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RESUMO

A parede celular € um componente particular dos tecidos vegetais e
conhecer a composicao dos polissacarideos que a constituem e suas
interacOes é essencial para compreender a textura dos alimentos e suas
alteracdes pds-colheita, em especial em frutos climatérios, como é caso do
mamao. A parede celular esta dividida por trés dominios: o primeiro é
formado por celulose e hemiceluloses, o segundo dominio é formado por
pectinas e o terceiro um dominio composto por proteinas. As
modificagdes dos polimeros e suas propor¢des nestes respectivos
dominios sao resultados de acdes enzimaticas, que no caso dos frutos
carnosos, leva ao amaciamento da polpa. Portanto, estudar as
modificagdes nesses polimeros através da analise dos OXG obtidos por
hidrolise com celulase, é um caminho importante para entender as
alteracdes neste polissacarideo ao longo do desenvolvimento de frutos. O
presente trabalho teve como objetivo compreender as modificacdes da
parede celular durante o desenvolvimento do fruto do mamoeiro. Foram
utilizados frutos de Carica papaya L. cv. Sunrise solo, coletados
diretamente do produtor (Caliman S/A- Linhares- ES). As amostras de
frutos foram colhidas em intervalos de 30 dias, sendo os estadios
analisados de 30 a 150 apds a antese (dpa). Os resultados demonstram
gueda acentuada na propor¢ao de parede celular em relagao a outros
compostos, como agucares, por exemplo, o que é possivelmente uma
indicagao do processo de expansao celular e conseqiientemente uma

alteracdao de textura da parede celular durante o desenvolvimento.
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Observou-se que o principal agucar soluvel é a sacarose, sendo esta
provavelmente a principal fonte energética para o desenvolvimento do
fruto de mamao, uma vez que este nao sintetiza amido. De maneira geral,
a proporcao de oligossacarideos de xiloglucano menos ramificados
diminuiu aos 120 dpa, enquanto que os de maior peso molecular e ou grau
de ramificacgdo (com fucose) aumentaram proporcionalmente. Estes
resultados sugerem que xiloglucanos (ou parte das moléculas destes)
pobremente ramificados com fucose, sao retirados da parede celular,
consequente enriquecimento de oligosasacarideos fucosilados. Como
estes ultimos tornam o xiloglucano mais interativo com ele préprio e com
a celulose, é possivel que estes sejam os principais efeitos que as
transformag¢des na parede promovam no fruto. As altera¢des na parede
foram acompanhadas pelo aumento concomitante nas ativades de beta-
galacosidase e beta-glucosidase, duas das principais hidrolases de
xiloglucano. Concumitantemente, observou-se uma diminuicao acentuada
na propor¢ao de celulose na parede. Com base nestas observacgdes,
sugere-se que as paredes celulares sofrem transformagdes importantes
nos frutos do mamoeiro até os 120 dpa, sendo que a partir deste estadio
a parede se torna mais acessivel a hidrdlise e denotando a preparacao do

fruto para o amadurecimento.
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Abstract

The plant cell wall is a unique component of plant tissues and its
polysaccharide composition is essential to understand food texture and its
changes during post-harvesting, especially of climateric fruits, as is the
case of papaya. The plant cell wall is composed of three domains: the first
if formed by cellulose and hemicelluloses, the second of pectins and the
third of proteins. The changes in polymers and their proportions in these
domains are a result of enzyme action, which in the case of fleshy fruits
lead to the softening of the pulp. Hydrolysis of hemicelluloses such as
xyloglucan can play important functions in cell expansion, cell growth and
cell wall degradation. Therefore, studying the modifications in xyloglucan
by looking at is fine structure (i.e. oligosaccharide (OXG) pattern obtained
after cellulase action) may be an important way to understand
polysaccharide change during fruit development. The present work aimed
at understanding the modifications in cell wall during the development of
the papaya fruit. Fruits of Carica papaya L. Cv.Sunrise solo, were collected
directly by the producer (Caliman, SA, Linhares, Espirito Santo, Brazil).
Samples of fruits were harvested at intervals between 30 and 150 days
after anthesis (daa). Our results showed that there were drastic changes
in the cell wall of the mesocarp in relation to other compounds, such as
soluble sugars. This is probably an indication that cell expansion process is
at least part of the cause of the changes in texture during development.

We observed that the main soluble sugar found in fruits is sucrose, this
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being probably the principal source of energy for development of the
organ, as no starch is synthesised in this fruit. In general, the proportion of
less branched xyloglucan oligosaccharides decreased at 120 daa, whereas
the OXG branched with fucose increased constantly during development
up to the same stage. These results suggest that xyloglucans (or part of
their molecules) that are poorely brached with fucose are retrieved from
th cell wall. This seems to lead to enrichment of fucosylation of
xyloglucan. As these OXG turn xyloglucan more interactive with itself and
with cellulose, it is possible that these would be the principal effects that
the cell walls provoke in the fruit. The changes in the wall were followed
by a concomitant increase in activities of beta-galactosidase and beta-
glucosidase, both thought to be related to xyloglucan hydrolysis in vivo. At
the same time, we observed a decrease in the proportion of cellulose in
the walls during development. On the basis of these results, we suggest
that the cell walls of papaya fruits undertake structural changes untill
120daa after which the wall becomes more accessible to hydrolases

denoting the preparation of the papaya fruit for ripening.



1.INTRODUCAO
O interesse com relacdo aos componentes da parede celular para o

melhor uso na alimentag¢ao vem crescendo sensivelmente. Tal crescimento
se deve principalmente a importancia que as fibras alimentares adquiriram
no final do século XX, por possuirem propriedades que interferem na textura
dos vegetais, sendo muito utilizado pelo homem no auxilio da digestao e
melhora da constipacdo (Buckeridge et al. 2006).

Sendo a parede celular encontrada é em tecidos vegetais, entender a
estrutura dos polissacarideos e suas interacdes sdao essenciais para
compreender a textura dos alimentos e suas alteracdes pds-colheita, em
especial em frutos climatérios, como é caso do mamao.

Em frutos, os estudos concentraram-se principalmente no processo de
amadurecimento, o qual é um dos estddios que mostra claramente
alteracOes de textura, associadas principalmente a degradacao na parede
celular.

A principal funcao ecolégica dos frutos na natureza é primeiramente a
protecdo e posteriormente a dispersao de suas sementes. O
desenvolvimento o fruto é completado por uma seqiéncia de estadios com
modificacdes fisiolégicas e bioquimicas que levam a senescéncia e
subsequiente liberacao das sementes encontradas internamente ao fruto.

A formacdo do fruto inicia-se com a fecunda¢dao do évulo, quando
entao ocorre o disparo do programa de desenvolvimento, o qual pode ser
caracterizado pela ativacdo génica diferencial, promovendo entdo a
formacao dos tecidos. Nesta etapa, os principais eventos metabdlicos estao
relacionados a divisdao celular e biossintese de componentes da parede

celular.



No processo de amadurecimento, predominam as rea¢des catabdlicas
na parede celular. Os polimeros da parede celular sdao degradados por
hidrolases especificas, provocando mudancas expressivas na textura do
fruto. Ocorrendo em paralelo, modificacdo do aroma, do sabor e do
potencial nutritivo de muitos frutos. Essas caracteristicas funcionam como
componentes de atracao de herbivoros, que ao se alimentarem da polpa

ajudam na dispersdo das sementes (Taiz & Zeiger 2004; Kerbauy 2008).

1.1 DESENVOLVIMENTO DE FRUTOS

A partir da polinizacdo bem sucedida inicia-se o crescimento do
rudimento seminal, o qual é conhecido como estabelecimento do fruto, do
inglés “fruit set”. Apds a fertilizacdo, o crescimento do fruto depende da
auxina produzida nas sementes em desenvolvimento. O endosperma
contribui com a producao de auxina durante o estadio inicial do crescimento
do fruto e dos embrides em desenvolvimento podem ser a fonte principal da
auxina durante os estadios seguintes (Appezzato-da-Gldria & Carmello-
Guerreiro, 2006).

Morfologicamente os frutos carnosos dividem-se em epicarpo,
mesocarpo e endocarpo, como observado na Figura 1. O epicarpo é formado
geralmente por epiderme unisseriada que pode, do mamao, ser glabra e
estomatifera. O mesorcarpo é constituido por células parenquimaticas.
Finalmente o endocarpo é de natureza parenquimatosa e encontra-se
totalmente aderido a semente, sendo que suas células mais externas sao
alongadas, de parede fina e ricas em acucares, onde também podem ser
observados feixes vasculares muito finos (Appezzato-da-Gléria & Carmello-

Guerreiro, 2006).



O mamao é considerado um fruto carnoso. Sua polpa é constituida de
células parenquimatosas, de caracteristicas poliédricas ou alongadas com
paredes primdrias sem espessamento secundario, conferindo certa
elasticidade ao tecido, sendo separadas umas das outras pela lamela média

ou por espacos intercelulares (Brett & Waldron 1996).

/ Epicarpo

i 3
pll AL N d

Endocarpo

Figura 1. Foto com identificacdo morfoldgica das porgdes histolégicas do mamao

(epicarpo, mesocarpo e endocarpo). Foto cedida pelo Dr. Jurandi G. Oliveira -UENF-RJ.

O desenvolvimento dos frutos inicia-se com a fertilizacdo, que é
seguida pelas etapas de formacgao: crescimento, maturacao,
amadurecimento e senescéncia. O crescimento inclui multiplicacdo das
células e o seu aumento em volume. A maturacao inicia-se antes que o
crescimento termine e inclui uma série complexa de transformacgdes que
variam conforme o fruto. J4 durante a fase do amadurecimento, hd um
balanco entre processos de sintese e degradacao dos polimeros da parede
celular e dos varios compostos intra e inter celulares, pois é nesta fase que
os principais processos de transformacao do fruto ocorrem. A senescéncia é
a fase em que os processos de degradacao passam a predominar, levando a
morte dos tecidos (Taiz & Zeiger 2004; Kerbauy 2008).

A partir dos trabalhos de Watada et al., (1984) pode-se definir as fases

de desenvolvimento do fruto, sendo elas:
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Crescimento: fase onde processos bioquimicos geram atributos
fisiolégicos para o total desenvolvimento do fruto.

Maturidade Fisioldgica: estddio do desenvolvimento onde o fruto ja

pode ser destacado da planta mae, pois sua morfologia e fisiologia ja esta
definida e muitas vezes completada.

Amadurecimento: estadio que faz parte do estadio de senescéncia.

Senescéncia: Processos finais da maturidade fisioldgica, culminando na
morte dos tecidos.

E importante salientar que todos os estadios descritos acima, n3o
possuem tempos cronometrados de inicio nem de término. Os estddios sdo
estipulados a partir de diferencas conspicuas na morfofisiologia dos frutos
em estudo.

Para cumprir seu papel ecoldgico, a dispersdo de suas sementes, o
fruto sofre mudancas na coloracao, passando de verde-escuro para verde-
claro, ou até mesmo para cores mais distintas, como vermelho, amarelo e
outras. Isso se deve a degradacao da clorofila e a sintese, ou
“desmascaramento” de outros pigmentos amarelos, vermelhos e alaranjados
(Taiz & Zeiger 2004).

Alguns desses pigmentos, principalmente as antocianinas e os
carotendides, poderiam ja estar presentes no fruto verde, sendo revelados
com destruicao da clorofila, como ocorre com a acerola, ciriguela, caja e
pitanga (Alves, 1993; Costa, 1998; Santos, 2001).

No caso do fruto do mamoeiro, como demonstrado por Calegario
(1997) o desenvolvimento completo do fruto leva entre quatro e sete meses,
dependendo das condicdes climaticas, como temperatura e umidade relativa
do ar (Figura 2). O crescimento é uma fase do desenvolvimento muito

influenciada pelos fatores ambientais, portanto altera¢des climaticas podem



aumentar ou diminuir o nimero de dias que o fruto leva para completar seu
desenvolvimento.

No trabalho de Berilli et al., (2006), com estudos de “Graus dia” ( o
acumulo de calor, expresso em graus-dia (GD)), os autores observaram que
somente a partir dos 800 GD, os frutos do mamoeiro atingiram

comprimentos e diametros proximos ao tamanho maximo de colheita.

o

30 60 90 120 150

dpa

Figura 2. Esquema das diferentes fases do desenvolvimento dos frutos do mamoeiro em
corte longitudinal (dpa= dias apds antese). llustracdo feita por Osmir Valler Junior-

Canada/2008.

O estadio de desenvolvimento no momento da colheita afeta a
qualidade pds-colheita e o armazenamento dos frutos. Estudos de
crescimento e desenvolvimento do fruto sao necessarios, pois oferecem
dados que subsidiam a escolha de caracteristicas indicativas do ponto de
colheita ideal. Por ser um fruto climatérico (frutos que possuem um
incremento na taxa respiratdria em resposta da sintese de etileno) o mamao
pode ser colhido quando atinge sua maturidade fisioldgica, com o objetivo

de ser enviado para mercados mais distantes.



Como salientado por Fabi (2007), do ponto de vista comercial,
enguanto o amadurecimento de frutos promove incrementos em termos de
qualidade sensorial e nutricional, ele aumenta a suscetibilidade para
dispersao dos frutos, principalmente pela diminuicao da firmeza da polpa e
casca, como é o caso do mamao. Esse amolecimento predispde os frutos as
injurias causadas pela manipulacdo durante e apdés a colheita e a
microrganismos patogénicos oportunistas, aumentando os desafios
tecnoldgicos atuais. Deste modo, o aprimoramento das técnicas de producao
e manejo pos-colheita podem resultar em uma diminuicdo das perdas e
facilitar a distribuicdo desses alimentos, trazendo beneficios nutricionais e
econdmicos importantes.

O mamoeiro (Carica papaya L.) origindrio da América tropical adaptou-
se muito bem no Brasil, o qual se tornou o maior produtor mundial e o
terceiro exportador desse fruto. Os Estados da Bahia e do Espirito Santo
concentram mais de 70% da area cultivada e da produgao do pais (Paiva,
2008). E uma planta frutifera com alto potencial comercial em razdo da
grande aceitacao de seus frutos doces, polpa espessa e alto valor nutritivo. A
cultivar mais explorada no Brasil é a do grupo Solo (ex; “Sunrise solo”), mais
conhecida como Papaya ou Havai.

Segundo o Instituto Brasileiro de Frutas (IBRAF), em 2008 o Estado do
Espirito Santo foi o maior produtor e exportador mundial de mamao,
seguido pelo México (IBRAF, 2008).

Estudos da FAO indicam que em 2010 a produgdao mundial do mamao
podera ser de 12 milhdes de toneladas. Neste sentido, o desafio do setor é
sem duvidas manter essa lideranca sem prejudicar a rentabilidade. Muitas
acoes ja foram estipuladas, sendo uma delas a busca pela qualidade, sendo

que no campo o grande desafio é manter a qualidade mesmo perante as



diversidades climaticas e as doencas que atacam o cultivo. Além disso, o
setor necessita investir mais em pesquisas, pois a manutencao da qualidade
depois do produto colhido é a grande dificuldade de ampliar as exportacdes
de mamao, principalmente para os compradores mais distantes (Encontro

Papaya Brasil, 2005).

1.2 A PAREDE CELULAR E SUAS CARACTERISTICAS FUNCIONAIS

As células vegetais sdao delimitadas por uma parede celular, o que
confere a elas forca e resisténcia mecanica. A parede celular define a forma e
o tamanho das células, controla a expansao celular, atua no transporte
intracelular, armazena compostos de reservas, entre outras fungdes

(Buckeridge et al., 2008).

A parede celular participa ainda da manutencdo do ambiente idnico da
célula, modulando n3o apenas a passagem de ions, mas também de
componentes quimicos neutros agindo também no controle do potencial

hidrico da célula (Waldron e Brett, 1990).

O equilibrio entre as forcas de tensao e coesao e as propriedades de
cristal liquido da parede celular vegetal é fundamental para a planta, pois, ao
mesmo tempo em que certos tecidos vegetais tém que ser extremamente
delicados de forma que células na polpa de um fruto “estourem” e deixe o
conteudo intracelular a disposicao dos animais, fen6meno este ligado a

dispersdo das sementes (Buckeridge et al. 2008).

Essa diversidade de fungdes reflete-se na diversidade de composicao
da parede celular vegetal, sendo esta dividida por trés dominios: dominio
microfribilar (celulose-hemicelulose), dominio denominado matriz (pectinas)

e dominio das proteinas.



O dominio microfibrilar da parede celular é constituido basicamente
de celulose e hemicelulose. As microfibrilas de celulose sdao envolvidas por
hemiceluloses, conferindo rigidez e resisténcia para a parede (Buckeridge, et

al. 2008).

O dominio celulose-hemicelulose, interligado por polimeros de
hemiceluloses, encontra-se imerso no segundo dominio, formado por uma
matriz de polissacarideos ricos em dacidos galacturdnicos, a matriz péctica

(Crosgrove, 1997; Buckeridge et al., 2000; Carpita & McCann, 2000) .

A rede de celulose e hemicelulose fornecem forca tensora, enquanto a
rede de pectina estd relacionada com a resisténcia a compressao (Alberts et
al., 1997). O terceiro dominio consiste de proteinas estruturais e enzimas,
gue tém grande importancia na mobilizacao dos carboidratos de reserva de
parede (Carpita & McCann, 2000; Buckeridge,2008). Abaixo encontra-se um
esquema proposto por Buckeridge et al. (2008), o qual se refere a um corte
transversal da parede celular primdria vegetal e a interacdo de seus

componentes (Figura 3).
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Figura 3. Representa¢do esquematica da parede celular primaria (A e B) em corte
transversal. (A) corte transversal da parede celular completa e (B) esquematizacdo dos
dominios de celulose e hemiceluloses (Buckeridge M, S; Cavalari A.A & Silva G, B. (2008)

Parede Celular in Kerbauy G.B 2ed. Guanabara Koogan pg 431. Rio de Janeiro).



Carpita & Gibeaut (1993) propuseram que em angiospermas, as
paredes poderiam ser divididas em paredes do tipo | e do tipo Il. Na parede
do tipo |, os xiloglucanos sao as principais hemiceluloses e as proporgdes de
cada componente como: celulose, hemiceluloses e pectinas, no total da
parede seriam de aproximadamente 30% , com cerca de 10% de proteinas. A
parede do tipo Il é aquela caracteristica de gramineas (Poaceae). Esta
parede, em contraposicao a do tipo |, apresenta um teor bem menor de
compostos pécticos e teores igualmente baixos de xiloglucanos.

Nas paredes do tipo Il, a principal hemicelulose é o arabinoxilano e ha
também outro polissacarideo denominado B-glucano ou glucano de ligagdo
mista (Figura 4) (Buckerigde et al. 2008).

Posteriormente, estudos demonstraram que os [-glucanos sdo
depositados  principalmente nos tecidos em crescimento, mas
predominantemente em plantas da familia Poaceae (Carpita et al., 1996;

Carpita & Vergara, 1998).

Toda a diversidade das propriedades fisico-quimicas e bioldgicas das
paredes celulares de diferentes tecidos pode ser explicada pelas diferentes
combinag¢des de compostos constituintes numa mesma planta, dependendo

do tecido analisado.
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Figura 4. Arquitetura das paredes celulares dos tipos | e Il proposta por Nick Carpita e
David Gibeaut em 1993. Na parede do tipo |, o dominio celulose-hemicelulose é
composto por xiloglucanos com diferentes tipos de ramificagbes que lhe conferem
diferentes niveis de adesdo as microfibrilas (tons de laranja). As proporgdes entre
celulose, hemicelulose e pectinas sdo equilibradas. Na parede do tipo Il, a principal
hemicelulose é o arabinoxilano (azul). O polimero menos ramificado adere fortemente as
microfibrilas (azul claro), enquanto os mais ramificados aderem entre si (preto). Diferente
dos xiloglucanos, os arabinoxilanos parecem ligar se por compostos fendlicos, que sdo
mais abundantes nas paredes celulares do tipo Il. Nas paredes do tipo Il, a propor¢do de
pectina é menor do que celulose e hemicelulose (Buckeridge M, S; Cavalari A.A & Silva G,

B. (2008) Parede Celular in Kerbauy G.B 2ed. Guanabara Koogan pg 431. Rio de Janeiro).
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1.2.1 POLISSACARIDEOS DA PAREDE CELULAR

a) Celulose : As microfibrilas de celulose sdao caracterizadas como longas
cadeias lineares de glucose ligadas por ligagdes glicosidicas do tipo 3-1,4. As
microfibrilas de celulose s3ao formadas em complexos protéicos
denominados rosetas, os quais estdao imersos no lado interno da membrana
plasmatica. A sacarose sintase forma um complexo com a celulose-sintase e
atua como um canal metabdlico para transferir glucose da sacarose via
uridina-difosfato-glucose (UDPG), para o crescimento da cadeia do glucano
(Crosgrove 1997). A celulose sofre pouca degradacdo durante a vida da
planta, sendo degradada apenas em casos especiais como a formacdo de
aerénquima durante o alagamento. Na maioria dos drgaos, tais como folhas,
ramos, raizes e frutos, a maior parte da celulose persiste mesmo apds a
senescéncia ainda que haja expressio de endo-1,4-beta-glucanases

(Lashbrook et al., 1994) .

b) Hemicelulose (Xiloglucanos): Xiloglucanos sdo polimeros constituidos por

uma cadeia celuldsica (unidades de [B-D-glucano ligado (1—4)), sendo
parcialmente substituida por unidades de «a-D-xilopiranose, [-D-
galactopiranose-(1—2)-a-D-xilopiranose. Xiloglucanos de parede primaria
sdo também constituidos pelo motivo o-D-fucopiranose-(1—2)-3-D-

galactopiranose-(1—2)-a-D-xilopiranose, ligados (1—6) a cadeia principal

(Hayashi et al., 1989). A maioria dos xiloglucanos é formada por blocos
repetitivos contendo 4 unidades de glucose; 3 unidades de xilose; 0, 1 ou 2
unidades de galactose e 1 unidade de fucose (esta uUltima somente para

xiloglucano de parede primaria) (Buckeridge et al., 1992).

Estruturas de xiloglucanos podem ainda apresentar uma pequena
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propor¢cao de arabinose (Eda & Kato, 1978; Gidley et al., 1991; Tiné et al.,,
2000).

Nas paredes primadrias, o xiloglucano estd intimamente ligado a
celulose, chegando inclusive a penetrar na microfibrila. O comprimento da
cadeia de xiloglucano possibilita que uma mesma molécula estabeleca
ligacdes com mais de uma molécula, ou seja, estabelecendo ligacdes
cruzadas entre as moléculas e aumentando ainda mais a resisténcia da
parede as forcas externas (Hayashi, T. 1989). A principal funcdo associada ao
xiloglucano é a orientacao das microfibrilas de celulose na parede celular
(Hayashi,T. 1989, Lima & Buckeridge, 2001, Lima et al., 2004). Na Figura 6

pode ser visto um esquema da estrutura quimica deste polimero.

¢) Hemicelulose (Galactomananos): O (galacto)manano é composto de uma

cadeia linear de manoses unidas entre si por ligacdes do tipo B 1,4 e que
contém percentagens variadas de ramificacdes de galactose a 1,6 ligadas, o
que esta representado em forma de esquema na Figura 5.

Os galactomananos de diferentes origens apresentam proporgoes
distintas entre os residuos de manose e galactose (M/G). Esta proporgdo é
importante porque ela caracteriza a solubilidade do polimero em dgua.
Sendo assim, quanto maior a proporcao de galactose, mais sollvel é o
polimero (Buckeridge & Dietrich, 1996).

d) Pectinas: sdo caracterizadas por possuirem alto conteudo de residuos de
acido a-D galacturénico (GalA). Os trés componentes quantitativamente
mais importantes das pectinas sdo os homologalacturonanos (HGA) e os
ramnogalacturonanos | (RG 1) e Il (RG Il). Sdo polissacarideos pécticos: HGA
homogalacturonano polissacarideo com residuos de acido galacturénico o-
1, 4, ligados. A cadeia principal do HGA pode apresentar blocos

metilesterificados (neutros) alternados a blocos nao-metilesterificados
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(negativos). Os RG | possuem na cadeia principal residuos de GalA o-1,4
ligados podendo ser acetilados e intercalados por residuos de ramnose
ligados no C, com polissacarideos neutros como arabinanos, galactanos e
arabinogalactanos do tipo I. RG Il possui na cadeia principal composta de
GalA o-1,4 ligados, com ramificacdes laterais formadas por ligagdes
glicosidicas de varios tipos.

Uma das caracteristicas peculiares das pectinas é que durante a
divisdo celular, ocorre o depdsito deste polimero na lamela média,
mantendo duas células adjacentes unidas. As substancias pécticas, que
compdem a lamela média e a parede primaria dos vegetais, consistem de
galacturonanos, arabinanos e arabinogalactanos (Brett & Waldron, 1996), os
quais compdem a fracdo da parede celular, onde ocorrem muitas das
alteracbes importantes durante o amadurecimento dos frutos (Fisher &
Bennett, 1991).

E também sobre as pectinas que muitos dos estudos relativos a
desmontagem da parede celular tém se concentrado ultimamente, sendo

em parte alvo de nossas investigacdes no presente estudo.
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Figura 6. Estruturas quimicas do xiloglucano. Note que a cadeia principal do xiloglucano possui blocos
repetitivos (chaves) com quatro glicoses, trés xiloses, galactose e fucose em proporg¢des varidveis. XET
e celulases s6 conseguem quebrar as ligagcdes beta-(1,4) da cadeia principal no ponto indicado com a
seta. Xiloglucano endo transglicosilase (XET) GLC=glicose, XlL=xilose, GAlL=galactose e FUC=fucose
(Buckeridge M, S ; Cavalari A.A & Silva G, B. (2008) Parede Celular in Kerbauy G.B 2ed.

Guanabara Koogan pg 431 Rio de Janeiro).
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Figura 5. Modelo esquematico da estrutura quimica do galactomanano, mostrando a
cadeia linear de unidades de manose (MAN) e suas ramificacdes com unidades de
galactose (GAL) Buckeridge M, S; Cavalari A.A & Silva G, B. (2008) Parede Celular in
Kerbauy G.B 2ed. Guanabara Koogan pg 431. Rio de Janeiro).
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1.3 CARACTERIZAGAO DA PAREDE CELULAR DO FRUTO DO MAMOEIRO E A
ACAO DAS HIDROLASES.

Biswas et al. (1969) analisaram a estrutura de um polimero péctico
extraido com agua e solucao de oxalato de aménio da polpa do mamao. A
composicdao de monossacarideos liberados apds a hidrélise acida do
polimero foi determinada por cromatografia em papel, resultando em 48%
de acido D-galacturodnico, 38% de D-galactose, 5% de L-arabinose e tragos de
L-ramnose. Apds a metilacdo e hidrdlise do polissacarideo, a andlise dos
produtos resultantes mostrou que 90% desse polimero consistia de uma
mistura de homogalacturonanos com ligacdes 0((1—4) e o (1—3) e 8% de
um galactano linear.

Lazan et al. (1995) estudaram possiveis funcdes de enzimas pécticas
no amaciamento e nas modificacdes da parede celular durante o
amadurecimento do mamao. Foram observados aumentos da solubilidade e
despolimerizacao de pectinas. As hemiceluloses também pareceram sofrer
degradacdao, embora tenha havido um aumento em seus teores, o que
poderia estar relacionado com a hidrdlise das pectinas e nao
necessariamente com a sintese de hemiceluloses. Por outro lado, a
diminuicdo rapida da firmeza do mesocarpo na por¢cao mais interna, em
detrimento da porcao mais externa, foi atribuida a falta de sincronismo entre
os processos de degradacdo de pectinas e hemiceluloses nessas regides,
durante o amadurecimento do fruto.

As atividades das enzimas poligacturonases (PG) e das
pectinametilesterases (PME) aumentam continuamente conforme a
solubilizagdo das pectinas. No entanto, a atividade da [-galactosidade
aumentou rapidamente apenas nos ultimos estadios de amadurecimento,

coincidindo com a queda mais acelerada da firmeza do fruto e com as
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mudancas estruturais mais significativas dos polissacarideos da parede
celular (Lazan et al. 1989). Assim, sugeriu-se que a solubilizacdo e a
despolimerizagao seriam dois processos independentes e que a PG teria um
papel importante apenas na solubilizacao das pectinas, sem envolvimento no
processo de amaciamento. Lazan et al. (1995) verificaram que embora a -
galactosidade se apresentasse como possivel enzima correlacionada com o
amaciamento, sua atividade no mesocarpo interno foi menor do que no
externo, contrastando com o amaciamento observado nesses tecidos.

Foram caracterizadas algumas mudancas do peso molecular de fragdes
pécticas e hemiceluldsicas isoladas do mamao em trés estadios de
amadurecimento, sendo sugerida a ocorréncia de hidrdlise de pectinas e
modificacdes das hemiceluloses no processo de amaciamento do fruto (Paull
etal., 1999).

Manrique & Lajolo (2004), em estudos sobre as modificacdes dos
polissacarideos em mamao durante o amadurecimento, observaram que
existe alta atividade da [B-galactosidase e sugerem que juntamente com a
atividade de xiloglucano endo-transglicosilase (XET), ocorra a diminuicdo da
firmeza da polpa do fruto em conjunto com a diminuicao do peso molecular
dos polissacarideos da parede celular. Através dos niveis de
metilesterificacdo entre as fracdes pécticas, os autores sugerem que deveria
existir uma forte participacdo da pectinametilesterase (PME) nos
mecanismos de amolecimento do fruto, envolvendo o aumento da
solubilidade ou mudancas na matriz estrutural dos polimeros. Em conclusao,
os autores afirmam que os eventos de despolimerizacao e solubilizacao sao

independentes.

No processo de hidrélise as enzimas alteram as paredes celulares

primarias, modificando sua arquitetura e contribuindo para o amolecimento
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da polpa. Antigamente o amolecimento da polpa de frutos carnosos era
associado apenas a degradacao das pectinas, porém estudos recentes
indicam que a degradacdo das hemiceluloses e da celulose também
contribuem para esse processo, amolecendo a polpa homogeneamente

(Paull et al. 1999).

A modificacdo nas hemiceluloses associada as modificacdes estruturais
na parede celular de frutos carnosos, foi reportada em morango (Huber,
1984), meldo (Mc Collum et al, 1989) e papaya (Lazan et al, 1995; Ali et al,
2004 ; Soh et al; 2006).

O amolecimento da polpa do fruto observado durante o
amadurecimento é caracterizado pelo aumento das pectinas solUveis em
agua, porém esse aumento nao esta relacionado com a queda de firmeza
(Lazan et al; 1995). Estudos mais recentes em frutos do mamoeiro mostram
qgue os polimeros das paredes primadrias estao ligados covalentemente e
descrevem um modelo pectina-xiloglucano, arabinanos, galactanos e

arabinogalactanos (Lazan et al., 2004).

A poligacturonase (PG) catalisa a hidrdlise das ligacdes a-1-4 de acido
poligalacturénico dos homogalacturanos, a principio desesterificados, de
forma aleatéria (endo-PG, EC 3.2.1.15) ou a partir da extremidade nao-
redutora do acido poligalacturonico (exoPG, EC 3.2.1.67). J& a PME (EC
3.1.1.11) desesterifica parcialmente a pectina pela clivagem hidrolitica dos
grupamentos metila do grupo carboxilico dos acidos galacturdnicos (Fabi,

2007).

As glicosidases (EGase) hidrolisam ligacdes internas de cadeias de B-1-
4-D-glicanos adjacentes a residuos nao-substituidos de forma irreversivel,

sendo elas as B-galactosidase (EC 3.2.1.23) e a B-glucosidase (EC 3.2.1.117).
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A primeira remove residuos de B-D-galactosil de terminais nao redutores de
B1-4-D-galactanos, e sO esta presente em sua forma exo, isto é, nao foi
relatada nenhuma forma de atuacdo aleatéria desta enzima em plantas
superiores. A B glucosidase atua sobre as ligacdes B1-4, sendo esta uma
exocelulase com especificidade para uma das ligacdes B -D-glicosideo. Ela
catalisa a hidrdlise dos residuos terminais nao-redutores em 3 -D-glicosideos
com liberacdao de glicose. Tais ligacdes B1-4 podem estar presentes em

oligossacarideos de xiloglucanos ou de celulose (Rose et al., 1998).

Em estudos com frutos do mamoeiro, Lazan et al. (1995) observaram
que existem trés isoformas de B-galactosidase (B-gal I, Il e lll), o que foi
confirmado por Ali et al. (1998). Neste ultimo trabalho, uma andlise por SDS-
PAGE mostrou que a B-gal | tem baixa atividade nas fases imaturas dos frutos
do mamoeiro, aumentando sua atividade durante as fases de
amadurecimento. Ja as B-gal Il e Ill s3o encontradas nas fases iniciais de
desenvolvimento do fruto, diminuindo durante o amadurecimento.

Outra enzima relacionada com a degradacdao de hemicelulose é a a-
galactosidase (EC 3.2.1.22) responsavel pela quebra das ligacdes o-(1—6)
galactoses em galactomanano. Porém a importancia da o-galactosidase é
progressivamente maior em sementes que possuem galactomananos com
maior grau de ramificacao de galactose, explicando niveis altos de atividade
desta enzima durante a mobilizacdo do galactomanano em espécies
contendo polimeros altamente ramificados (Buckeridge et al. 2000). O
galactomanano é um polimero também encontrado em mamao, mas em
baixa proporcao se comparado ao xiloglucano (Rose et al., 1999). Soh et al.
(2006), em ensaios com frutos do mamoeiro durante o amadurecimento,
caracterizaram trés isoformas de a-galactosidase, sendo que a isoforma a-

gal Il é predominante na fase de amadurecimento do fruto, possuindo alta
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atividade na hidrdlise dos galactomamanos, modificando potencialmente a
estrutura do polissacarideo, possuindo seu papel efetivo no

desenvolvimento de frutos.

Quanto a XET (EC 2.4.1.207), a mesma possui uma acao endo-catalitica
de B-1-4-D-glucanos assim como as EGases, porém de uma forma reversivel,
pois transfere o novo aglcar formado através da sua parte redutora para um
carbono na posicao quatro de um residuo de glicose de outro xiloglucano em
sua parte nao-redutora com a retencdao da configuracdo anomérica da
ligacao glicosidica.

Por fim, ha as expansinas, que sao proteinas localizadas nas paredes
celulares e atuam provavelmente rompendo reversivelmente as ligagdes do
tipo pontes de hidrogénio entre as hemiceluloses e a celulose o que pode
resultar em uma perda de adesao celular (Brummell, 2006).

Em resumo, as alteracbes na parede celular de frutos em
desenvolvimento, envolvem uma intensa e controlada atividade de
hidrolases e transglicosilases, que culminam no afrouxamento das ligacdes
intra e intermoleculares, auxiliando no crescimento e expansao celular
(Hayashi, 1989).

As atividades enzimaticas também sdo responsaveis pela organizacao
dos polimeros da parede celular como um todo. O alinhamento da celulose é
atribuido a presenca de moléculas de xiloglucano que interagem através de
pontes de hidrogénio (Lisboa, 2008). Todo esse complexo é responsavel pela
resisténcia a pressao de turgor e pelo crescimento anisotrdpico das células
vegetais. Portanto, compreender essa relagao entre os polimeros e suas
enzimas “editoras” é essencial para analisarmos os dados de sintese e
degradacdo dos polissacarideos nas diferentes fases de maturacao dos

frutos.
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A compreensdo do xiloglucano é uma ferramenta chave de nossos
estudos, sendo que essas analises serdao observadas no decorrer deste
trabalho. Para isso damos seqiiéncia a contextualizacdao do xiloglucano como

um dos polimeros principais deste estudo.

1.4 ESTRUTURA E ALGUMAS FUNGCOES DOS OLIGOSSACARIDEOS DE
XILOGLUCANO (OXG) EM PAREDE CELULAR VEGETAL

O xiloglucano é composto por uma matriz de glucanos mais

amplamente distribuida no reino vegetal (Carpita & Gibeaut 1993).

Como descrito no item 1.2.1, sua cadeia principal é composta de
glucose ligada (B1,4), com ramificacdes de xilose ligada (a 1,6) e galactose
ligada (al1,2). Na parede celular primdria pode haver fucose ligada a
galactose através de ligacoes (a 1,2), sendo que esta substituicdo ndo ocorre
no xiloglucano de reserva (Buckeridge et al. 1992). A principal funcao
associada ao xiloglucano é a orientacao das microfibrilas de celulose na
parede celular (Lima e Buckeridge, 2001). Portanto, acredita-se que os
xiloglucanos tenham papel fundamental no controle do crescimento e

desenvolvimento de plantas (Carpita e Gibeaut, 1993).

Pela nomenclatura corrente (Fry et al., 1993), os residuos de glucose
nao ramificados sao denominados G, enquanto os pontos da cadeia principal
ramificados por xilose sdo denominados X e quando hd ramificacdo com
galactose, o trissacarideo glucose-xilose-galactose é denominado L. Na
parede primdria ocorre ainda ramificacdo com fucose a-(1,6) e neste caso o
tetrassarideo é denominado F (Tiné, 2002). Tiné (1997) em estudo de
mobilizacdo de reservas de sementes de jatobd, ja mostrava indicativos de
que os OXG gerados pela hidrdlise do xiloglucano sdao “cddigos” para

posteriores lises do polimero. Em seus resultados o autor demonstra que é
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necessario haver OXG iniciais gerados por exo-hidrolases (XET) e
posteriormente ocorre a acao de celulases, ou seja, endo-enzimas. Portanto

a produc¢ao de OXG controla a degradagao do xiloglucano.

Como visto por Tiné et al., (2006) o padrao de OXG gerado varia de
acordo com a espécie vegetal e seu respectivo tecido. Os OXG resultantes da
extracao e posterior hidrélise, normalmente possuem quatro unidades de
glucose na cadeia principal, trés delas com ramificacdes de xilose, se

diferenciando pelo nimero e posicdao das ramificacdes de galactose.

Uma das formas de se estudar o xiloglucano é através da hidrdlise do
polimero com uma endo-B-glucanase (celulase) e da andlise dos

oligossacarideos (OXG) gerados (Figura 7).

Polimero de XILOGLUCANO
(os pontos representam ligagdes susceptiveis a

HAXGXHFG.XLLGXXLGHLXG.XXFG.XLLGXXXGKLXG.XXXG

FG y ]
- pex e . poxxs
MLLEXNGXIXG MEXERIXE,]

{acimaos praduridos pela agis enzimatical

G - glucose na cadeia principal
X - glucose na cadeia principal com ramificagdo lateral composta por xilose
L - glucose na cadeia principal com ramificagdo lateral composta por xilose e galactose

F - glucose na cadeia principal com ramificagdo lateral posta por xilose, galactose e fucese

Figura 7. Esquema de uma molécula de xiloglucano e seus oligossacarideos gerados, apds

digestdo com celulases, esquema modificado de Clévis J. F. Oliveira Junior (2006).
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Os OXG podem desempenhar fungdes regulatdrias e /ou sinalizadoras
na expansao e crescimento celular. Durante o metabolismo da parede
celular ocorre a liberagcao de fragmento deste polissacarideo (OXG), sendo
que quando possue galactose em sua composicdo parecem atuar
sinergisticamente com a auxina e quando apresentam fucose na sua
estrutura, podem antagonizar o crescimento induzido por esses reguladores
de crescimento (Oliveira Junior et al, 2006). Portanto, estudar as
modificacdes do xiloglucanos através da formacdao de OXG é o principal
caminho a ser seguido para explicar as alteragdes encontradas neste

polimero ao longo da maturacao do fruto em estudo.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como principais objetivos compreender as

modificacdes da parede celular durante o desenvolvimento do fruto do

mamoeiro (fase pré-colheita), utilizando inicialmente as estratégias:

a)

b)

d)

Investigar a composicao da parede celular de frutos do mamoeiro
(Carica papaya L.), determinando as principais variacdes quantitativas
e qualitativas nos polissacarideos ao longo da maturacdao do fruto,

principalmente nos estagios iniciais.

Dosagem de aglUcares sollUveis totais e as propor¢des entre

sacarose, glucose e frutose.

Observar as modificacdes anatdmicas no mesocarpo do fruto ao

longo do desenvolvimento, através de cortes histoldgicos.

Analisar os oligossacarideos através da digestdo com celulase e
identificd-los em HPLC, com comparacao aos oligossacarideos de maca

utilizados como padrao.

Correlacionar as variacdes na composicdao de polissacarideos e
degradacdo dos polimeros de parede, presentes durante o
desenvolvimento do fruto, através da dosagem das atividades das
principais hidrolases dos polissacarideos (hemiceluloses) da parede

celular dos frutos do mamoeiro.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL: Frutos de Carica papaya L. cv. Sunrise Solo foram coletados
direto do produtor (Caliman Agricola S/A- Linhares- ES). A regido de
producado, Linhares, apresenta temperaturas maximas entre 30°C e 32°C e
minimas entre 15°C e 18°C e a precipitagao média anual é de 1200 mm. A
amostragem preliminar foi realizada com cinco frutos colhidos
aleatoriamente para cada amostra, em intervalos de trinta dias, no periodo
compreendido entre 30 e 150 dias apds a antese (periodo préximo da

colheita). A Figura 8 mostra as fases dos frutos em estudo.

dpa

Figura 8. Foto dos frutos de Carica papaya L. cv. Golden (integros e cortados) em
diferentes fases do desenvolvimento de trinta a cento e cinglienta dias apds antese. Foto

cedida pela Profa. Beatriz Cordenunsi- FCF/USP.
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3.2 ANALISE DE CARBOIDRATOS

a) Remocdo de acucares soluveis: Amostras de 500 gramas liofilizados do

mesocarpo dos frutos do mamoeiro foram liofilizadas e submetidas a
remocao de acucares sollveis em quatro extracdes com 50mL de etanol a
80% e mantidos a 80°C por 20 minutos. Em seguida foram centrifugados a
10.000 g e os sobrenadantes descartados. Apds a remoc¢ao dos acgucares

solliveis o material foi seco em liofilizador.

b) Fracionamento da parede celular: Apds a extracao dos agucares solUveis

adicionou-se 50 mL de oxalato de amonio a 0,5%, pH 7, a 100° C por 1 h (4
X), sendo os residuos coletados por centrifugacdo a 2700 g por 15 minutos a

25° C.

Os residuos da extracao anterior foram submetidos a extracao (4 X
cada) com 50 mL de hidréxido de sédio a 0,1M, resultando na fracdo soluvel
em alcali fraco, e com 50 mL de hidréxido de sddio a 4M e a 8M para a
obtencdo da fracdo solivel em dlcali forte. Estas fragcdes foram dialisadas e
liofilizadas para que posteriormente o rendimento dos polimeros da parede
celular fosse estimado. Com o material ja liofilizado foi realizada a hidrdlise
acida, com acido sulfirico 3% em 120 °C por 1h, para obtencdo de seus

monossacarideos e futura analise em HPLC.

¢) Quantificacdo de carboidratos: A quantificacdo de acucares totais nas

fracdes das paredes celulares foi efetuada pelo método do fenol-sulfurico

(Dubois et al., 1956), sendo usada glicose (100 pg/ mL) como padrdo.
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d) Andlise de monossacarideos por HPAEC/ PAD:

Aproximadamente cinco miligramas das fracdes de paredes celulares
foram hidrolisadas com 100mL de acido sulfurico a 72 %, e mantidas em
banho a 30°C por 45 minutos em tubos cénicos graduados. Apds o periodo
de pré hidrdlise, foram acrescidos aos tubos 1,7 mL de agua destilada e os
material autoclavado por 1 hora a 120°C e em seguida neutralizado com

NaOH a 50%.

Os hidrolisados dos tratamentos foram recolhidos e analisados quanto
a presenc¢a de monossacarideos neutros por cromatografia de troca anionica
de alta performance com detector de pulso amperométrico (HPAEC/ PAD)
em sistema Dionex DX500, coluna Carbo-Pac PA 1, em eluicdo isocratica com
NaOH a 20 mM por 40 minutos. Os materiais considerados como residuo
também foram analisados neste sistema. Os perfis de eluicdo dos
monossacarideos presentes nos hidrolisados foram comparados com

aqueles obtidos para padrdoes de monossacarideos comerciais.

3.3 OBTENGAO DOS OLIGOSSACARIDEOS DE XILOGLUCANO (OXG)

Para obtencdo do padrdao de OXG foi utilizada polpa de macgas (Malus
malus L., Rosaceae. Var. Golden Delicious), apds remocdo da casca. A polpa
foi homogeneizada em liquidificador e o material foi coado em nylon (pele

de ovo). O precipitado foi lavado exaustivamente em agua destilada a 50°C.

Apods extracdo em dagua, o precipitado foi seco em liofilizador e
posteriormente extraido com 0,05N de NaOH contendo 5 mM de EDTA, por
16h a 4°C. Posteriormente foi realizada a extracdo com KOH a 1IN e a 4N,
ambos contendo NaBH4 para reduzir os monossacarideos do final redutor e

evitar hidrdlise alcalina. Os sobrenadantes foram dializados e liofilizados. A
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fracdo contendo oligossacarideos é a fracao de 4N de KOH (Vincken et al.,

1994).

Para a obtencdao dos oligossacarideos de xiloglucano de frutos do
mamoeiro, foram analisadas aliquotas da fracdo 4M de NaOH. Tanto o
material liofilizado do mamao quanto do padrao de macga, obtidos como
descrito acima (xiloglucano 1%), foram hidrolisados com celulase da
Megazyme 10U (unidade) em tampao acetato de amoénio (50mM pH 5,5) por
36 horas em banho a 37°C. As andlises foram feitas por HPAEC/PAD, coluna

Carbo-PaC PA100 com detecc¢do por pulso amperométrico (PAD).

O eluente constante foi NaOH a 88 mM com gradiente linear de
acetato de sdodio de 35-75 mM nos primeiros 20 min e posteriormente com
aumento do gradiente até 200mM para os 30 min finais (total de 50 min de

corrida). A coluna foi eluida em fluxo de 0,9 mL.min™

A identificacdo dos OXG foi confirmada por comparagcao com OXG da
hidrdlise do xiloglucanos de Hymenaea courbaril e Copaifera langsdorffi sob
as mesmas condicdes conforme descrito por Buckeridge et al., (1992). Este

mesmo método foi aplicado para obtenc¢ao dos oligossacarideos de maca.

Para que os OXG de mamao fossem identificados em comparacado aos
OXG de macg3, ja identificados por Vincken et al., (1994), realizou-se a
coinjecao dos OXG de ambos os frutos. Para isso foi feita uma mistura de
50% de OXG de mamao + 50% de OXG de maca, os quais foram aplicados em

HPLC conforme método descrito.

3.4 EXTRACAO E DETERMINAGCAO DA ATIVIDADE DE HIDROLASES:

Extracdo e determinacdo da atividade de p-galactosidase, a-

galactosidase, B-glucosidase e EPG (endopoligalacturonase), foram feitas
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com base em Lazan et al., (1989), Lazan et al., (1995) , Ali et al., (1998) e
Shon et al., (2006), com modificacdes. Para cada 1g de mesocarpo fresco,
macerado em nitrogénio liquido, foram adicionados 5mL de tampao acetato
de Na (0,1M) a pH 4,6, contendo 1M de NaCl, 13mM de EDTA, B-
mercaptoetanol (10mM), 25uM de antipaina e 100mg de PVP. A mistura foi

mantida por uma hora a 4°C, com homogeneizag¢ao ocasional.

Apds uma hora em tampao de extracdo, o extrato foi centrifugado a
13000g (Sorvall Superspeed 5B) por 30 minutos. O sobrenadante foi coletado
e sua quantidade de proteina foi dosada segundo o método de Bradford

(1976).
3.4.1 ENSAIOS ENZIMATICOS:

a) a-galactosidase : 0,52 mL de tampao de acetato de sédio (50mM) a pH
5,5, 0,4mL de (p-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo) a 6mM e 0,4mL de BSA
(0,1%) foram mantidos a 37 °C por 10 min. Passado este tempo, adicionou-se
0,08mL do extrato enzimatico e retornou-se ao banho por mais 15 min. Apds
incubacdo por 15 min a reacdo foi parada com adicao de 2 mL de NaCO;
(0,2M) e efetuada a leitura da absorbancia em espectrofotobmetro em 415
nm. Quanto as diferencas entre os ensaios das a-galactosidases 1, 2 e 3
(descritas no item 1.5), estas foram devidas aos pHs e concentracdes do
substrato utilizado. Para a-galactosidases (2 e 3) o pH foi de 3,0 e a
concentracao do substrato foi de 4mM. Ja a atividade da a-galactosidase 1

foi dosada em pH 5,5 e a concentracao do substrato foi de 6mM.

b) B-galactosidase: 0,56 mL de tampao acetato de Na (50mM) pH 4,0,
contendo 0,2mg/mL de BSA, 0,2 mL de (p-nitrofenil- B-D-galactopiranosideo)
13mM, foi mantido por 5min a 37°C. Passado este tempo, adicionou-se

0,04mL do extrato enzimatico diluido 10 vezes e retornou-se ao banho por
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15 min. A reacao foi parada com adi¢ao 0,5 mL de NaCOs; (0,5M) e efetuada a

leitura em 405mn.

d) B-glucosidase : 0,560 mL de tampdo acetato de sddio (50mM) pH 4,0,
contendo 0,2mg/mL de BSA, 0,2 mL de (p-nitrofenil-B-D-glccopiranosideo)
13mM, foi mantido por 5min a 37°C. Em seguida, adicionou-se 0,04mL do
extrato enzimdtico diluido 10 vezes e retornou-se ao banho por 15 min. A
reacao foi interrompida com adi¢do de 0,5 mL de carbonato de sddio (0,5M)

e efetuada a leitura em 405nm.

e) EPG (endo-poligalacturonase): 0, 980 mL de tampao acetato de Na
(50mM) pH 5,5 contendo 1mg de substrato (acido poligalacturdnico),
previamente lavado em etanol a 80% e 0,02mL de extrato enzimatico, foi
mantido em banho de 34°C por 2 horas. A reacdo foi parada em gelo e a sua

atividade foi inferida pela dosagem de agucares redutores (Somogy, 1952).
3.5 Andlises histoldgicas

Neste ensaio foi utilizada uma amostra de 5 dpa, pois desta maneira
teriamos um fruto onde as células poderiam estar em divisao e de tamanhos
muito menores que nos outros estadios. As amostras foram fixadas em FAA
70 (formaldeido, acido acético e alcool a 70%) por 24h e, posteriormente,
mantidas em dlcool a 70%. A desidratacao ocorreu por meio de série butilica
e a inclusdo foi feita em parafina pura (Sass, 1951). O seccionamento
transversal foi efetuado em micrédtomo rotativo, do qual resultaram secgdes
com espessura entre 5 e 7 um; as laminas foram coradas com azul de astra e
safranina, ambos a 1% e na proporgcdo 9:1 (v/v) e montadas em resina

Permount. Os cortes foram analisados em microscopio dptico.
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3.6 Extragao dos aguicares soluveis

Apds a coleta dos frutos, as amostras contendo apenas o mesocarpo
foram congeladas em nitrogénio liquido, liofilizadas e armazenadas a -70°C
antes de serem analisadas. O material foi macerado em almofariz em
nitrogénio liquido e a extracao dos agucares foi feita com 5 mL de etanol a
80% para cada 1g de tecido liofilizado. Foram realizadas cinco extragdes
sequenciais, cada uma com o mesmo volume de etanol, em tubos fechados
em banho-maria a 80°C por 30 minutos, com agitacao ocasional. Os extratos
das cinco extragdes foram combinados e submetidos a dosagem de acguUcares
soluveis totais - AST (Dubois et al., 1956) e acucares redutores - AR (Somogy

1952).

Para as analises dos acucares em HPLC, 1mL do extrato etandlico foi
seco em centrifuga concentradora a vacuo (speed-vac) e ressuspendido em
1mL de agua deionizada e em seguida filtrado (Millipore 0,25um) para
analise de glucose, frutose e sacarose por Cromatografia de troca i6nica de
alto desempenho, com detector de pulso amperométrico (HPAEC/PAD)
modelo DX 500 em coluna CarboPac PA-1 (Dionex Corporation, Sunnyvale,
CA, EUA). A eluicdo foi isocratica com 200 mM de hidréxido de sédio em
agua, com fluxo de ImL/mim: 0-15 min em 50% de a NaOH a 200mM e 50%
de H,0, 15-20 min em 100% de NaOH a 200 mM, 20-25mim em 50% de
NaOH a 200mM e 50% de H,0. As areas de cada pico foram corrigidas de

acordo com a sensibilidade do detector para cada agucar.

3.7 Analises estatisticas

Foram utilizados os desvios padrao para cada resultado obtido e o
mesmo utilizado para que pudesse ser feito um comparativo entre

resultados das fases analisadas. Apenas nos dados referentes ao tamanho
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das células, em cortes histoldgicos, foi utilizado a “Anova” o teste de “Tukey”

a 5%.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ACUCARES SOLUVEIS NOS DIFERENTES ESTADIOS DE
DESENVOLVIMENTO DO FRUTO.

Foram analisados os teores de acUcares solUveis totais (AST)
respectivamente entre os 30-150 dpa, cujos resultados quais podem ser

observados nas Figuras 9.

Acucares soluveis totais (AST)
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400 ~
300 +

200 -
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Figura 9. Teores de AcUcares solluveis totais (AST) nos diferentes estadios de
desenvolvimento do fruto do mamoeiro (30-150 dpa= dias apds antese). As barras

representam o desvio padrdao da média.
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Ao observarmos os teores de AST (figura 9) fica claro o aumento
progressivo destes acUcares em relacao as fases de desenvolvimento do
fruto. Neste caso, o fruto apresenta caracteristicas compativeis com a
preparacao para o amadurecimento, sendo que o aumento na concentracao
de acuUcares parece estar relacionado aos varios eventos fisioldgicos que
culminam com um fruto palatavel.

Paiva (2008), em estudos com mamao nos estadios “de vez” e
“maduro”, mostrou que ha um aumento do teor de sdélidos sollveis da
primeira para a ultima fase do fruto estudada pelo autor.

Morais et al. (2007) em estudos com o hibrido UENF/Caliman 01 no
estadio de colheita (aproximadamente 120 dpa) observaram que existe um
pequeno acréscimo nos teores de sélidos sollUveis e de acucares solluveis
totais ao longo do armazenamento do fruto. Entretanto, as mudancas nos
teores de acglcares soluveis totais ndo foram estatisticamente significativas.

No sentido de esclarecer esses dados, os extratos alcodlicos foram
analisados em HPLC, tendo como resultado a quantificacdo de cada um dos

acucares, sendo eles: sacarose, frutose e glucose (figura 10).
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Figura 10. Teores de glucose , frutose e sacarose, nos diferentes estadios de desenvolvimento do
fruto do mamoeiro (30-150 dpa=dias apds antese). As barras representam o desvio

padrdo.

A partir dos dados da figura 10, observa-se que nos diferentes
estddios do desenvolvimento a glucose se mantém com quantidade alta e
constante. Ja a frutose possui tendéncia de aumento até os 120 dpa e se
mantém nos estadios posteriores. No caso da sacarose, observa-se aumento
nos primeiros estadios (30-60 dpa) e aos 60-120 dpa, ndo ha variacado
significativa. Entretanto aos 150 dpa a quantidade desse acgucar é

aproximadamente seis vezes maior que nos outros estadios. H3, portanto,
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um aumento da relacdao sacarose: monossacarideos, o que denota uma
transicao fonte-dreno. A partir deste estadio, o fruto parece ndao ser mais um
dreno para planta mae, pois 0 mesmo inicia 0 armazenamento de sacarose
como sua reserva energética, além de utilizar o agicar como um atrativo a
dispersdao de suas sementes (Paiva, 2008). Com base nestes argumentos
podemos inferir que a atividade de invertase deve diminuir e em
contrapartida ha o aumento da atividade de sacarose sintase (Susy). Gomez
et al. (1999) em estudos com armazenamento de frutos do mamoeiro apds a
colheita, observam que a atividade da Susy foi maior aos 5 dias apds a
colheita, que é o periodo coincidente com a hidrdlise da sacarose, no pico
respiratorio.

Nos estudos de Gomez et al. (1999), observa que os acUcares solluveis
totais, contabilizados como a soma dos teores de glicose, frutose e sacarose,
variaram de 9% no estagio verde a cerca de 11% no estddio maduro. Estes
resultados confirmam os dados encontrados por Paull et al. (1999) e Chan et
al. (1979) de que os acucares solUveis sdo, em sua maior parte, acumulados
guando o fruto do mamoeiro estd ainda ligado a arvore, provavelmente em
funcdao da fotossintese, o que corrobora com nossos dados, pois neste
estudo os estadios analisados sao de frutos em desenvolvimento, ou seja,
ainda na planta mae, sendo o estadio de 150 dpa, aproximadamente o ponto
de colheita.

Durante o amadurecimento, o adogamento pode ser devido ao
acumulo de sacarose originada da fotossintese, ou da hidrdlise de
carboidratos de reserva. O mamao nao possui quantidades significativas de
amido que possam ser convertidas em acgucares durante o amadurecimento,
existindo controvérsias sobre um possivel adocamento apds a colheita (Chan

et al. 1979; Cordenunsi & Lajolo 1995). Desta maneira os dados sugerem que
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o fruto em desenvolvimento (dos 30 aos 90 dpa) funciona como um dreno e
a partir deste estagio, ndao é mais afetado pelas relacdes fonte-dreno na
planta.

O acumulo de sacarose pode ndo estar relacionado com o
desenvolvimento das sementes, uma vez que estas ja se apresentam
desenvolvidas, mas nao completas, aos 90 dias. No entanto, ha a
possibilidade de que as reservas das sementes ainda estejam sendo
depositadas, ja que em muitos casos, se observa a semente do fruto de
mamao morfologicamente completa, mas ainda sem suas reservas.

Em resumo, pode-se observar que o principal aglcar acumulado aos
150 dpa é a sacarose, sendo esta provavelmente a principal fonte energética
do mamao maduro, uma vez que este ndo possui amido como reserva.

Quanto as relagdes entre os niveis de aclUcares e as diferentes
propor¢cdes dos polissacarideos da parede celular, pode-se sugerir que o
aumento na concentracdao dos AR (aglUcares redutores) esteja entre os
principais fatores que aumentam a forca de turgor celular, contribuindo com
o processo de expansao celular, o qual seria também controlado pelo grau
de interagao molecular dos xiloglucanos, como veremos em resultados a
seguir.

O balanco entre as concentracdes de aclUcares esta intimamente
relacionado com as fases fisioldgicas do fruto e outro processo importante e
interferente é o da degradacao da parede celular, o que denota ainda mais o

controle na expansao da célula.
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4.2 CARACTERIZACAO DA PAREDE CELULAR EM FRUTOS DO MAMOEIRO
EM DIFERENTES ESTADIOS DE DESENVOLVIMENTO.

Para a analise destes resultados é importante salientar que o fruto do
mamoeiro apresenta uma curva de crescimento sigmoidal. Em estudos
realizados por Calegario (1997) com frutos do mamoeiro entre 30 e 180 dpa,
foi observada uma fase exponencial de crescimento até em torno de 110
dpa, sendo que apds esta data seguiu-se uma fase de estabilidade, sem
mudancas aparentes nas dimensdes do fruto.

A Figura 11 apresenta dados de rendimento das fragOes oxalato de
amonio a 0,5%, 0,1 M, 1M, 4M de NaOH e residuo (celulose) de extracbes da

parede celular de frutos coletados no periodo entre 30 e 150 dpa.

Rendimentos das fragées da parede celular liofilizada
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Figura 11. Porcentagem das fragdes da extragdo dos polimeros de parede celular, nos diferentes
estadios de desenvolvimento do fruto do mamoeiro (dpa= dias apds antese). Oxalato de amdnio
(OX) e 0,1M de NaOH (pectinas), 1 e 4M de NaOH (hemiceluloses) fracamente e fortemente
ligadas a celulose respectivamente, e residuo sendo considerado celulose. As barras representam

o desvio padrao.
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Na figura 11, pode-se observar que a fracdo oxalato (pectinas) possui
tendéncia de aumento até os 90 dpa e uma posterior queda em 150 dpa,
mas de maneira geral esta fracdo mantém-se constante ao longo dos
estddios de desenvolvimento estudados. A fracdo 0,1IM de NaOH, é
considerada uma mistura de pectinas e hemicelulose fracamente ligadas a
celulose. Esta fracao foi utilizada para fazer uma melhor limpeza no material,
sendo assim ela é desconsiderada em nossa discussao. Com relagcdo a fracao
1M de NaOH (hemiceluloses fracamente ligadas a celulose), pode-se
observar constancia no rendimento, sendo possivelmente hemiceluloses
mais sollveis (em degradacdao) e menos agregadas a celulose. J& com a
fracdo 4M de NaOH é encontrado grande porcentagem inicial (30 dpa), que
tende a diminuir em 60 e 90 dpa e aumenta novamente em 120 dpa. E
interessante observar que no residuo acontece a mesma tendéncia da fracao
4M de NaOH, porém podemos observar que nos estadios finais de
desenvolvimento do fruto é quase nula sua presenca. Ja as pectinas possuem
tendéncia contraria a observada nas fracdes de hemicelulose e celulose. Em
120 dpa pode ser visto um comportamento diferencial das proporc¢des dos
polimeros estudados e uma queda brusca do residuo em 150 dpa.

Calegario (1997) observando aspectos de dimensdes do fruto, afirma
que até 120 dpa formam-se cerca de 50% da matéria seca do fruto inteiro, a
qual é constituida na sua maior parte pela polpa. Nesta fase (120 dpa) o
acumulo de matéria seca parece estar relacionado com o aumento no
volume da parede celular.

Este aumento decorre principalmente da expansao de células do

parénquima do fruto (Roth & Clausnitzer 1972). Seria entdo o estadio de 120
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dpa, uma transicdo entre a maturidade fisiolégica e o inicio do
amadurecimento, como visto por Calegario (1997).

Os dados de porcentagens dos polimeros de parede celular citados
acima mostram que as modificacdes devem ocorrer nos polimeros de
hemiceluloses e pectinas durante o desenvolvimento do fruto. Aqui formula-
se a hipotese de que modificagdes estruturais, como ramificacbes e
despolimerizacdes, poderiam refletir situacdes de mudancas de fases
fisioldgicas durante o desenvolvimento do fruto do mamao. Para testar essa
hipdotese, foram realizados estudos da composicao (analise de
monossacarideos) destes polimeros.

Na Tabela 1 podem ser observadas as porcentagens dos

monossacarideos neutros analisados, na fracao Oxalato de Aménio a 0,5 %.

Tabela. 1 Porcentagem dos monossacarideos na fragdo Oxalato de amonio 0,5% (pectinas) nas
diferentes fases do desenvolvimento do fruto (dpa = dias apds antese), significando: fuc- fucose,

ara- arabinose, rha-ramnose, gal-galactose, glc-glucose, xil-xilose e man-manose.

Fragdo Oxalato de aménio

Monossacarideos %

dpa fuc ara rha gal glc xil man
30 0,83 11,63 6,89 69,06 7,51 2,06 2,02
60 0,83 9,56 7,21 71,67 4,78 3,50 2,45
90 0,69 7,64 5,79 59,89 19,95 3,14 2,89
120 0,83 8,67 5,97 71,32 8,78 4,43 0,00

150 0,77 8,98 8,34 66,38 9,33 4,05 2,15
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Observa-se na tabela 1 que no decorrer da maturacdao do fruto, ha
aumento de glucose o que é visto até 90dpa, e posterior queda em 120 dpa
aumentando novamente sua porcentagem em 150 dpa.

No caso dos outros monossacarideos nao houve diferencas entre as
porcentagens encontradas e as diferentes fases de desenvolvimento
estudadas, porém em 120 dpa a manose nao foi detectada. Como retratado
por Ali et al. (2004); Manrique et al. (2004) , Paull et al. (1999) a pectina do
mamao possivelmente é um rhamnogalacturonano, o que é confirmado com
0S nossos resultados.

Alteracdes nas pectinas tém sido vistas como uma caracteristica do
amadurecimento do fruto de mamao (Paull et al.,1999), porém isso parece
ndo ter uma relacdo direta com o amolecimento da polpa (Zhao et al., 1996).

Lazan et al. (1995) com estudos em mamao pds-colheita, observaram
que as atividades das poligacturonases (PG) e das pectinametilesterases
(PME) aumentam continuamente conforme ha solubilizacdao das pectinas. No
entanto, houve um aumento da atividade da B-galactosidase, coincidindo
com a queda de firmeza acelerada do fruto e com as mudancas significativas
dos polissacarideos da parede celular. Com base nesses dados, os autores
sugerem que a despolimerizacdo e a solubilidade das pectinas seriam
processos independentes. Os estudos de Paull et al. (1999) com mamao,
sugerem que a pectina da lamela média foi melhor extraida durante o
processo de amadurecimento. Isto também foi visto por Glenn et al. (1988),
em estudos com macas, sendo que a queda na coesao celular correspondia a
maior solubilidade da parede celular. No entanto, ndao temos evidéncias de
gue algo similar ocorra durante o desenvolvimento do fruto. Por outro lado,

estudos recentes realizados por Paiva (2008) mostra que nos estadios iniciais
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do amadurecimento (120 dpa) o grau de metil-esterificacdo é maior do que
no estadio de consumo, onde esse grau reduz de 66% para 43%.

A tabela 2 apresenta as andlises de monossacarideos da fracao 1M,
podendo ser observado que nos estadios de 90, 120 e 150 dpa os
monossacarideos possuem as maiores diferengas em porcentagem. Com
relacdo a galactose existe uma tendéncia de queda no estadio final de
maturacdo (150 dpa). J& com relacdo a glucose as diferencas sao
encontradas em duas determinadas fases, no intervalo entre 30 e 60 dpa
onde ocorre um aumento desse monossacarideo e posterior queda em 90
dpa, fechando os estadios de maturacao (150 dpa) com alta porcentagem
deste monossacarideo. Ao observarmos as porcentagens de xilose podemos
dizer que o acgucar é encontrado em maior porcentagem em 90 dpa e menor
porcentagem em 150 dpa, o que pode ser explicado pela degradagao e
“recodificacao” do xiloglucano, o que sera salientado no decorrer do

trabalho.

Tabela 2. Porcentagem dos monossacarideos na fragdo 1M de NaOH (hemiceluloses fracamente
ligada a celulose) nas diferentes fases do desenvolvimento do fruto (dpa = dias apds antese),
significando: fuc- fucose, ara- arabinose, rha-ramnose, gal-galactose, glc-glucose, xil-xilose e man-

manose.

Fracdo 1M de NaOH

Monossacarideos %

Dpa fuc ara rha gal glc xil man
30 0,80 2,07 1,14 23,48 36,47 29,09 6,94
60 0,86 1,43 0,95 19,11 41,20 29,98 6,46
90 1,16 1,33 0,77 16,16 31,48 43,09 6,00
120 0,79 1,78 0,89 19,01 4423 28,92 4,38

150 0,89 1,06 1,09 14,18 59,81 17,50 6,36
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Na tabela 3 estdo representados os dados da fracao 4M de NaOH pode
ser observado o aumento de glucose em 150 dpa e queda em xilose e
manose neste mesmo sentido. E importante lembrar neste instante que os
acUcares soluveis totais ja haviam sido extraidos, portanto essas expressivas
quedas dos monossacarideos refletem realmente modificagcbes dos

polimeros em estudo.

Tabela 3. Porcentagem dos monossacarideos na fragdo 4M de NaOH (hemiceluloses fortemente
ligada a celulose) nas diferentes fases do desenvolvimento do fruto (dpa = dias apds antese),
significando: fuc- fucose, ara- arabinose, rha-ramnose, gal-galactose, glc-glucose, xil-xilose e man-

manose.

Fragéao 4M de NaOH

Monossacarideos %

dpa fuc ara rha gal Glc xil man
30 1,66 0,85 0,63 19,66 50,68 13,34 13,19
60 1,42 1,04 0,77 18,88 50,54 11,67 15,67
90 1,50 0,95 0,95 20,09 53,12 10,97 1242
120 1,09 0,69 0,92 18,29 60,82 7,39 10,80
150 0,98 0,66 1,19 15,09 66,57 7,68 7,82

Foi também realizada a andlise dos monossacarideos presentes nos
residuos de parede celular de frutos com 30 e 150 dpa (figura 12) o que
revelou a presenca de proporc¢des razoaveis de galactose, além da presenca
de glucose, o que era esperado, sendo a glucose o monossacarideo da
celulose. No caso do residuo de 30 dias, ha também ramnose. Estes dados
sugerem que os polimeros pécticos podem realmente estar associados a
celulose.

Como o método utilizado normalmente extrai as pectinas nos
primeiros passos da extracdo (oxalato e 0,1M de NaOH), a presenca de
pectina no residuo poderia indicar que polimeros pécticos podem se associar

fortemente a celulose como um artefato do processo de extragao.
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Alternativamente é possivel também que existam situacdes em que ligacdes
covalentes entre polimeros pécticos e celulose ocorram. No entanto, para
provar tal hipétese, analises quimicas mais profundas e especificas teriam

gue ser efetuadas.
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Figura 12,
Cromatogramas representativos dos monossacarideos do residuo apds extracdo com 4M
de NaOH analisados em HPAEC/ PAD- Dionex 500. Em cada cromatograma na posi¢do

superior a direita estdo os estaddios do fruto, sendo os aglcares: rha-ramnose, gal-

galactose e glc-glucose.

Ao analisar em conjunto os dados das analises de monossacarideos da
parede celular nos estddios entre 90-120 dpa (tabelas 1, 2 e 3), observa-se

gue existe um aumento de glucose, galactose e xilose e uma reducao na
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quantidade de manose, sugerindo a sintese de xiloglucano e ou
galactomanano. Isto pode significar que a parede celular sofre modificacdes
em sua composicao, o que leva a preparacdo dos frutos para degradagao nos
estadios posteriores. De fato, a reducdao da firmeza na polpa do fruto é
significativa apds os 140 dpa como mostram os dados de Calegario (1997).

O conjunto de dados quantitativos e qualitativos sugere que ha uma
modificacdo importante na parede celular entre os 90 e os 120 dpa.
Enquanto ha alteracdo nas pectinas, com uma diminuicao em sua proporgao
e modificacdo nas ramificacdes dos ramnogalacturonanos com galactanos,
alteracdes importantes no dominio celulose-hemicelulose também ocorrem.
Ha diminuicdo acentuada na proporcao de celulose na parede aos 90 dpa.
Foram detectadas alteracdes nos monossacarideos glucose, xilose e
galactose nas fragcdes de hemiceluloses (NaOH 1 e 4M), que sdao compativeis
com alteragdes no xiloglucano. Para avaliar melhor estas altera¢des, foram
realizados experimentos com analises por degradacao enzimatica do
xiloglucano, de forma a compreender se a composicao em oligossacarideos
responderia as alteracdes na estrutura fina (constituicdo) da parede durante

o desenvolvimento do fruto do mamoeiro.

4.3 OLIGOSSACARIDEOS (OXG) NOS DIFERENTES ESTADIOS DE
DESENVOLVIMENTO DO FRUTO

Para a identificacao dos OXG de xiloglucano do fruto do mamoeiro, foi
utilizado um padrao de maca, ja descrito na literatura por Vincken, et al (
1996). Os OXG de maca foram obtidos através da extracdo do xiloglucano e o
mesmo foi submetido a digestdo com celulase (Figura 13), tornando-se o

padrao de OXG.
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A figura 14 mostra os resultados de coinjecdao dos OXG de mamao com
0os OXG de macgd (50% v/v) em HPAEC-Dionex. Os dados mostram que o
xiloglucano em frutos do mamoeiro é similar ao de fruto da macieira.
Portanto, os oligossacarideos presentes no xiloglucano de mamao foram

identificados com base nos tempos de retencdo dos de maca.

Oligossacarideos de maca
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Figura 13. Perfil cromatografico dos oligossacarideos obtidos apds hidrdlise do
polissacarideo (xiloglucano) presentes na polpa de maca, gerados por a¢do de celulase de
Trichoderma sp. (Megazyme). Glucose= g, OXG de glucose com ramificacdes de xilose= X,

trissacarideo glc-xil-gal= L e fucose=F.
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Figura 14. Perfil cromatografico dos oligossacarideos obtidos apds hidrdlise dos polissacarideos

presentes na fracdo NaOH 4M obtida a partir de frutos do mamoeiro em estddios de maturacgdo

do fruto (60 e 150 dpa=dias apds antese) e oligossacarideos de macd, gerados por acao de

celulase de Trichoderma sp. (Megazyme). Além a coinje¢do dos mesmos. Glucose= g, OXG de

glucose com ramificacdes de xilose= X, trissacarideo glc-xil-gal= L e fucose=F.
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Com o padrdo definido sao observados resultados e a identificacao
pode ser confirmada, como mostra a tabela 4, o OXG (XLXG), foi identificado
comparado ao padrao de jatoba, padrao esse ja definido por nosso grupo de
pesquisa.

Tabela 4. Porcentagem das areas dos picos identificados como oligossacarideos em

comparagao com OXG de maga.

OXG (%) dpa (dias apos antese)
30 60 90 120 150
XXG 27,1 15,1 17,4 2,8 6,1
XXXG 47,8 54,2 56,7 13,1 52,1
XXFG 10,0 13,1 16,9 41,9 19,8
XLXG 10,0 12,4 7,5 27,9 11,3
XLFG 5,1 5,1 1,5 14,3 10,7

Na tabela 4 encontram-se alteracdes significativas nos padrdes de
oligossacarideos ao longo do desenvolvimento do fruto. Para melhor andlise

dos dados é importante retomar a nomenclatura dos OXG.

As glucoses ndao ramificadas na cadeia principal do xiloglucano sao
denominadas G, enquanto os pontos da cadeia principal ramificados por
xilose sdao denominados X e quando hda ramificacdo com galactose, o
trissacarideo glucose-xilose-galactose é denominado L e a ramificacdo com

fucose a-(1,6) o tetrassacarideo é denominado F.

De maneira geral, oligossacarideos com menor tempo de retencao
(possivelmente de menor peso molecular e menos ramificados) diminuiram
drasticamente aos 120 dpa, enquanto que os de maior peso molecular e/ou
grau de ramificacdo aumentaram proporcionalmente. Paralelamente,
obvervou-se um aumento relativo nos oligossacarideos fucosilados (XXFG e
XLFG). Aos 120 dpa, houve uma queda forte e reversivel em XXG e XXXG e
estas alteracdes foram precedidas por uma queda, também reversivel em

XLXG aos 90 dpa. Estes resultados denotam a existéncia de alteracdes
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significativas na estrura fina do xiloglucano presente na polpa dos frutos do
mamoeiro durante a maturacao. Tais alteracdes podem significar tanto
modificacdes nos polimeros presentes na parede, como também ser o
reflexo de deposicao e degradacdo de polimeros existentes. Nossos
experimentos nao permitem saber qual desses processos predomina

durante o desenvolvimento do fruto.

Como ja descrito, investigacdo dos OXG gerados auxilia o
entendimento de quais processos ocorrem durante a montagem e da
expansao da parede primaria. Processos esses auxiliados pela conformacao,
dinamica e interacao dos polissacarideos durante estes processos, pois sao
provavelmente fundamentais para as alteracdes de textura do mamao. As
analises utilizadas ndo nos permitiu ao certo o detalhamento da estrutura
fina do polimero e nem sua conformidade espacial, pois nao foram
analisados os aspectos topolégicos das alteracdes do xiloglucano durante o
desenvolvimento dos frutos do mamoeiro. Desta forma, podemos apenas

inferir quais efeitos estas interacdes teriam de forma geral na parede.

O aumento na propor¢cao de oligossacarideos fucosilados pode ser
resultado de degradacao de moléculas de xiloglucano menos fucosiladas ou
da deposicao de novo xiloglucano com esta composicao. O significado deste
aumento gradativo na fucosilacdo pode estar relacionado a alteracao do
dominio celulose-hemicelulose. A medida em que a celulose é degradada, o
xiloglucano mais fucosilado apresenta maior interacao entre si, formando
aglomerados contendo mais XXFG e XLFG. Em relacdo a diminuicdo em XXG
e XXXG a situacao é inversa. Estes oligossacarideos também caracterizam
regioes da molécula de xiloglucano que interagem fortemente com a
celulose, mas durante a maturacado tenderam a desaparecer da parede. Estas

alteracdes podem ser consequéncia da retirada da celulose da parede. Ja a



48

queda em XLFG aos 90 dpa é clara, mas é certamente uma marca importante
das alteracdes que o fruto sofre no que concerne a sua textura. Algumas
comparagdes com dados obtidos por outros autores podem ser instrutivas

na intepretacao desses resultados.

Quando o xiloglucano adota uma conformacao de baixa energia isso
permite que seus residuos ramificados virem-se para um Unico lado (
estrutural e espacial) da molécula. Sendo assim a outra face da molécula fica
livre para interacdes com a celulose. Levy et al., (1991) sugeriram, através de
simulacdes computacionais, que os aspectos estruturais do xiloglucano
relacionados a ramificacdo fucosilada deste polimero seriam de grande
importancia para a forma de interacdo com a celulose. Os dados de
modelagem sugerem que os residuos de fucose sejam responsaveis por
tornar a molécula mais linear, enquanto que os oligossacarideos nao-
fucosilados seriam mais retorcidos. Essa complexa interacdo xiloglucano-
celulose também é responsavel pela resisténcia ao turgor e pelo crescimento

anisotrépico das células vegetais.

Com base nos dados obtidos no presente trabalho pode-se sugerir que
as variagdes nas proporcdes entre os oligossacarideos de xiloglucano
encontrados nos polimeros, mostram um periodo de transicdio com
profundas alteragdes estruturais neste polissacarideo. Nos estudos de Levy
et al. (1991) e Vinchen et al. (1996) os autores afirmam que a fucosilacdo do
xiloglucano modela as modificacdes que o polimero sofrerd. Vinchen et al.
(1996) em estudos com maca verificam que o oligossacarideo XLFG é o
principal responsavel pela modulacao na clivagem do xiloglucano. Com base
nestes dados as possiveis explicacdes para estas variacdes tém que levar em

consideracao os seguintes fatos:
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1) As regides menos ramificadas (tanto com galactose ou
fucose) do xiloglucano sdo associadas com maior interacdo
intermolecular com o préprio xiloglucano e com a celulose;

2) O aumento isolado de fucosilagao é um indicativo de que o
xiloglucano torna-se mais interativo, tanto entre si como com
a celulose

Isto posto, pode-se sugerir que no inicio desenvolvimento o menor
nivel de fucosilacdo confere a parede maior liberdade para a expansao. Isso
ocorre paulatinamente ao longo de todo o periodo de desenvolvimento do
fruto. Porém, ha um periodo de transicao em que o xiloglucano sofre uma
transformacdo significativa, que é a diminuicdao nos fragmentos pouco
ramificados (XXG e XXXG) e aumento de fucosilagdo (XXFG). Isto indica que o
xiloglucano na parede torna-se menos interativo entre si mesmo e com a
celulose. Aos 150 dpa a estrutura fina do xiloglucano volta a ser similar ao
que corresponde aos 30 dpa, ou seja, torna-se novamente acessivel a
hidrdlise.

Uma observacao importante sobre os xiloglucanos e a interacao com a
celulose foi feita por Lima et al. (2004). Estes autores demonstraram que o
peso molecular do xiloglucano é fundamental na interacdo, sendo mais
interativos os de menor peso molecular. No presente trabalho com a parede
celular de mamao, nao foi medido o peso molecular do xiloglucano, mas este
pode ser um fator importante a ser considerado no futuro e que pode ter

influenciado os resultados.

4.4 SECCOES HISTOLOGICAS DO MESOCARPO EM DIFERENTES ESTADIOS DE
DESENVOLVIMENTO DO FRUTO

No presente trabalho foi agregado o estudo histoldgico de mais um

estadio do fruto (5 dpa), para que pudéssemos ter um parametro de células
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ainda muito pequenas e possivelmente em divisdo (como citado no item
3.4).

Com a andlise dos dados pode-se observar que as maiores diferencas
em relacao a expansao celular dao-se entre 30 e 90 dpa. A expansao celular
do mesocarpo foi da ordem de 3 vezes, encontrado dos 5 aos 150 dpa.
Entretanto o aumento principal (2X) ocorreu entre 5 e 120 dpa, o que pode
ser observado na Figura 15. Segundo Coombe (1976) apud Berilli et al.
(2006), o volume final do fruto esta ligado a trés fatores: nimero, densidade
e volume das células dos tecidos desse drgao. Dentre estes, o volume das
células é o fator mais influenciado pelas condi¢des de cultivo, ou seja, pela
disponibilidade de dgua e nutrientes, assim como condi¢cdes de temperatura
e umidade relativa do ar.

Observa-se ainda (Figura 15) que os periodos de expansao ocorreram
entre 5 e 30 dpa e entre 60 e 90 dpa. Este ultimo periodo coincide com
algumas alteragdes observadas na parede celular como um aumento de 4
vezes na proporc¢ao de glucose na fracdo oxalato (tabela 1). Nestes estadios
citados, também é observada uma reducao repentina em XLXG e XLFG
seguida por um aumento nas propor¢des de oligossacarideos fucosilados
(tabela 4). Além disso, a partir dos 60 dpa, teve inicio uma diminuicao
gradativa dos teores de manose nas fracoes 1M (tabela 2) 4M (tabela 3) da
parede, sendo esta ultima, principalmente, correspondente as hemiceluloses
mais fortemente ligadas a celulose. As possiveis explicacdes para estas
alteragdes estruturais na parede, correlacionadas temporalmente ao
aumento na expansao celular poderiam ocorrer a partir de 60 dpa, quando a
parede comeca a se modificar com a degradacao da celulose e dos mananos.
Para que a degradacao da parede ocorra, as modificacdes nos xiloglucanos

tém que ocorrer rapidamente (entre os 60 e os 90 dpa), de forma que nestes
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estadios as enzimas de hidrdlise tenham acesso aos componentes da parede
que precisam ser degradados, ou seja, para se tornarem “cddigos” dos
pontos de degradagao da parede celular, o que auxilia no processo de

amaciamento do fruto.
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A Figura 16 apresenta os dados do tamanho das células. Através da
analise estatistica podemos observar que o ponto 150dpa é um estadio
discrepante, se considerado o tamanho das células. Neste caso foi
necessaria a retirada do estddio de 150 dpa para que as diferencas fossem
salientadas.

Através da Anova e Tukey observou-se que ha diferenca significativa
nos tamanhos das células nos diferentes estddios de maturacdao do fruto,

sendo que em 150dpa essa diferenca é clara.

Tamanho das céluas 5-120dpa
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Figura 16. Tamanho das células nos diferentes estadios de desenvolvimento dos frutos do
mamoeiro. Letras diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de

5%.

A partir destes dados pode-se concluir que o estdgio de divisdao das
células precede aos estadios de desenvolvimento estudados e que realmente

entre 30-150 dpa ocorre a expansao das células.
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Com os dados obtidos foi possivel sugerir a ocorréncia de dois estadios
gue marcam o desenvolvimento dos frutos do mamoeiro até o estadio em
que este torna-se pronto para a comercializagdo. O primeiro pulso de
expansao se da nos primeiros estadios (5 e 30 dpa), onde as células sofrem
divisdo e um surto de expansdo inicial. Segue-se um periodo de relativa
estabilidade no fruto até que, entre os 60 e 90 dpa ocorreu um novo surto
de expansao celular, acompanhado de alteracdes significativas na parede
celular, principalmente no mesocarpo, como observado com os dados de
rendimento da parede celular entre outros. O xiloglucano modificado e, a
partir desse ponto a celulose e o manano comecaram a ser degradados até
que, ao final do processo, muito pouco dessas duas hemiceluloses restaram
no fruto. No entanto, o teor e a composigao das pectinas parecem se manter
relativamente constantes. Como resultado, ao mesmo tempo em que o fruto
se “enche” de sacarose, a parede se altera profundamente, e possivelmente
levando as futuras alteracdes que auxiliam na modificacdo de textura do
fruto.

Para aprofundar ainda mais este modelo, as atividades de algumas das
enzimas relacionadas as transformacdes observadas nas paredes celulares
do fruto do mamoeiro foram acompanhadas ao longo do desenvolvimento

do fruto.

4.5 ATIVIDADES ENZIMATICAS NOS DIFERENTES ESTADIOS DE
DESENVOLVIMENTO DO FRUTO

As atividades enzimaticas avaliadas neste estudo foram as das
respectivas hidrolases: [B-galactosidase e (EPG) Endopoligalacturonase
(enzimas relacionadas as pectinas), a-galactosidase (relacionada ao

galactomanano) e a B-glucosidase (relacionada ao xiloglucano).
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A seleg¢ao das enzimas para os ensaios teve como principal objetivo a
analise das alteracdes em hemiceluloses. Isto porgue nestes polimeros
foram encontradas modificacdes considerdveis, como visto nos resultados de
caracterizacao da parede celular e oligossacarideos, além de ter havido
despolimerizacao total das pectinas nas fases de desenvolvimento aqui

estudadas.

Estudos de Paull & Chen (1983); Lazan et al. (1995); Paull et al. (1999);
Manrique et al. (2004) e Ali et al. (2004) demonstraram que a degradacao
das hemiceluloses é provavelmente a maior responsavel pelo
amolecimento da polpa do fruto do mamoeiro. Ali et al. (2004) em estudos
de comparacao de diversas enzimas relacionadas ao amolecimento de frutas
tropicais, verificou que para Carica papaya a PME, B-glucanase e, em
especial a B-galactosidase correlacionam-se com variacdes de textura do

fruto no amadurecimento.

A Figura 17 apresenta a atividade da EPG, onde pode-se observar a
tendéncia de aumento de mais que o dobro, no intervalo de 30-150 dpa. Foi
observado também que a atividade maxima da EPG encontra-se em 150 dpa
(estadio inicial de amadurecimento), como é salientado por Calegario
(1997). Atividade da EPG (figura 17) demonstra que nos estadios em estudo,
a pectina sofre transformacdes estruturais, porém é possivel que estas
transformacdes nao confiram maciez a polpa do fruto. Como observado por
Giovannoni et al. (2001) através de genes isolados de PG, que a mesma nao
possui atividade suficiente para dar maciez ao fruto de tomate, ja a B-

glucanase tem se mostrado com expressao diferencial.
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Figura 17. Atividade da EPG (endo-poligalacturonase) em diferentes estadios de desenvolvimento

do fruto (dpa= dias apds antese). As barras representam o desvio padrao.

Paull et al, (1999) em estudos com mamado, sugerem que a
degradacdo das pectinas na lamela média é mais eficiente durante o
processo de amadurecimento, o que também pode estar ocorrendo nos
diferentes estadios do desenvolvimento como visto neste estudo, porém em
menor proporcao. A degradacao das pectinas também foi relatada por Glenn
et al,. (1988), em estudos com macd, onde observam que na fase de
amadurecimento a queda na coesao celular correspondia a maior

solubilidade da parede celular.

Paull & Chen (1983) observaram que o aumento da atividade da PME
nao auxilia no amolecimento da polpa do fruto. A desmetilacdo das pectinas
por acdo da PG é sim a maior responsavel pela mudanca no tamanho dos

polimeros de pectinas, dados que Ali et al. (2004) e Paiva (2008) confirmam.
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Através de nossos dados e compilacdo dos dados em literatura,
podemos inferir que uma “edicao” ou “remodelamento” das pectinas ocorre
provavelmente durante todo o processo de desenvolvimento (30-150 dpa).
Através da Figura 18 observa-se uma reducao de atividade no estadio de 90
dpa, seguida por uma retomada da atividade até os 150 dpa, o que

corrobora a hipdtese de “edicao”.

Nas Figuras 18 e 19 observam-se as atividades das -galactosidase e B-
glucosidase. As duas enzimas apresentaram picos de atividade aos 120 dpa.
A B-galactosidase possui gradativo aumento de sua atividade entre 30- 120
dpa enquanto a B-glucosidase possui pouca atividade até os 90 dpa o que
reverte aos 120 dpa, atingindo sua atividade mdaxima, com posterior queda

em 150 dpa.

Os resultados da alta atividade de B-galactosidase em 120 dpa podem
ser comparados com a reducao de galactose encontrada nas fracdes das
extragdes a 1M, como vista na tabela 2, sendo que esta enzima pode
remover galactoses ligadas B-1,2 em OXG. De fato, na tabela 4 observou-se
uma queda de XLXG, corroborando a hipdtese de que a atividade desta

enzima esteja relacionada com as alteragdes no xiloglucano aos 120 dpa.
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Figura 18. Atividade de B-galactosidase em diferentes estadios de desenvolvimento do fruto,

sendo dpa=dias apds a antese. As barras representam o desvio padrao.
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Figura 19. Atividade de B-glucosidase em diferentes estadios de desenvolvimento do fruto, sendo

dpa=dias apds a antese. As barras representam o desvio padrao.
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As enzimas citadas acima apresentaram maximos de atividade aos 90
e 120 dpa, estadios traduzidos como inicio da maturidade fisioldgica do fruto
em estudo, pois a partir destes estadios o fruto entra na fase do

amadurecimento.

Ali et al. (2004) analisando as B-galactosidase e B-glucosidase em dois
estadios de desenvolvimento do fruto do mamoeiro (fruto verde e fruto
maduro) mostraram que em frutos verdes a atividade de B-glucosidase nao
se altera em relacdo aos maduros. O aumento da atividade da PB-
galactosidase coincide com a diminuicao de firmeza acelerada do fruto e
com as mudancas significativas dos polissacarideos da parede celular, o que

corrobora com nossos estudos.

Na Figura 20 observa-se a atividade enzimatica da a-galactosidase em
diferentes pHs, sendo em pH 5,5 a atividade das isoformas 1 e em pH 3,0 das

isoformas 2 e 3.

. ) —e—pH3,0
Atividade de alfa-galactosidases P

——pH5,5

0,050 | P"'-_—‘_/_I

0,000 T T T T 1
30 50 30 120 150

dpa

Figura 20. Atividade da a-galactosidase em diferentes estadios de desenvolvimento do fruto,
sendo dpa=dias apds a antese. Atividades mensuradas em tampao acetato de Naa pH 3,0 e pH
5,5. Sendo considerado a-galactosidase (1) em pH dtimo de 5,5 e a-galactosidase(2 e 3) em pH

6timo de 3,0. As barras representam o desvio padrao.
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Nos dois pHs a tendéncia das atividades foi a mesma, alta no inicio,
em 30 dpa, com diminui¢cdo em 60 dpa, voltando a um leve aumento em 90
dpa. A maior atividade encontrada foi aos 150 dpa, o que difere das outras
enzimas analisadas. Os resultados das atividades das isoformas de a-
galactosidase mostram que as duas isoformas apresentaram a maior
atividade, no primeiro estadio de desenvolvimento do fruto (30 dpa), com
posterior queda em 60 dpa. As duas isoformas possuem tendéncia de
aumento de atividade ao longo dos estadios do fruto, porém em pH 3,0 pode

ser observada a redugao de atividade apenas em 60 dpa.

Soh et al. (2006) afirmam que a isoforma a-gal 2 é predominante na
fase de amadurecimento do fruto, possuindo alta atividade na hidrélise dos
galactomamanos, modificando  potencialmente a  estrutura do

polissacarideo, possuindo seu papel efetivo no desenvolvimento de frutos.

A atividade da a-galactosidase em papaya também pode contribuir na
quebra das ligagdes cruzadas entre as cadeias de celulose galactomanano
atuando como hidrolase. Essa atividade é encontrada em frutos imaturos e
aumenta com o amadurecimento do fruto, coincidindo com a diminuicao da

firmeza (Soh et al., 2006).

De maneira geral, pode-se concluir que a parede celular das células em
crescimento sofre constantes modificacdes ao longo do processo de
desenvolvimento dos frutos do mamoeiro. Conforme as células sofrem
divisdes em meio ao tecido, uma das principais hemiceluloses, o xiloglucano,
sofre alteracdes importantes sugerindo fortemente que estas
transformacdes estejam relacionadas ao processo de expansdo celular. A
partir desse momento, as células totalmente expandidas, aos 150 dpa,

estardo prontas para entrar na fase do amadurecimento.
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5. Consideracoes finais

Com os resultados apresentados podemos concluir que a parede
celular modifica-se durante as fases do desenvolvimento do fruto,
preparando-se para “codificar” informacdes bioquimicas e fisioldgicas
necessarias para acao das hidrolases, as quais auxiliam no processo de
amaciamento da polpa do fruto. Temos em resumo algumas acdes e

resultados:

»Balanco de acgucares nos diferentes estadios de maturagdo do fruto,
sendo que entre 30 e 90 dpa sao encontrados em maiores
propor¢cdes os acucares redutores e apds essa fase comeca o

acumulo de sacarose, principal agicar de armazenamento do fruto.

»“Turnover” entre a degradacdo e possivel sintese dos polissacarideos
em estudo, culminando na expansao celular e “afrouxamento” da

parede.

» Alteracdes nos xiloglucanos, sendo regides menos ramificadas deste
polimero associadas a maior interacao intermolecular e intracelular
com o proéprio xiloglucano e com a celulose. Houve um aumento de
fucosilacdo tornando o polissacarideo menos interativo com a

celulose.

»Algumas das hidrolases possivelmente relacionadas ao metabolismo
da parede apresentaram atividade compativel com as alteracdes
observadas na composicdo da parede celular dos frutos do

mamoeiro.

»Sinergismo das acdes enzimaticas nos frutos de 120 dpa,
desencadeando uma série de reacdes desfazendo a associacdo

hemicelulose-celulose e posteriormente levando a retirada da



62

celulose, deixando expostos os polimeros de pectinas para que

posteriormente seja finalizado o amaciamento do fruto.

»De forma geral, o fruto parece sofrer um processo de preparacao da
parede celular para atingir a maturidade fisioldgica, ou seja, seu
ponto de colheita, quando se torna atrativo e palatdvel ao seu
dispersor ou consumidor. As modificacdes sofridas pela parede
celular possibilitam a percepcao mais imediata dos acucares, pois
essas modificacdes auxiliam no melhor acesso ao conteudo
intracelular. Com as paredes celulares menos resistentes e ao mesmo
tempo com um teor maior de sacarose, as caracteristicas do fruto
tornam-se compativeis com um fruto doce e macio, que é o

adequado para o consumo.
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