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Resumo

A coloracéo da casca do meldo amarelo é o primeiro indicativo visual de consumo,
seguido da consisténcia do fruto, indicando estadios corretos de maturacdo. Os
carotenoides sao 0s principais componentes que agem nessa mudanca de cor.
Como compostos bioativos, os carotenoides, além de serem corantes naturais dos
alimentos, possuem também atividade biol6égica como provitamina A e acédo
antioxidante. Por possuir variedades climatéricas e nado climatéricas, o meldo se
torna de grande importdncia para a melhor compreensdo do processo de
amadurecimento. O objetivo deste trabalho foi estudar o metabolismo de formacgao
dos carotenoides em frutos néo-climatéricos de meldo (Cucumis melo L.) wr.
Amarelo, com a verificagdo dos mecanismos moleculares que coordenam esses
processos e suas vias metabdlicas.

Introducao

A maturacdo é um dos estadios do desenvolvimento das frutas que envolve
mudancas bioquimico-moleculares e resulta em alteracdes fisiologicas e fenotipicas
facilmente perceptiveis, como € o0 caso de coloracdo de casca. (CHITARRA;
CHITARRA, 2005). O melao (Cucumis melo L.), pertencente a familia
Cucurbitaceae, é apreciado no mundo todo e, embora a planta seja botanicamente
uma hortalica, € comercializado como fruta (CELIN et al., 2014). A cultura se mostra
altamente rentavel tendo reacdes positivas no mercado e um retorno favoravel ao
produtor (PAULINO et al.,1994). Para que haja a producdo de cor, um carotenoide
precisa ter pelo menos sete duplas ligacdes conjugadas. Em estudos realizados por
Silva et al. (2004) visando o prolongamento de vida de prateleira, foi verificado que a
sintese e 0 acumulo de carotenoides é um evento etileno-independente, tendo entéo
outro fator inicial de maturacdo. As informacdes desse trabalho foram adquiridas
através da visualizacdo de um mapeamento de transcritos e com base na literatura
utilizada, para seguinte compreensdo da maturacéo dos frutos ndo-climatéricos. Tais
resultados podem, no futuro, levar a uma melhoria de manejo pos-colheita que
melhor se adeque as condicdes fisiologicas destes frutos, como tempo de prateleira.

Material e Métodos
|. OBTENCAO DOS FRUTOS

Frutos de Cucumis melo de uma cultivar comercial de meldo amarelo, grupo
Inodorus, provenientes de polinizacdo manual foram colhidos em diferentes estagios
de maturacédo de acordo com o periodo de dias apos a polinizacao (D.A.P.), sendo
eles frutos verdes (10 D.A.P.), verdes grandes (20 D.A.P.), fruto em inicio de
maturacdo (30 D.A.P.) e em maturacdo plena (40 D.A.P.). Para a analise de RNA-
seq, que foram sequenciadas na plataforma lon Torrent, apenas os estagios 10
D.A.P. e 40 D.A.P. foram utilizados (Figura 1). Para as analises moleculares, se




‘/ A °
A D XXVIII Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica o
V Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica Jinior g

utilizou o mesocarpo de cada fruto. Estes foram cortados em pequenos pedacos e

imediatamente congelados em nitrogénio liquido e acondicionados a -80°C.

Figura 1 — Diferentes estagios de maturacdo do meldo amarelo, cultivar comercial,
utilizado para andalise de RNA-seq apenas os frutos com 10 D.A.P. e 40
D.A.P.

10 D.A.P.

Il. ANALISE BIOINFORMATICA
Através do programa CLC Genomics Workbench 7.0 foram alinhados e

determinados o0s genes diferencialmente expressos, realizando previamente o
trimming de qualidade nas amostras. Para alinhamento dos reads foi utilizado o
genoma de referéncia do meldo sequenciado por Garcia-Mas et al. (2012),
disponivel em MELONOMICS (https://melonomics.net).

1.1l NOTACAO FUNCIONAL DOS GENES

Dados os genes diferencialmente expressos (Tabela 1), foi realizada uma busca de
cada um destes na plataforma MELONOMICS.

Tabela 1 — Referente aos genes de interesse da via metabolica de carotenoides no
meldo amarelo

Feature ID Fold P-value Média Média Nome das
change Maduro Verde enzimas
MELO3C016185 2,387451 0,001349 2,864803 6,839578 Fitoeno
sintase
MELO3C009571 2,161767 0,013952 4,782203 10,33801 Caroteno
isomerase
MELO3C004633 12,08957 0,013114 0,010845 0,131112 Licopeno ¢-
ciclase
MELO3C005704 3,730465 0,01985 8,788473  32,78509  Caroteno
B-anel
hidrolase
MELO3C020965 2,308373 0,005427 0,24226 0,559228 violaxantina
de-
epoxidase

*RPKM: Reads per kilo base per million, estabelece um valor de expressédo de genes que codificam
enzimas pela tecnologia de transcriptémica.
* Média maduro\ verde: Média de RPKM de 3 repeti¢des bioldgicas de fruto maduro e fruto verde.
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lIl. ESTUDO DAS VIAS METABOLICAS
Com base nessas informacdes, foi possivel o estudo das vias metabdlicas

relacionadas a formacdo de carotenoides em frutos, observando-se 0s genes
participantes e as distingdes entre os dois estadios de amadurecimento.

Resultados e Discusséo

A andlise de RNA-seq apresentada na Tabelal fornece os padrdes de expressdo
génica relativos a diferentes estagios de maturacdo dos frutos de Meldo amarelo,
sendo possivel o entendimento da via metabdlica. Os valores de RPKM (Reads per
kilo base per million) apresentados demonstram seu valor de expressdo. A
expressdo dos genes que codificam enzimas que compdem a biossintese dos
carotenoides € mais acentuada em frutos verdes pelo valor positivo de seu fold
change, indicando um maior acumulo nesse estagio de desenvolvimento para
seguinte degradacdo da clorofila e visualizacdo da cor em frutos maduros, pela
maior presenca de pigmentagdo. Com base nos dados obtidos foi possivel obter
essas informacdes sobre os principais genes que atendem a rota de carotenoides,
também chamada de rota do ndo-mevalonato ou via Rohmer. O passo inicial da
sintese de carotenoides envolve uma unidade de isopreno o isopentenil difosfato
(IPP) molécula essa com cinco carbonos (C5). Quatro IPP’s sdo condensados para
formar a préxima molécula de importancia, o geranilgeranilpirofosfato (GGPP),
composto de vinte carbonos (C20), reacédo catalisada pela enzima geranil sintase
(GGPS). O primeiro carotenoide possui quarenta carbonos e sua formacédo é dada
conversdo de duas moléculas de GGPP através de uma reacdo catalisada pela
sintase do fitoeno (PSY). O Fitoeno entdo é convertido em Licopeno no decorrer das
etapas de formacdo, pela acdo de duas desnaturases e duas isomerases
denominadas de caroteno e carotenoide isomerase. (Cazzonelli and Pogson, 2010;
Nisar et al., 2015; Tanaka et al., 2008). As enzimas fitoeno dessaturase (PDS), (-
caroteno isomerase (Z-ISO) e (-caroteno dessaturase (ZDS) realizam acéo catalitica
sobre o Fitoeno gerando o Pré-licopeno. O caminho da vida metabdlica consiste em
5 etapas como estagios iniciais, formacao do fitoeno, desaturacdo para formar o
licopeno, a ciclizacdo e finalmente a formacédo das xantofilas, pigmentos esses
amarelados que pertencem as divisdes dos carotenoides. Estudos demonstraram
gue o percurso metabdlico comeca com a sintese de IPP via acido mevalénico
(Rohmer et al.,1993). A descricdo da via comeca com a formacdo do Fitoeno, o
primeiro composto com quarenta carbonos (C40), para formar, o Licopeno, derivado
de uma condensacdo de duas moléculas de GGPP formados por trés moléculas de
isopentenil pirofosfato (IPP) e uma molécula isbmera de dimetillalil pirofosfato
(DMAPP). Os carotenoides no aparato fotossintético das plantas sdo comumente
compostos biciclicos com dois anéis .

Conclusdes

No Meldo amarelo, observou-se que diversos genes se expressam na importante via
de formacdo dos carotenoides. O gene de Caroteno (- anel hidrolase
(MELO3CO005704) foi o mais intenso em expressao se relacionado com os demais
genes referenciadas, motivo pelo qual é uma fonte inicial de obtencdo de mudanca
de coloracdo tanto de casca como de polpa. A sintese de carotenoides como
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produto secundario proveniente de um isoprenoide, ndo afeta somente a cor mas
contribui para outras fungbes como formacéo de aromas e aumento e diminuicdo da
concentracdo de acucares, tendo a violaxantina como uma subdivisdo do grupo de
carotenoides e etapa final da biossintese, de importancia para a coloracdo mais
amarelada do fruto.
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