com os resultados encontrados aqui para
a variedade C1 cantalupensis, na qual, apesar do aumento da atividade da SPS, apenas os

acucares glicose e frutose foram detectados.
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Figura 6. Atividade especifica da enzima Sacarose Fosfato Sintase (SPS) da polpa de meldes

da variedade A5 inodorus (A) e C1 cantalupensis (B) colhidos colhidos em diferentes dias apds

a polinizagao (DAP).
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A atividade da enzima sacarose sintase (SUS) € associada a sintese e clivagem da
sacarose € nos frutos da variedade AS inodorus (Figura 7A), foi méxima aos 24 DAP com
9004,0 UAE /mg P, decaindo e se mantendo constante a partir de entdo. Enquanto nos frutos da
variedade C1 cantalupensis, a atividade da SUS aumentou de forma gradativa e significativa até
os 28 DAP para 4862,6 UAE /mg P (Figura 7B).

A SUS ¢ uma enzima que catalisa uma reacdo reversivel de sintese ou clivagem
entre a sacarose e UDP-glicose e frutose. Portanto, essa queda na atividade da SUS indica que
a SPS € a principal responsavel pela producdo de sacarose nos meldes A5 inodorus, enquanto
nos frutos C1 cantalupensis, o aumento na atividade da SUS n@o estd associada a producdo de
sacarose, mas provavelmente de glicose e frutose.

Em meldes das cultivares Yuxue e Yujinxiang, a atividade de clivagem da SUS
aumentou até os 10 DAA e em seguida, diminuiu em ambas as cultivares, sendo esse
comportamento de queda considerado comum em cucurbiticeas (YANG et al. 2019). Em
meldes das cultivares Fagqous e Black Skin, a atividade da SUS se mantem baixa ao longo do
desenvolvimento enquanto em Cucumis sativus L., a atividade de SUS € alta nos estadios
iniciais de amadurecimento e depois € reduzida (Burguer e Schaffer, 2007). Em frutos de outras
espécies com padrao de amadurecimento ndo climatéricos, ha relatos de aumento da atividade

da SUS como morango (LUO et al. 2020) e abacaxi (ZHANG et al. 2019).
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Figura 7 - Atividade especifica da enzima Sacarose Sintase (SUS) da polpa de meldes da
variedade AS inodorus (A) e C1 cantalupensis (B) colhidos em diferentes dias ap6s a polinizacao
(DAP).
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A enzima invertase € responsavel pela hidrélise da sacarose em glicose e frutose e
pode apresentar isoformas de acordo com o pH do compartimento celular onde ocorre a
atividade, como a invertase neutra em espagos intracelulares e a invertase dcida nos vacuolos e
parede celular.

A atividade da invertase dcida (IVA) na variedade AS inodorus apresenta um pico
aos 26 DAP com 902,2 UAE /mg P e depois, reduziu até os 34 DAP quando atinge 103,6 UAE
/mg P (Figura 8A). De forma contraria, a atividade da IVA aumentou na variedade C1
cantalupensis até os 24 DAP com 481,9 UAE /mg P (Figura 8B), seguida por uma redugdo aos
26 DAP e novo amento aos 28 DAP.

A atividade da enzima invertase neutra (IVN) é responsdvel pela clivagem de
sacarose em espacos intracelulares como citosol e mitocondria e na variedade AS inodorus, seu
maximo foi alcangcado aos 24 DAP com 357,8 UAE /mg P, porém valores estatisticamente
semelhantes foram observados até os 30 DAP, quando comegou a decair até os 34 DAP com
79,7 UAE /mg P (Figura 9A). Em contrapartida, na variedade C1 cantalupensis (Figura 9B), a
atividade da IVN aumentou até atingir um pico aos 24 DAP com 321,4 UAE /mg P. descendo
em seguida.

Os resultados observados para a variedade AS inodorus (Figura 9A), a elevada
atividade de IVN no inicio da maturacio indica a hidrélise da sacarose em frutose e glicose para
que haja producdo de energia para o desenvolvimento do fruto, mas no final da maturacio aos
34 DAP, as atividades da IVA e IVN estariam em declinio enquanto a atividade SPS aumenta
resultando em aumento no conteudo de sacarose. Estudos com meldes publicados por
Schemberger et al. (2020), Zhang e Li (2005), e Matsumoto et al., (2010) corroboram com o0s
resultados encontrados para a variedade A5 inodorus na presente pesquisa. Em uma pesquisa
com abacaxi, um fruto nao-climatérico, a atividade da IVN aumentou de 20 a 40 DAA e
posteriormente, diminuiu até os 100 DAA (ZHANG et al. 2019), comportamento semelhante
ao que ocorreu com os frutos da variedade AS inodorus.

Em frutos climatéricos de meldo, a IVA pode justificar as perdas pdés-colheita no
conteddo de sacarose pois quando este dissacarideo € hidrolisado pela atividade das invertases,
ocorre a producdo de dcidos organicos que contribuem para a diminui¢do no dulgor do fruto
(Saladié et al., 2015). o que poderia explicar a auséncia de sacarose nos frutos da variedade C1

cantalupensis.
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Figura 8 - Atividade especifica das enzimas Invertase Acida (IVA) da polpa de meldes da
variedade A5 inodorus (A) e C1 cantalupensis (B) colhidos em diferentes dias apds a
polinizacdo (DAP).
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Figura 9 - Atividade especifica das enzimas Invertase Neutra (IVN) da polpa de meldes da
variedade A5 inodorus (A) e C1 cantalupensis (B) colhidos em diferentes dias apds a

polinizacdo (DAP).
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A B-galactosidade (B-Gal) é uma enzima que hidrolisa a lactose em glicose e
galactose, desempenhando um papel importante no metabolismo de acticares durante o processo
de amadurecimento por catalizar uma reacao que causa alteracdes na parede celular. A atividade
da enzima B-galactosidase foi inicialmente alta em meldes A5 inodorus com 0,032 UAE /mg P
aos 24 DAP e depois decaiu, voltando novamente a aumentar aos 34 DAP para 0,027 UAE /mg
P (Figura 10A). Para os frutos da variedade C1 cantalupensis, a atividade aumentou lentamente
até atingir um pico aos 28 DAP com 0,018 UAE /mg P (Figura 10B).

Nos meldes da variedade AS inodorus, o aumento a atividade da B-Gal aos 34 DAP
indica que as paredes celulares sofreram modifica¢des nos estidios finais da maturagdo, levando
ao amaciamento. Essa observacdo corrobora os resultados de Franca (2019), que demonstrou
que os frutos A5 apresentaram a menor firmeza (15 N), aos 34 DAP. Em pimenta, a atividade
da B-Gal aumentou significativamente ao longo do amadurecimento, atingindo um pico com
uma atividade sete vezes maior e resultando no amaciamento devido as modificacdes na parede
celular (TAN et al. 2012).

Comportamento diferente ocorre na variedade C1 cantalupensis, com crescente
atividade da B-Gal ao longo do processo de amadurecimento, o que também pode significar que
a parede celular dos frutos desta variedade sofreram modifica¢cdes com o avango dos niveis da
atividade enzimatica. A firmeza foi menor aos 22 DAP (28 N) e se manteve baixa apds esse
periodo (FRANCA, 2019). Isto pode ser explicado pelo fato que geralmente a atividade desta
enzima aumenta com o processo de amadurecimento dos frutos.

Zhou et al. (2022), observaram que em frutos do mamoeiro, a B-Gal tem uma
tendéncia de crescimento durante os dias de armazenamento pds-colheita, corroborando, com
os achados na pesquisa atual. Gerardi ef al. (2012) relataram um aumento da atividade da -Gal
até o estadio maduro de cerejas e destacaram que a B-Gal foi a principal enzima responsavel
pelas alteracdes da parede celular durante o amadurecimento destes frutos, validando os

resultados encontrados aqui.
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Figura 10 - Atividade especifica da enzima B-galactosidase (B-GAL) da polpa de meldes da
variedade AS inodorus (A) e C1 cantalupensis (B) colhidos em diferentes dias apds a polinizacao
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6 CONCLUSAO

Nos frutos ndo-climatéricos da variedade A5 inodorus, constatou-se que o maior
acuimulo de sacarose ocorreu aos 34 DAP, ndo estando aparentemente associado ao W's que foi
menor aos 28 DAP ou ao extravasamento de eletrélitos que foi maximo ao 26 DAP. Os
resultados indicam que as enzimas SUS, INVA e INVN estdo associadas ao maior acimulo de
glicose e frutose no inicio da maturag@o enquanto a enzima SPS € a principal responsével pelo
acimulo de sacarose com o amadurecimento, que se completa aos 34 DAP. Enquanto isso, a
enzima B-GAL provavelmente estd associada as modificacdes da parede celular durante o
amadurecimento.

Os frutos climatéricos da variedade C1 cantalupensis ndo apresentaram acimulo de
sacarose e exibiram niveis decrescentes de glicose e frutose, que aparentemente ndo estavam
associados ao Ws que atingiu seu ponto mais negativo aos 24 DAP ou ao extravasamento de
eletrélitos que se manteve constante apds os 24 DAP, indicativos que o amadurecimento
ocorreu ap6s os 22 DAP. A ndo detec¢do de sacarose pode ser associada a baixa e constante
atividade de sintese da SPS e aos niveis altos de atividade hidrolitica da SUS, INVA e INVB
que contribuiram para o acimulo de glicose e frutose. Nesses frutos, a enzima B-GAL também
deve estar associada as modificacdes da parede celular durante o amadurecimento.

Os resultados evidenciaram que as enzimas que participam do metabolismo de
carboidratos, influenciam diretamente o processo de maturacdo tanto nos frutos ndo-
climatéricos da variedade A5 inodorus quanto nos frutos climatéricos da variedade Cl1

cantalupensis ocorre (Figura 11).
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Figura 11- Metabolismo de acticares durante o amadurecimento de meldes da variedade
AS inodorus e C1 cantalupensis.
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