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RESUMO

A banana é uma das frutas mais importantes do mundo uma vez que atributos como cor, sabor
e textura, contribuem para a sua popularidade. O Brasil destaca-se mundialmente situado entre
0s quatro maiores produtores, juntamente com India, China e Filipinas, com aproximadamente
7,0 milhdes de toneladas produzidas, cultivadas em uma area de 517 mil hectares.
Internacionalmente, as cultivares do subgrupo Cavendish s&o as mais difundidas, sendo
consideradas tipo exportacdo e responsaveis por aproximadamente 50% do comercio mundial
da fruta. No Brasil, predomina o cultivo do subgrupo Prata, que ocupa aproximadamente 60%
da area cultivada, em especial devido a sua boa aceitacdo pelo mercado interno em funcédo de
caracteristicas como sabor e aroma. Apos a colheita, os frutos passam por vérias alteracdes
fisioldgicas e bioguimicas decorrentes do processo de maturacdo, entretanto diferentes
condigdes climéticas podem alterar as caracteristicas organolépticas do fruto e influenciar todo
0 processo de maturacdo. Dessa forma, objetivou-se com esse estudo, avaliar frutos de ‘Prata-
And’ desenvolvidos em duas épocas distintas (2013 e 2015) para verificar a influéncia das
condicdes climaticas na qualidade final dos frutos, bem como identificar o perfil proteico dos
estadios 1 4 e 6 de maturacdo e selecionar genes envolvidos no processo de amadurecimento, a
partir da construcdo do primeiro interatoma de Musa spp. De acordo com normas de mercado,
os frutos da época I e Il foram classificados como Prata de primeira e segunda, respectivamente.
As avaliacOes pds-colheita dos frutos de ‘Prata-Ana’ indicaram que 0s frutos desenvolvidos nas
condic@es climéticas da época | apresentaram caracteristicas como comprimento, diametro, cor
e docura dos frutos superiores aos frutos da época Il. A analise protedmica realizada com frutos
da época | dos estadios de maturacdo 1, 4 e 6, permitiu a identificacdo de 221 proteinas, sendo
36 exclusivas do fruto verde (E1), 14 do fruto intermediario (E4), 39 do fruto maduro (E6) e
124 diferencialmente expressas. O perfil proteico dos estadios de maturagdo permitiu a
construcdo da primeira rede de interacGes de Musa spp., com a formacéo de grupos de funcGes
importantes como catabolismo proteico e metabolismo de carboidratos, possibilitando a
identificacdo de proteinas chave envolvidas no processo do amadurecimento, bem como o
reconhecimento dos genes correspondentes, verificados por meio do qRT-PCR. Os resultados
obtidos nessa pesquisa podem levar a busca por a novas abordagens para explorar vias de
controle de desenvolvimento e da maturacdo de frutos de bananeira.

Palavras-chave: Musa spp., qualidade, condi¢fes climéticas, interatoma, genes.



ABSTRACT

Bananas are one of the most important fruits worldwide since the attributes of color, flavor and
texture contribute to its popularity. Brazil is among the four main banana producers, together
with India, China and the Philippines, with approximately 7 million tons produced in a
cultivated area of 517 thousand hectares. In the international market, cultivars of the Cavendish
subgroup are more exported and responsible for approximately 50% of the world fruit market.
In Brazil, bananas from the Prata-type subgroup occupy approximately 60% of the cultivated
area, with great acceptance in the internal market due to its flavor and aroma. After harvested,
fruits undergo many physiological and biochemical alterations due to ripening. However,
different edaphoclimatic conditions may alter organoleptic characteristics of the fruit and
influence the entire ripening process. Therefore, the objective of the present work was to
evaluate Prata-Ana fruits grown in two different growing periods (2013 and 2015) in order to
verify the influence of the edaphoclimatic conditions in the final quality of fruits. Secondly,
genes involved in the ripening process were selected from the first Musa spp. interatome. Post-
harvest evaluations of Prata-Ana fruits indicated that fruits developed under climatic conditions
of period 1, presented superior fruits as to length, diameter, color and sweetness, in comparison
to period I1. According to market rules, fruits from period I and 1l were classified as first and
second Prata, respectively. Proteomic analysis with fruits from period I in stages of maturation
1,4 and 6, identified 221 proteins, whereas 36 were exclusive of the green fruits (E1), 14 of the
intermediary fruits (E4), 39 of the ripened fruits (E6) and 124 differentially expressed. The first
interatome network of Musa spp. was carried out using the protein profile of the ripening stages
with important groups and functions such as protein catabolism and metabolism of
carbohydrates with the identification of key proteins involved in the ripening process as well as
the corresponding genes validated by gRT-PCR. Results may lead to search of new approaches
to explore means of control of banana fruit development and ripening.

Key-words: Musa spp., quality, edaphoclimatic conditions, interatome, genes.
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INTRODUCAO GERAL

A banana é considerada a fruta mais produzida e consumida no mundo, sendo explorada
na maioria dos paises tropicais. No ranking de producéo, o Brasil destaca-se na quarta posicao,
com aproximadamente 7,0 milhdes de toneladas produzidas, cultivadas em uma area de 517 mil
hectares, atras da india, China e Filipinas (FAOSTAT, 2014).

Detém grande importancia econdmica e social; é responsavel por movimentar a
economia de diversos paises produtores, além de servir de alimento basico para varias camadas
sociais. No Brasil € cultivada em praticamente todo o territério, com destaque para as regides
Nordeste e Sudeste, representadas pelos Estados da Bahia, Sdo Paulo e Minas Gerais, maiores
produtores da fruta (SOUZA et al., 2011; IBGE, 2016).

Em relagcdo ao valor bruto de producdo (VBP) nacional para essa cultura, dados do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento informam que a banana rendeu 15,5
bilhGes de reais ao pais no ano de 2016, classificando-a como a quinta cultura mais importante,
atras apenas da soja, cana-de-acutcar, milho e café (MAPA, 2016).

Dada a importancia da banana no cenario nacional, a cultura ainda permeia alguns
entraves, como os relacionados a qualidade da fruta. A banana é considerada um fruto perecivel,
sensivel a danos mecanicos e ao etileno, razdo pela qual sua comercializacdo deve ser rapida e
cuidadosa (VILAS BOAS et al., 2001). Para garantir um fruto de qualidade é necessario um
maior cuidado com o manejo, colheita e a p6s-colheita, pois essas fases sdo mais susceptiveis
a danos mecanicos, que acabam por refletir na aparéncia do produto e depreciacdo da fruta no
mercado interno, o que reduz a oportunidade de exportacdo (LICHTEMBERG et al., 2016).

Apesar do numero de cultivares de bananas existentes, quando se consideram aspectos
como preferéncia dos consumidores brasileiros, as mais difundidas séo as do subgrupo Prata,
em especial a cultivar Prata-And. Sua producdo tem se destacado no cenario nacional por
apresentar porte médio a alto, e frutos de sabor doce a suavemente acido (RATKE et al., 2012;
AMORIM et al., 2016).

A cultivar Prata-And surgiu no Sul catarinense, a partir da muta¢do da banana ‘Branca’.
Conhecida também como ‘Enxerto’, € considerada uma planta vigorosa, dispensando
escoramento. Seu genoma é triploide (AAB), composto pela combinacdo dos parentais
selvagens Musa acuminata (genoma A) e Musa balbisiana (genoma B) (LICHTEMBERG,
2001; CRESTE et al., 2003). Selecionada e avaliada pela Embrapa Mandioca e Fruticultura, foi
recomendada aos agricultores brasileiros no ano de 1985 (ALVES et al., 1985).
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Considerados climatéricos, os frutos da bananeira sdo colhidos ainda verdes e apos a
colheita passam por varias alteracdes fisioldgicas e bioquimicas, tornando-os aptos para o
consumo. Essas mudancas sdo naturais do processo de maturacdo, porém o desenvolvimento
do cacho pode sofrer influéncia do clima, de técnicas e de praticas de cultivo que podem alterar
atributos, tais como a cor da casca, o conteudo de solidos soliveis e o teor de amido,
prejudicando com isso a qualidade final do fruto (SOTO BALLESTERO, 1992; COSTA, 1998;
PRASANA et al., 2007; TAPRE e JAIN, 2012).

As transformacdes inerentes ao processo de maturacdo podem ser analisadas por meio
das avaliagcdes pos-colheita, que permitem identificar a evolucdo dos estadios de maturagéo,
bem como quantificar caracteristicas como: acidez, pH, solidos sollveis, cor da casca, teor de
amido, dentre outras varidveis. O conhecimento das alteracdes nas propriedades fisicas e
quimicas, durante o amadurecimento, possibilita um melhor entendimento sobre a fisiologia da
fruta.

Além da caracterizacdo realizada por meio da avaliagdo pds-colheita, analises
moleculares como a protedmica e a gendmica possibilitam respostas mais aprofundadas,
promovendo maior robustez e confiabilidade aos dados. Essas técnicas no &mbito da maturacao
de frutos permitem identificar proteinas relacionadas as etapas de maturacdo, bem como 0s
genes que as expressam. As informacdes obtidas a partir desses procedimetos moleculares
tornaram-se mais seguras apés a conclusdo do sequenciamento do genoma da bananeira, o que
promoveu novas perspectivas para o melhoramento genético dessa fruteira (D’HONT et al.,
2012).

Dentro dessa premissa, alguns estudos foram realizados envolvendo frutos de bananeira
do subgrupo Cavendish. Toledo et al. (2012) avaliaram a cultivar Nanicdo nos estadios pré-
climatérico e climatérico, o que permitiu a obtencdo de mapas proteicos e a identificacdo de
proteinas com provaveis funcdes durante o amadurecimento, além de uma possivel relacdo com
0s processos bioquimicos relacionados a qualidade da fruta.

Liu et al. (2012) ao investigarem em frutos de bananeira do subgrupo Cavendish o gene
de endoquitinase (MaECHI1), em diferentes estadios de maturacdo, perceberam que os maiores
niveis de expressdo do gene coincidiram com o momento da maturagdo, inferindo a participacdo
do mesmo no processo de amadurecimento.

Assim, os resultados oriundos das ciéncias ‘Omicas’, como por exemplo a protedmica,
permitem o estudo da proteina como parte integrante de uma rede complexa, ndo apenas como
uma entidade isolada, tornado-se possivel a compreensdo do sistema biologico (DE
KEERSMAECKER et al., 2006; SOUZA et al., 2014).
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Dessa forma, ferramentas como a bioinforméatica podem auxiliar na interpretagdo dos
dados moleculares gerados, que aliada biologia de sistemas, permitem a construcao de redes de
interacdo a partir das moléculas identificadas, a exemplo das proteinas, possibilitando a
compreensdo dos processos bioldgicos, como funcéo, localizacéo e regulacao celular.

O programa de melhoramento genético da bananeira da Embrapa Mandioca e
Fruticultura tém enfrentado desafios, porém anos de pesquisa permitiram éxitos de extrema
relevancia para o melhoramento genético da espécie, como o desenvolvimento de cultivares
resistentes as principais pragas e doencas, ao estresse hidrico e outras caracteristicas
agrondmicas, porém, um dos principais entraves é a melhoria da qualidade pos-colheita dos
frutos.

Objetivou-se com esse trabalho verificar a influéncia das condi¢bes climaticas na
qualidade final dos frutos, bem como selecionar genes envolvidos no processo de

amadurecimento, a partir da construgdo do primeiro interatoma de Musa spp.

REVISAO DE LITERATURA

A CULTURA DA BANANEIRA

Cultivada em uma extensa area, desde os tropicos até subtropicos, a bananeira possui 0
Sudeste da Asia e o Oeste do Pacifico como centros de orige, além de uma consideravel
diversidade genética presente na Africa Ocidental, onde ganhou popularidade e importancia
econdémica (CHAMPION, 1963; VALMAYOR, 2001; DE LANGHE et al., 2009).

A bananicultura se destaca como atividade de grande importancia econdmica e social,
sendo cultivada em uma extensa regido tropical em todo mundo, geralmente por pequenos
agricultores. Em regides mais pobres, é considerada como grande fonte de carboidratos, onde
essa dependéncia de milhGes de pessoas carentes a coloca como alimento principal em fonte de
nutrientes. Contém vitamina C e quantidades razoaveis de vitamina A, B1l, B2, pequenas
quantidades de vitaminas D e E, além de grandes percentagens de potassio, fésforo, calcio e
ferro, que ultrapassam a quantidade presentes em frutas como a maca e a laranja (DANTAS et
al., 1999; FASOLIN, 2007).

O Brasil é o quarto produtor mundial de banana, com producdo de aproximadamente
7,0 milhdes de toneladas em 2016, em uma area de 517 mil hectares (IBGE, 2016). Ao contrario
da bananicultura latino-americana de exportacdo, baseada nas cultivares do subgrupo

Cavendish, no Brasil predominam bananas do subgrupo Prata (SILVA et al., 2016), com
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destaque para a 'Prata-And', a mais produzida e consumida no pais, o que evidencia a tradicdo
de seu cultivo e a sua boa aceitacdo comercial (DONATO et al., 2009).

Apesar de ser um dos maiores produtores, o Brasil possui sua producédo voltada para o
consumo interno, pois além de dispor de baixa tecnologia de colheita, a banana possui
caracteristicas que necessitam para uma comercializacdo agil e cuidadosa, como rapida
maturacdo, sensibilidade a danos mecénicos e ao amolecimento excessivo (VILAS BOAS et
al., 2001; PEREIRA et al., 2011).

Sé&o altos os niveis de perdas e desperdicios de alimentos no Brasil, que abrangem tanto
as cadeias produtivas como as de distribuicdo. Os produtos horticolas e fruticolas desde o
instante em que sdo colhidos, até 0 momento do preparo ou consumo sofrem uma série de danos
que comprometem a qualidade final do mesmo (BORDIN, 1998; RIOSECO, 2007).

A banana é uma das frutas no qual essa questéo é relevante. No Brasil, o elevado indice
de perdas em sua comercializacdo faz com que apenas uma parcela, entre 50 a 60% da producéo,
chegue a mesa do consumidor (MASCARENHAS, 1999).

Entre as principais causas de perdas pos-colheita, encontram-se a falta de transporte
adequado, o uso de embalagens improprias, a falta de amadurecimento controlado e a nédo
utilizacdo da cadeia do frio para armazenagem. A falta de cuidados no manejo pés-colheita é
um dos fatores responsaveis pela desvalorizacdo da banana no mercado interno e pela perda de
oportunidade de exportacdo da fruta brasileira (CAMARGO et al., 2002; LICHTEMBERG et
al., 2016).

INFLUENCIA DO CLIMA NAS CARACTERISTICAS DA BANANEIRA

Para o desenvolvimento normal da bananeira, o clima deve ser favoravel, mas nem todas
as areas produtoras apresentam condicGes climaticas ideais (PEREZ et al., 1973). A
temperatura, por exemplo, pode influenciar processos de crescimento e desenvolvimento da
bananeira, que pode alterar o metabolismo, interferindo na atividade das enzimas que dele
participam (LARCHER, 2000; ROBINSON e SAUCO, 2010).

De acordo com a literatura, a atividade vegetativa é paralisada abaixo de 16 °C;
considera-se a temperatura O0tima para o crescimento e a iniciacdo floral a de 22 °C; ja a
temperatura média de 31° C é classificada como a étima para a taxa de emergéncia foliar. Em
relacdo a precipitacdo, aproximadamente 100 mm por més sao necessarios para um crescimento
satisfatorio (TURNER e LAHAV, 1983; ROBINSON e SAUCO, 2010).
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Sobre a umidade relativa do ar, a bananeira apresenta um melhor desenvolvimento com
médias anuais acima de 80%, uma vez que esse valor permite uma maior rapidez na emisséo,
maior longevidade e uniformizacgéo na coloracdo dos frutos (BORGES e SOUZA, 2004).

A elevacdo da temperatura € acompanhada de baixa umidade e precipitacéo, e com esses
estresses ha um decréscimo da fotossintese e consequentemente uma reducdo na emissdo de
folhas, nimero de pencas e tamanho de frutos (DONATO et al., 2016).

Entretanto, com a difusdo desta cultura por praticamente todos os paises do mundo,
processos de adaptacdo acompanharam esta espécie, possibilitando plantios comerciais em
regides onde o clima néo é tdo favoravel (PAULO, 2010).

Apesar da adaptacdo de algumas cultivares a determinadas regifes, alguns genotipos
apresentam melhores condi¢cdes de desenvolvimento do que outros. Assim estudos realizados
em Santa Catarina revelaram que cultivares do subgrupo Prata (AAB) apresentam danos
menores relacionados ao frio nos frutos quando comparados as bananas do grupo Cavendish
(AAA) (ZAFFARI et al., 1995; LICHTEMBERG et al., 2001).

As alteracdes ocasionadas na bananeira decorrentes das variac@es de fatores climaticos
como precipitacdo, temperatura e umidade, também podem afetar a qualidade pds-colheita dos
frutos. De acordo com Chitarra e Chitarra (2005) uma mesma cultivar pode apresentar variagoes
fisicas com reducdo da aparéncia, bem como diferencas de sabor, aroma, textura, espessura da
casca ou potencial de armazenamento; sendo essas variagdes uma possivel resposta fisioldgica
as condicdes ambientais.

Estudos relataram que frutos de ‘Prata-Ana’ desenvolvidos em épocas mais frias,
apresentam maior média de sélidos solUveis quando comparados com frutos produzidos em
épocas mais quentes (VIVIANI e LEAL 2007), o que evidéncia a influéncia do clima nas

caracteristicas dos frutos de banana.

AMADURECIMENTO E AVALIACOES POS-COLHEITA

Os frutos da bananeira sdo classificados como climatéricos e essa peculiaridade permite
a colheita do cacho ainda verde, porém fisiologicamente desenvolvido. Caracteristicas como
contagem dos dias apds emisséo da inflorescéncia, coloracéo da casca, angulosidade das quinas
e o didmetro do fruto auxiliam na determinacdo do ponto de colheita (LICHTEMBERG et al.,
2016).

Durante o processo de maturacdo da banana ocorre o aumento da producao de etileno

pelo fruto, considerado o principal responsavel pela aceleracdo desse processo e pela
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senescéncia (LICHTEMBERG et al., 2016). Os niveis de etileno variam durante a maturacao;
quando o fruto esta verde os niveis sdo baixos e constantes, com o amadurecimento ocorre um
aumento, e na senescéncia uma reducdo. Essas caracteristicas tornam a vida pos-colheita
relativamente curta, apresentando mudancas acentuadas durante o amadurecimento
(BRACKMANN, 2006; PINHEIRO, 2009).

Os frutos da bananeira sdo altamente pereciveis e sensiveis a danos mecéanicos e ao
etileno, 0 que acarreta em uma comercializacdo rapida e cuidadosa para que cheguem ao seu
destino em boas condic¢des (VILAS BOAS et al., 2001; PEREIRA et al., 2011).

As mudancas fisioldgicas que ocorrem, durante o amadurecimento da banana tornam os
frutos saborosos e comestiveis, para isso algumas enzimas participam do processo de maturacao
dos frutos, atuando, por exemplo, na modificacdo da estrutura da parede celular e na degradacéo
do amido em acucares soliveis (CORDENUNSI e LAJOLO, 1995; PERONI-OKITA et al.,
2010).

Dentro desta Gtica, encontram-se a pectinesterase e a poligalacturonase que agem na
degradacédo da pectina na parede celular, aumentando a concentracdo da pectina soltvel, que
por sua vez altera a textura da polpa tornando-a macia durante a maturacao (VERMA et al.,
2015). A isoamilase atua como enzima desramificadora, auxilia na hidrélise do amido,
produzindo uma mistura de oligossacarideos e agucares sollveis, tornando o fruto com textura
e sabor agradavel (BIERHALS et al., 2004; ROSSETTO et al., 2004).

As transformacdes bioquimicas ao longo do desenvolvimento e na fase pds-colheita séo
responsaveis por modificacdes sensoriais e nutricionais (CHITARRA e CHITARRA, 2005).
Com base nessa premissa, alguns parametros quimicos foram adotados para avaliar a qualidade
pos-colheita da polpa de banana, entre eles os mais comuns sdo: pH, acidez titulavel, sélidos
sollveis, relacdo sélidos solUveis/acidez (SS/ATT), acUcares redutores, agucares nao-redutores,
acucares totais, substancias pécticas e teor de amido (CHITARRA e CHITARRA, 2005).

Entre os atributos fisicos de qualidade mais avaliados nos frutos de bananeira destacam-
se: comprimento, didmetro, peso, firmeza, resisténcia ao despencamento e coloragdo; esse
ultimo possui importante papel na percepcao da aparéncia pelo consumidor e pode estar mais
diretamente relacionada a maturidade do fruto (CHITARRA e CHITARRA, 2005;
CASTRICINI, 2015).

Para a classificagé@o dos estadios de amadurecimento em bananas, € utilizada a escala de
Von Loesecke (1950), baseada na coloragdo da casca, onde sdo estabelecidos sete estadios de
maturacdo. Além dessa avaliacdo visual, usa-se a colorimetria, que mede a cor por meio de

caracteristicas como tonalidade, luminosidade e grau de saturagdo, disponibilizando
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informagdes em termos numéricos, facilitando a interpretacdo e comparacéo dos dados (LOPES
etal., 1998; MELCHIADES e BOSCHI, 1999).

Além das mudancas externas, como a cor da casca, ocorrem também modificacdes na
polpa. A adstringéncia, por exemplo, é resultante da acdo de compostos fendlicos, como 0s
taninos que inviabilizam o consumo do fruto verde in natura. Durante o processo de maturacao,
ocorre uma reducdo na adstringéncia, seguida da polimerizacdo dos compostos fendlicos e a
degradacdo do amido, e essas mudancas tornam o fruto doce, macio e menos acido, sinalizando
0 amadurecimento (SILVA et al., 2015).

O aumento dos niveis de etileno no inicio do amadurecimento em frutos climatéricos,
como é o caso da banana, é considerado como o fator iniciador dessas modificagfes. O etileno
controla o amadurecimento, coordenando a ativacdo de varios genes responsaveis pelas
transformacdes nos tecidos (CHITARRA e CHITARRA, 2005).

Além disso, uma vez iniciado o amadurecimento, em frutos climatéricos ndo pode ser
controlado de forma eficiente. Assim, a biologia molecular, no &mbito da proteébmica e
gendmica, podem auxiliar na identificacdo de genes que atuam no controle dos processos de
amadurecimento dos frutos, permitindo uma melhor compreenséo dos fatores associados com
0 amadurecimento (SRIVASTAVA et al., 2008; GUPTA et al., 2008; SRIVASTAVA et al.,
2012).

GENOMICA FUNCIONAL

A primeira planta a ter o genoma completo sequenciado foi a Arabidopsis thaliana (The
Arabidopsis Initiative 2000), passando a ter como meta a determinacdo da funcéo de cada gene.
Outras plantas, a exemplo do arroz (Oryza sativa) e da banana (Musa spp.) (LONG et al., 2008;
D ‘HONT et al, 2012), também possuem o genoma completamente sequenciado. O
sequenciamento do genoma da bananeira foi finalizado em 2012 pelo Global Musa Genomics
Consortium com a participacdo da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa). O
acesso ao genoma completo da bananeira permite a identificacdo de genes responsaveis por
caracteres importantes na cultura, tais como a cor, tamanho, teor de agUcares e enzimas.

Apesar de varias espécies de plantas possuirem o genoma decifrado, a Arabidopsis
thaliana ainda € utilizada como planta modelo, permitindo que outras espécies de plantas
possam ter as sequéncias de genes e proteinas comparadas as da mesma, o que favorece a
identificacdo de sequéncias homologas, levando ao entendimento dos sistemas bioldgicos de
outras espécies (LONG et al., 2008).
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Vale ressaltar que apesar da importancia do sequenciamento, percebeu-se a necessidade
de entender as atribui¢cdes dos genes e proteinas no funcionamento dos organismos, visto que o
genoma possui carater estatico enquanto seus produtos RNAs mensageiros (transcriptoma) e
proteinas (proteoma) possuem a natureza dinamica, determinada por alteracGes em resposta a
estimulos internos e externos (FURLAN et al 2007).

Dessa forma surge a gendmica funcional, também conhecida como p6s gendmica, que
traz técnicas como a transcriptdmica, protedbmica e metabolémica, com o objetivo de isolar e
caracterizar RNA, proteinas e metabdlitos, respectivamente (FURLAN et al.,, 2007;
ESPINDOLA et al., 2010). A associacio desses dados, permite entender a interagdo dinamica
das macromoléculas e como o sistema genético responde as alteracdes e estimulos ambientais,
capazes de se adaptar a situacoes especificas (FURLAN et al., 2007; LONG et al., 2008).

Na area de amadurecimento de frutos, varios estudos envolvendo a genémica funcional
ja foram desenvolvidos, a exemplo de trabalhos com maméao (NOGUEIRA et al., 2012); maca
(ZHENG et al., 2013); damasco (D’AMBROSIO et al., 2013), meldo (GUO et al., 2017); manga
(ANDRADE et al., 2012; SRIVASTAVA et al., 2016) e banana (ELITZUR et al., 2010;
TOLEDO et al, 2012; DU et al., 2016), o que tém propiciado um melhor entendimento a
respeito da bioquimica do processo.

Dentro dessa premissa, para a cultura da bananeira, as pesquisas concentram-se com as
cultivares do subgrupo Cavendish, que sé&o as preferidas pelo mercado internacional, divergindo
do cenério brasileiro que predominam as bananas do subgrupo Prata, com destaque para a
‘Prata-And’ (DONATO et al., 2009; SILVA et al., 2016), razdo pela qual surge a necessidade

de estudos com essa cultivar.

PROTEOMICA

As diversas mudancas bioquimicas e estruturais que ocorrem no amadurecimento dos
frutos, sdo rapidas e resultantes da acdo de diversas enzimas, que sdo coordenadas a partir de
genes e de fitohormonios, como o etileno, considerado o responsavel pelo inicio e continuidade
do amadurecimento (PECH et al., 2008; ELITZUR et al., 2010, TOLEDO et al., 2012).

O desenvolvimento e amadurecimento em frutos climatéricos é um processo complexo
gue sofre influéncia de fatores como luz, hormdnios e temperatura, e sdo regulados pela
expressdo génica, que traz mudancas na cor, textura, sabor e aroma (NATH et al., 2005; BAPAT
et al., 2010; ASIF et al., 2014).
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Do ponto de vista molecular, o fen6tipo pode ser descrito em termos de mMRNA e de
proteinas associadas ao genoma, que por sua vez podem ser influenciadas pelo ambiente,
tornando-se bastante complexa a relacdo entre o gendtipo e fenotipo (MATTICK, 2003). A
atividade das proteinas esta proximamente associada a funcéo do gene, uma vez que € o produto
final da regulacdo da atividade génica.

Dessa forma, a protedmica visa caracterizar o conjunto de proteinas expressas em um
dado momento, tornando-se uma poderosa ferramenta no melhoramento genético.
Diferentemente do que ocorre quando séo utilizados marcadores fenotipicos ou baseados em
DNA, a protedbmica fornece informagdo em nivel molecular da variabilidade genética que é
efetivamente expressa no genoma (WILKINS et al., 1996; PENNINGTON e DUNN, 2001).

Estudos do proteoma complementam os da transcriptdmica, e também fornecem
informacBes mais completas e Gteis sobre as proteinas e 0s seus complexos diretamente
responsaveis pela sinalizacdo e processos metabdlicos. Dado o seu potencial para produzir
informagdes inequivocas para a identidade das proteinas, localizagbes e modificagdes pos-
translacionais, a protebmica tornou-se um componente integrante de todas as “Omicas” de
grande escala (DOYLE, 2011).

Estudos tém sido publicados envolvendo andlises protebmicas durante o
amadurecimento de frutos de bananeira, bem como outros enfoques. Dominguez-Puigjaner et
al. (1992) publicaram um dos primeiros trabalhos explicando o amadurecimento de frutos de
bananeira por meio da protedmica. Os autores analisaram de forma qualitativa a polpa da
banana do subgrupo Cavendish em quatro fases, nomeadas como pré-climatérico, climatérico
inicial, climatérico e pos-climatérico. Foram observadas mudancgas no acimulo de proteinas
com o amadurecimento do fruto, além da presenca constante de algumas proteinas nos quatro
estadios, com alteragdes significativas nas concentracdes de alguns peptideos.

Zhang et al. (2012) buscaram otimizar um método de extracdo de proteinas a partir da
casca de bananas do subgrupo Cavendish, bem como investigar as que estariam relacionadas
ao amadurecimento. A extragdo com fenol foi a mais eficaz, com mais de 300 spots detectados.
A eletroforese em gel bidimensional demonstrou uma boa separacdo das proteinas e a
identificacdo realizada pelo espectrémetro de massas resultou na descoberta das proteinas
envolvidas em processos como a glicolise, o ciclo do &cido tricarboxilico e a sintese de etileno.

Ainda na tematica amadurecimento, Toledo et al. (2012) publicaram um estudo com a
cultivar Nanicéo, pertencente ao subgrupo Cavendish, onde avaliaram a polpa dos frutos no

estadio pré-climatérico e climatérico. Os mapas proteicos obtidos a partir dos dois estadios
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avaliados foram bastante similares. Entretanto, a comparagdo dos mesmos por 2DE-DIGE
revelou diferencas significativas na abundancia de proteinas na polpa de banana.

Além das analises protedmicas da polpa e casca, que permitem um melhor entendimento
dos processos bioquimicos durante 0 amadurecimento, outras estruturas da bananeira, tais como
as folhas e o meristema foram alvos de estudos com foco no estresse hidrico (CARPENTIER
et al., 2007; LU et al, 2013). A protebmica também forneceu subsidios a estudos
fitopatologicos, a exemplo dos trabalhos com Fusarium oxysporum f. sp. cubense, agente causal
da murcha de Fusarium, o qual permitiu a avaliacdo da germinacéo dos conidios em diferentes
tempos, bem como a identificacdo de enzimas chave, confirmadas a partir da técnica de Western
blot (DENG et al., 2015).

Alguns testes como Western blot séo realizados para validar os dados da protedmica
(HAVANAPAN et al., 2016). Essa técnica também conhecida como protein blotting ou
immunoblotting, € um importante método utilizado para imunodetec¢do de proteinas, apos a
separacdo destas por eletroforese em gel e transferéncia para uma membrana adsorvente
(KURIEN e SCOFIELD, 2006). Por ser um método semi-quantitativo, baseado na ligacdo da
proteina de interesse em um anticorpo especifico, essa analise permite detectar, caracterizar e
quantificar multiplas proteinas, principalmente aquelas que estdo em baixas quantidades em
determinada amostra (KURIEN e SCOLFIELD, 2003; RIBEIRO, 2009).

Clendennen et al. (1998) ao estudarem a proteina P31 perceberam sua associa¢do com
o0 desenvolvimento e maturacdo precoce de frutos de bananeira, antes associada apenas com a
patogenicidade. Com intuito de verificar novas relacdes com outras partes da bananeira, foi
realizada analise de Western blot com amostras da casca, meristema, folha e raiz, entretanto
apenas a amostra de polpa foi reconhecida pelo antissoro. Além dessa identificacdo, a técnica

apontou que a P31 diminui sua abundancia relativa durante a maturacao.

BIOLOGIA DE SISTEMAS

Com o sequenciamento dos genomas de diferentes organismos, muitos dados sdo
gerados, 0 que promove o desenvolvimento e aperfeicoamento de técnicas que permitem
avangos nas ciéncias intituladas “O6micas”, como a transcriptdmica, protedmica e metabolomica.
O termo “Omica” refere-se a analise global dos sistemas biologicos. Para a interpretacao desses
resultados, a bioinformatica tornou-se uma ferramenta de fundamental importancia. O dominio

dessa ferramenta cresceu em paralelo a esses avangos que juntamente com a internet
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possibilitam a anélise de dados, bem como o gerenciamento e a integracdo de bancos de dados
(ESPINDOLA et al., 2010).

Como parte da bioinformatica, a biologia de sistemas traz as interacdes entre 0s
componentes de um sistema bioldgico, e como estas fazem emergir funcdo e comportamento
no sistema, surgindo os interatomas (GE et al., 2003).

O estudo do conjunto de interagdes macromoleculares, fisicas e genéticas é denominado
de interatoma, sendo que o alinhamento ou comparacéo global de duas ou mais redes, visando
identificar regiGes similares é uma das etapas chave da analise em larga escala (SHARAN e
IDEKER, 2006). As redes de interacdo proteina-proteina em larga escala sdo avaliadas para
diferentes modelos de organismos. Em se tratando de vegetais, a planta modelo em estudos
genéticos é a Arabidopsis thaliana, a primeira a ter o genoma completamente sequenciado
(ESPINDOLA et al., 2010; THE ARABIDOPSIS GENOME INITIATIVE, 2000).

Na construgdo das redes interatOmicas, sdo utilizados softwares como: String,
Cytoscape, Osprey, HIMAP, dentre outros. A escolha depende do organismo estudado, como
também do banco de dados no qual esta depositada a sequéncia estudada, por exemplo, NCBI
ou Swiss-Prot. O objetivo final do interatoma é unir as informac6es seja do genoma, proteoma
e/ou metaboloma, gerando informacdes que auxiliem no entendimento de funcgdes e acbes do
que se busca (ESPINDOLA et al., 2010).

Sé&o restritas as pesquisas com a cultura da bananeira que agreguem dados da protedmica
a biologia de sistemas. A maioria dos trabalhos sdo finalizados com a identificacdo das
proteinas e dos seus processos bioldgicos (TOLEDO et al., 2012; ZHANG et al., 2012).

Em um trabalho com proteinas de membrana extraidas das folhas da bananeira Cachago,
foi utilizado o software Cytoscape para aumentar a confianca na identificacdo de um peptideo
a sua proteina. Um programa de visualizacdo como Cytoscape pode facilitar a detec¢do de
peptideos e a visualizacdo da confianca na identificacdo de proteinas. Nesse programa, 0S
peptideos sdo atribuidos a proteinas especificas ligadas por meio de conectores
(VERTOMMEN et al., 2011). Entretanto, ainda ndo ha trabalhos publicados com a cultura da
bananeira que facam uso de redes para explicar as interacdes entre as proteinas envolvidas em
processos bioldgicos, a exemplo do amadurecimento.

A bioinformaética torna-se cada vez mais importante em termos de integracdo da
informacdo, buscando impulsionar a aquisi¢do de conhecimento sobre os sistemas biologicos
para a geracdo de novas saidas para problemas. Tornou-se quase impossivel avangar em
biotecnologia sem a integragéo da tecnologia da informacdo com a tecnologia experimental
(PIRES et al., 2008).
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CAPITULO 1

Perfil pés-colheita de banana da ‘Prata-And’em duas épocas de colheita !

Trabalho formatado de acordo com as normas da Revista Journal of the Science of Food and
Agriculture.
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RESUMO

O Brasil é o quarto produtor mundial de banana, com aproximadamente 7,0 milhdes de
toneladas produzidas no ano de 2016. A bananicultura esta presente em todas as regides
geogréficas brasileiras, o que confere elevada importancia econémica e social. Durante o
processo de maturacdo ocorrem varias mudancas fisioldgicas e bioquimicas que tornam os
frutos saborosos e comestiveis. Fatores externos tais como: clima, técnicas e préaticas de cultivo
podem comprometer o amadurecimento, alterando a qualidade dos frutos. Objetivou-se com
esse trabalho avaliar as caracteriticas pos-colheita da banana ‘Prata-Ana’ produzida em duas
épocas distintas e sua influéncia na qualidade p6s-colheita. Os frutos desenvolvidos na época |
(maior precipitacdo e menor temperatura) e Il (menor precipitacdo e maior temperatura) foram
avaliados para os seguintes parametros: cor, comprimento e didametro do fruto, diametro da
polpa, espessura da casca, peso da polpa, rendimento polpa casca, firmeza e rendimento da
polpa, acidez total, solidos soluveis, relacdo acidez e solidos solUveis (ratio), pH, teor de amido
e acUcares redutores. Os frutos de ‘Prata-And’ desenvolvidos em épocas diferentes ndo
indicaram diferenca em relacdo a vida atil pos-colheita, porém as bananas da época |
apresentaram maiores valores para os parametros comprimento e didmetro do fruto em relagéo
aos frutos da época Il, classificando as bananas como Prata de primeira e Prata de segunda,
respectivamente. O aumento da precipitacdo e a reducao da temperatura favoreceram coloracéo
mais atrativa e maior dogura para os frutos da época I. Assim, foi possivel observar que bananas
da cultivar Prata-And desenvolvidas na mesma area e condi¢fes de manejo cultural, podem
apresentar variacfes das caracteristicas pos-colheita como consequéncia das alteracdes
climaticas.

Palavras-chave: Musa spp., estadios de amadurecimento, vida Util pés-colheita, caracterizacdo
dos frutos, qualidade.
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ABSTRACT

Brazil is the fourth worldwide banana producer with approximately 7 million tons produced in
2016. Banana growing is present in all regions of Brazil with great economic and social
relevance. During the ripening process many physiological and biochemical changes occur
which make fruits flavorful and edible. External factors such as climate, cultivation techniques
and cultural practices, may compromise ripening altering fruit quality. The objective of the
present work was to evaluate the post-harvest characteristics of Prata-Ana bananas produced in
two different periods and its influence in post-harvest quality. Fruits grown in period | (greater
precipitation and lower temperatures) and period Il (lower precipitation and higher
temperatures), were evaluated as to the following parameters: color, length, diameter of fruits,
pulp diameter, peel thickness, pulp weight, pulp-peel yield, firmness and pulp yield, total
acidity, soluble solids, pH ratio, starch and reducing sugars. The Prata-Ana fruits developed in
different periods did not show any difference as to post-harvest shelf-life, however, bananas
from period | presented higher values for the fruit length and diameter parameters in
comparison to fruits from period Il, classifying the bananas as first and second Prata,
respectively. Increase in precipitation and lower temperatures favored a more attractive
coloration and greater sweetness for fruits from period I. Therefore, bananas from the Prata-
Ana cultivar grown in the same area and cultural management conditions may present variations
of the post-harvest characteristics such as a consequence of edaphoclimatic alterations.

Key-words: Musa spp., ripening stages, post-harvest shelf-life, fruit characterization, quality.
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1.1 INTRODUCAO

A banana é uma espécie amplamente cultivada em todo o mundo, possuindo importancia
tanto no que se refere & produgdo quanto a comercializagdo, sendo considerada um alimento
rico em vitamina A, em fibras e potéssio. Além de ser um valioso produto para exportacéo é
fonte de geracdo de emprego para muitas familias de pequenos produtores em Vvarios paises
produtores da fruta (FIOVARANCO, 2003; FASOLIN et al., 2007).

O Brasil é o quarto produtor mundial da fruta, com aproximadamente 7 milhGes de
toneladas em uma &rea cultivada de 517 mil hectares. Entre as regiGes brasileiras, o Sudeste e
o Nordeste destacam-se com as maiores producdes, em especial os Estados da Bahia, Sdo Paulo
e Minas Gerais que juntos respondem por 43% da producéo nacional (FAOSTAT, 2014; IBGE,
2016). Em 2016, o valor bruto de producdo de banana brasileiro foi de 15,5 bilhdes de Reais,
colocando a fruta em 8° lugar no ranking dos principais produtos agropecuarios (MAPA, 2016).

Entre as cultivares mais apreciadas pelos brasileiros, destacam-se as do subgrupo Prata,
com destaque para a ‘Prata-And’, que ocupa aproximadamente 60% da area cultivada, em
especial devido a sua boa aceitacdo em funcdo de caracteristicas como sabor e aroma
(AMORIM et al., 2009; SILVA et al., 2016). Por outro lado, no cenario mundial a preferéncia
do consumidor recai sobre as cultivares do subgrupo Cavendish, que respondem por
aproximadamente 50% do comércio mundial da fruta (LOEILLET et al., 2011).

Apesar da banana ser classificada como uma das frutas mais consumidas existem fatores
limitantes a expansao da bananicultura brasileira, como por exemplo o ataque de doencas, entre
as quais a Sigatoka-amarela (Mycosphaerella musicola, Leach), a Sigatoka-negra
(Mycosphaerella fijiensis, Morelet) e a murcha de Fusarium (Fusarium oxysporum f. sp.
cubense). Além dos problemas citados, a cadeia produtiva de banana também sofre
intensamente com perdas pos-colheita, que em alguns casos podem chegar a 40% do total
produzido (MAIA et al., 2008; SARTORI e MENEGALLI, 2016; SILVA et al., 2016).

Por ser uma fruta climatérica, € possivel realizar a colheita do cacho na maturidade
fisiolbégica, mesmo sem ter atingido o amadurecimento. Esse fato deve-se, em parte, ao
hormdnio etileno, produzido pelo fruto e responsavel por desencadear uma série de alteracdes
fisioldgicas necessarias a0 amadurecimento, entre 0s quais mudancas na cor da casca,
amaciamento da polpa e aumento no teor de acucares (BLEINROTH et al., 1992; XIAO et al.,
2013).

Diversos fatores externos no periodo da pré-colheita podem influenciar as mudancas

que ocorrem durante o amadurecimento dos frutos, em especial aqueles associados com as
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condic@es climaticas (temperatura, luminosidade, umidade e disponibilidade de &gua) (SOTO
BALLESTERO, 1992; COSTA, 1998). A avaliacdo po6s-colheita de frutos desenvolvidos em
épocas do ano distintas, permite compreender a interferéncia das condic¢Ges climaticas na
evolucdo dos estadios de maturacdo e na qualidade final dos frutos.

Alguns estudos relatam que as condi¢fes climéticas podem influenciar na reducéo do
ciclo de producéo em bananeira. Temperaturas abaixo de 14°C e acima de 34°C podem retardar
ou antecipar a colheita dos cachos, respectivamente (SOTO BALESTERO, 2000; ROBINSON
e SAUCO, 2010; DONATO et al., 2016).

Em um trabalho desenvolvido por Viviani e Leal (2007) foi possivel observar que frutos
de banana da cultivar Prata-And, quando produzidos em épocas contrastantes, apresentaram
alteracdes em parametros relacionados a qualidade, entre os quais a acidez titulavel e os sélidos
sollveis, que foram maiores em frutos colhidos em época com maior precipitacdo e menor
temperatura, quando em comparacdo com frutos colhidos em épocas quentes e secas.

Frutos do subgrupo Cavendish colhidos na época quente apresentaram cores mais
intensas e menores valores de luminosidade quando comparadas aos frutos colhidos em época
fria (BUGAUD et al., 2007).

Na Martinica, frutos de Grande Naine desenvolvidos em dois anos distintos mostraram
maior teor de &cido citrico e malico em frutos colhidos no periodo seco e frio quando
comparados aos frutos de época chuvosa e quente (BUGAUD et al., 2009).

Além dos frutos de bananeira, outras fruteiras também apresentaram alteracdes
decorrentes das condicdes climaticas. Veras et al. (2000) trabalhando com maracuja doce,
observaram diferenca significativa na relacdo SS/ATT (ratio) entre épocas, com reducdo desse
parametro em temperaturas mais amenas. Em macieira, além de alteracdes na qualidade do
fruto, foram observadas modificacBes na fenologia e no florescimento (DIAMANTIDIS et al.,
2002; CHMIELEWSKI et al., 2004).

Apesar de serem poucas as publicacdes na area de pdés-colheita que enfatizem a
influéncia do clima no processo de amadurecimento de frutos de bananeira, percebe-se que
outras culturas também evidenciam as alteracdes do clima ao longo do crescimento, do
desenvolvimento e da qualidade dos frutos.

Assim, objetivou-se com esse trabalho identificar alteracbes nas caracteristicas pos-
colheita de frutos de banana da cultivar Prata-Ana produzidos em duas épocas contrastantes

quanto a temperatura média e precipitacao.
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1.2 MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi realizado com frutos da cultivar ‘Prata-Ana’ colhidos na area
experimental da Embrapa Mandioca e Fruticultura, situada no Recéncavo da Bahia, na cidade
de Cruz das Almas (12°40'19"S e 39°06'22"W, 220 m acima do nivel do mar). O clima da regido
é classificado como tropical umido (K6ppen-Geiger), com temperatura anual méedia de 23°C,
umidade relativa em torno de 80% e precipitacdo anual de 1.136 mm (CLIMATE-DATE.ORG,
2017).

1.2.1 Colheita dos frutos

Os frutos foram colhidos do mesmo plantio em outubro de 2013 e em maio de 2015,
correspondendo ao segundo e terceiro ciclos de producédo e o plantio foi manejado de acordo
com as recomendacdes da cultura (ALVES et al., 2004). Foram colhidos a quantidade de cinco
cachos aos 130 dias apds a floracao, quando os frutos estavam fisiologicamente desenvolvidos,
com a coloracao da casca verde clara e diametro em torno de 34 mm para o fruto central da
segunda penca (MAHAJAN et al., 2010; LICHTEMBERG et al., 2016). Os dados climaticos
referentes aos meses de desenvolvimento dos frutos dos anos de 2013 e 2015, tais como
temperatura, umidade relativa e precipitagdo foram obtidos a partir da estacdo

agroclimatologica convencional instalada na Embrapa Mandioca e Fruticultura.

1.2.2 DescricBes das analises

Apos a colheita, os cachos foram encaminhados ao Laboratério de Pos-colheita da
Embrapa Mandioca e Fruticultura para a realizacdo do despencamento, onde foram descartadas
a primeira e Gltima pencas, visando uniformizar as amostras. Na sequéncia, os frutos foram
individualizados e aqueles que estavam isentos de danos mecanicos e bem desenvolvidos foram
selecionados e higienizados utilizando-se detergente e agua corrente, € em seguida foram
identificados, acomodados em bandejas plasticas e armazenados em temperatura média de
armazenamento de 24+0,9 °C.

Para os frutos das duas épocas de colheita foram realizadas avalia¢bes quanto a vida util
pos-colheita e mensuradas diferentes caracteristicas fisicas e quimicas em sete estadios de

maturacao.
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1.2.3 Vida util pos-colheita

Para a avaliacdo da vida util pds-colheita (dias entre a colheita e o estddio 7 de
maturacdo), 50 frutos provenientes da segunda penca foram selecionados e separados em
bandejas plasticas. Os mesmos frutos foram avaliados diariamente quanto aos estadios de
maturacao, determinado-se notas de acordo com a variacao da coloracéo da casca, utilizando-
se a escala de maturacdo de Von Loesecke, que variade 1 a 7, sendo 1 - totalmente verde; 2 -
verde com tragos amarelos; 3 - mais verde do que amarelo; 4 - mais amarelo do que verde; 5 -
amarelo com ponta verde; 6 - amarelo; 7 - amarelo com areas marrons (VON LOESECKE,
1950). A analise foi encerrada quando 50% dos frutos atingiram o estadio 7, momento que foi
considerado como limite da vida Util p6s-colheita de acordo com parametros estabelecidos pela
Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de Sdo Paulo para a comercializacéo de banana
(CEAGESP, 2006).

1.2.4 Colorimetria

Para a anélise da cor da casca foram realizadas leituras colorimétricas diarias em dois
pontos opostos na parte central, dos mesmos 50 frutos usados para determinacdo da vida util.
Foi utilizado o colorimetro Konica Minolta, modelo CR-400, registrando-se os valores L*, C*
e Angulo de cor Hue. O pardmetro L* indica o grau de luminosidade, variando entre zero (preto)
e 100 (branco); C*, representa a cromaticidade e expressa a intensidade da cor, variando de
zero (cores neutras) a 60 (cores vividas); ja o angulo de cor Hue, assume valor zero para cor
vermelha, 90° para amarelo, 180° para verde e 270° para azul (MENDONCA et al., 2003).

1.2.5 Analises fisicas e quimicas

Para as analises fisicas e quimicas foram separados 100 frutos das duas épocas de
colheita, para cada época foram selecionados doze frutos de cada estadio de maturacdo para
compor seis repeticdes de dois frutos.

A caracterizacdo fisica foi realizada a partir de avaliacbes como: comprimento do fruto
(CFR - mm); diametro do fruto e da polpa (DPO - mm); espessura da casca (EC - mm); peso
da polpa (PPO - g); rendimento de polpa (RP - %); relacdo polpa/casca (RPC) e firmeza da
polpa (FP - N). Ja as analises quimicas, foram avaliadas a partir de uma amostra composta com
as polpas dos dois frutos correspondentes as repeticdes de cada estadio, as quais foram
trituradas com agua destilada na proporgdo de 1:1 (polpa: amostra), sendo realizadas as

seguintes avaliacdes: solidos soluveis (SS), com auxilio de refratdmetro digital Atago, modelo
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PR-32a, expressos em °Brix (AOAC, 1997); acidez titulavel (AT), com resultados expressos
em % de &cido malico (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985); relacdo SS/AT, e pH, obtido por
meio de leitura direta em pHmetro digital de bancada, Hanna, modelo pH21.

Com a finalidade de quantificar o teor de amido dos frutos desenvolvidos nas épocas |
e Il, foram realizadas analises com trés repeticdes de 4 g da parte central da polpa de cada
estadio de maturagdo. Para a extragdo, as amostras foram trituradas e centrifugadas com agua
destilada gelada para a remocdo dos agucares soluveis. Apés a lavagem, as mesmas foram
transferidas para Erlenmeyer contendo agua e acido cloridrico, onde permaneceram sob fervura
por uma hora. Depois de resfriarem as amostras foram neutralizadas com carbonato de célcio,
avolumadas para bal&o de 500 mL e filtradas. Para a quantificacdo utilizou-se triplicatas de trés
tubos de ensaio com 1 mL do filtrado somados a 1 mL do reativo de Somogyi, aquecidos em
banho-maria a 100 °C por 10 minutos. Apos resfriados e agitados, acrescentou-se 1 mL do
reativo de Nelson e 7 mL de agua destilada. Posteriormente, as amostrgesas foram agitadas e
lidas a um comprimento de onda de 520 nm e o resultado final das leituras foi expresso em g
de amido por 100 g de amostra (OLIVEIRA, 2010).

Além da quantificacdo do amido para os sete estadios de maturacao dos frutos de ambas
as épocas de colheita, foram relizadas anélises de agUcares redutores; a extracdo foi obtida por
meio da maceracdo individual de 1g da amostra de polpa em 50 mL de agua destilada, seguido
de filtragem. Esse procedimento foi realizado em trés amostras de 1 g para cada estadio,
compondo assim as repetices. O sistema de analise compreendeu 1 mL do filtrado somando-
se a1 mL da solucdo de &cido 3-5 dinitrosalicilico (DNS), em um tubo de ensaio, que foi levado
para banho-maria a 100 °C por 5 min. Apo6s o resfriamento em banho de gelo e completado o
volume para 10 mL, seguiu-se com a leitura a 540nm (VASCONCELOS et al., 2013).

1.2.6 Analise estatistica

Os experimentos foram realizados em delineamento inteiramente casualizado, com seis
repeticBes, de dois frutos por estadio de maturacdo para cada época.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia considerando o fatorial entre as épocas
e os estadios de maturacdo (épocas x estadios). O teste de Tukey foi estabelecido para comparar
as médias entre as duas épocas e 0 de Scott e Knott para agrupar as médias entre os estadios de
maturacdo, considerando 5% de probabilidade. Todas as analises foram realizadas pelo
programa Statistical Analysis System (SAS) (Sas Institute Inc., 2010).
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1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Embora o sistema de cultivo tenha sido 0 mesmo para os dois experimentos, observou-
se diferencas entre as condig¢Bes climéticas das épocas | (2013) e Il (2015). A primeira época
foi marcada por maiores médias de precipitacdo e umidade e baixa temperatura média, em

comparagdo com o periodo Il (Figura 1).

A 95,0 r 2000 _
S 900 1500 £
@ 85,0 g
2. 100,0 .
£ 800 S
£ 50,0 =
5 75,0 %
70,0 - 00 8
a

Epoca | (outubro 2013) Epoca Il (maio 2015)

mmmm Umidade Relativa (%) =@ Precipitacdo (mm)

35,0
_.300
(@]
& 250
g
5 200
S 150
o
£ 10,0
D
5,0
0,0

Epoca | (outubro 2013) Epoca Il (maio 2015)

BmT.Max mT.Méd mT.Min

Figura 1. Médias de umidade relativa, precipitagbes (A) e temperaturas (B) durante os meses de
desenvolvimento dos frutos de ‘Prata-Ana’ nos épocas I (2013) e II (2015) em Cruz das Almas — BA. Fonte:
Departamento de meteorologia da Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas, 2017.

1.3.1 Vida util pds-colheita

O amadurecimento dos frutos da cultivar Prata-Ana desenvolvidos em épocas distintas
ocorreu de forma semelhante, ambos com duracdo média de 11 dias, observando-se maiores
mudancas nos ultimos dias de avaliacdo (Figura 2). A opcao por padronizar a colheita dos frutos
aos 130 dias apos a floracdo esté alinhada com resultados de trabalhos realizados nas mesmas
condigOes de cultivo. Roque et al. (2014), ao avaliarem o desempenho agrondmico da ‘Prata-
Ana’ em Cruz das Almas — BA, durante dois ciclos de producdo e nas mesmas condigdes de
cultivo, encontraram da floracdo a colheita uma média de 133 dias. De acordo com Donato et

al. (2016), o periodo entre a floragdo a colheita, em Prata-And, pode variar de 120 a 160 dias.
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Na Figura 2 observa-se que os frutos da época | (outubro 2013) permaneceram mais dias
no estadio 2, indicando maior vida ‘verde’ em relacéo aos frutos da época Il (maio 2015). Ja as
primeiras mudancas visiveis da cor verde para amarela, referentes ao estadio 3 de maturacao,
ocorreram entre os dias sete e oito para os frutos da época | e para os frutos da época Il as
mudancas ocorreram nos dias seis, sete e oito. Contudo, os frutos da época Il atingiram os
estadios 5, 6 e 7, em menor tempo quando comparados aos frutos da época I, apontando a

influéncia das condicdes climaticas na velocidade do amadurecimento.
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Figura 2. Moda da distribui¢do dos estadios de maturagéo das épocas | e 1l em funcéo dos dias de vida
atil pés-colheita. Cruz das Almas, 2017.

A indicac@o de maior ‘vida verde’ para os frutos da época I permite inferir que bananas
desenvolvidas em temperatura média de 22 °C e precipitacdo média de 115,7 mm (Epoca I)
possuem maior potencial de conservacdo e menor incidéncia de perdas pds-colheita quando
comparados aos frutos desenvolvidos em temperatura e precipitacdo média de 25 °C e 67,06
mm (Epoca Il), respectivamente.

Em relacdo a durabilidade dos frutos, Matsuura et al. (2004) ao desenvolver um estudo
na cidade de Cruz das Almas - BA, com pessoas que apreciam banana, identificaram que a
maioria dos consumidores ficaram satisfeitos com uma vida Util pds-colheita de até 11 dias.
Dessa forma, no que se refere a esse parametro, os frutos das duas épocas atendem a demanda

de uma parte da populagéo.
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1.3.2 Caracterizacdo da cor da casca dos frutos

A analise dos componentes de cor L*, C* e h mostrou diferencas significativas entre os
frutos das duas épocas, permitindo inferir que alteracdes em parametros climaticos podem ter
influéncia na coloracao final dos frutos de banana (Tabela 2).

Tabela 2. Resumo da analise de variancia referente aos parametros Luminosidade (L*), Cromaticidade (C*)
e Angulo de cor Hue (°h), avaliados durante o amadurecimento dos frutos de Prata-Ana desenvolvidos em

épocas distintas (Epoca | — ano 2013 e Epoca Il — ano 2015). Embrapa Mandioca e Fruticultura. Cruz das
Almas, 2017.

FV GL QM
L* c* Hue
Epoca (Ep) 1 6010,38** 704,04%* 4305,14**
Estadio (Es) 6 4781,00%* 3342,47** 23801,65**
Ep * Es 6 1146,14%* 655,41%* 185,33%*
Erro 1186 10,35 8,17 9,24
CV(%) 5,44 6,51 2,86
Média Geral 59,20 43,93 106,35

" ndo significativo, ** e * significativo a 1 e 5%, respectivamente pelo teste de F

Os valores e variacOes de L* foram estatisticamente maiores nos trés primeiros estadios
de maturacdo dos frutos da época Il (ano 2015), observando-se cores mais claras (Tabela 3).

Resultados semelhantes foram encontrados em frutos da cultivar Nanicdo (subgrupo
Cavendish) que durante a época quente e fria apresentaram valores de L* de 54,23 e 50,2
(respectivamente), permitindo-se concluir que uma mesma cultivar pode ter sua coloracdo
alterada a depender do clima em que foi produzida (SAKAI, 2015). A producdo de frutos com
casca mais clara pode estar associada a épocas do ano com maior incidéncia de luz, que durante
o desnvolvimento reflete na inibicdo da sintese de pigmentos e degradacdo dos preexistentes,
ocasionando menor acumulo de clorofila (CHITARRA e CHITARRA, 2005; SANTOS et al.,
2006).
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Tabela 3. Médias para os pardmetros Luminosidade (L*), Cromaticidade (C*) e Angulo de cor Hue (°h),
avaliados durante o amadurecimento dos frutos de ‘Prata-Ana’ desenvolvidos nas épocas I (2013) e II (2015).
Embrapa Mandioca e Fruticultura. Cruz das Almas, 2017.

L* C* Hue
Estadios Epoca | Epoca Il Epoca | Epoca Il Epoca | Epoca Il
1 50,91 eB 60,49 dA 40,49dB 42,68 bA 116,56 gA 115,66 gB
2 52,61 dB 59,39 dA 40,84 dA 40,75 cA 115,37 fA 109,450 B
3 56,40 cB 59,78 dA 43,83 cA 41,33 cB 110,06 eA 102,09 eB
4 66,37 bA 62,32 cB 51,53bA 43,54 bB 96,14 dA 94,34 dB
5 69,26 aA 65,17 bB 54,03 aA 47,48 aB 91,01 cA 90,65 cA
6 68,76 aA 67,10 aB 54,72aA 48,63aB 88,64 bA 87,36 bA
7 68,21 aA 66,34 aB 54,69 aA 47,69 aB 87,22 aA 84,96 aB
CV (%) 12,70 6,80 13,21 8,67 11,49 11,40
Média geral 61,79 62,94 48,59 44,59 100,71 97,79

Médias seguidas de letras iguais, mindsculas na coluna e maiusculas na linha, ndo diferem entre si pelo teste
de Scott & Knott e Tukey, respectivamente, a 5% de probabilidade.

Apesar dos frutos da época | terem apresentado menor luminosidade para os estadios
iniciais (1, 2 e 3), apresentaram 0s maiores valores quando a cor amarela se tornou mais presente
(estadios 4, 5 e 6), sugerindo que os frutos desenvolvidos nessa época podem manifestar a cor
amarela mais clara a medida que amadurecem.

Para a cromaticidade (C*), os frutos desenvolvidos em ambas as épocas apresentaram
diferenca estatistica para quase todos os estadios de maturacéo, a excecao do estadio 2 (Tabela
3). Essa variavel representa a intensidade da cor e esta associada com o aumento da saturacédo
em termos de pigmentos, quanto maior for esse valor mais vivida serd a cor do fruto
(MENDONCGCA et al., 2003). Dessa forma, parametros como luminosidade e cromaticidade
foram mais favoraveis aos frutos maduros da época I, mostrando-se mais atrativos para a
comercializacao.

A cor amarela, que caracteriza 0 amadurecimento do fruto, aparece a partir da
degradacéo da clorofila e revelagéo dos carotenoides (MENDONCA et al., 2003).

De acordo com Krokida et al. (1998), as alteracdes das cores dos frutos de bananeira
podem ser consequéncia de reacOes, tais como a condensacdo de componentes aminos, a
polimerizacédo de fenois, a destrui¢do de pigmentos, entre outros.

Outra variavel importante para quantificar a coloracdo dos frutos é o Angulo de cor
(hue), que detecta variacOes entre a cor verde e amarela. A analise estatistica para essa variavel
indicou que os estadios 5 e 6 ndo diferiram entre as épocas avaliadas, apresentando cores

semelhantes. Nos demais estadios os frutos da época | (outubro 2013) apresentaram valores
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para 0 Angulo de cor (hue) maiores, quando comparado aos frutos da época Il (maio 2015)
(Tabela 3), indicando frutos com a cor da casca mais esverdeada.

Esses resultados se assemelham com os de Sakai (2010), onde os frutos da cultivar
Nanicéo, desenvolvidos em épocas de menor temperatura, apresentaram o angulo de cor maior
do que os frutos de época com maior temperatura.

As variagdes de luminosidade e temperatura durante o desenvolvimento do cacho da
bananeira podem afetar a maturacgéo e a sintese de pigmento do fruto, tendo como resultado
uma mudanca na coloracdo da casca, caracteristica utilizada como guia de amadurecimento
(CHITARRA e CHITARRA, 2005).

1.3.3 Analises fisicas e quimicas

De acordo com o teste F da anélise de variancia, houve efeito significativo para a fonte
de variagio ‘Epocas’ para quase todas as variaveis avaliadas, exceto para rendimento de polpa
(RP), firmeza de polpa (FPO) e acucares redutores (AR); permitindo-se inferir que as diferencas
climéticas entre os meses de desenvolvimento dos frutos das épocas | e Il foram determinantes
para as modifica¢Oes nas caracteristicas fisicas e quimicas dos frutos da cultivar Prata-Ana.

O efeito da fonte de variagdo ‘Estadios’ foi significativo para todas as caracteristicas
mensuradas; fato também observado para a interagdo entre ‘Epocas vs. Estadios’, onde apenas
as caracteristicas diametro da polpa (DPO) e peso da polpa (PPO) ndo apresentaram variacao
significativa (Tabela 4).

Fatores climaticos tais como temperatura, umidade relativa, luminosidade, precipitacéo
e vento, exercem influéncia em algumas caracteristicas da bananeira, em especial a altura, a
quantidade de frutos no cacho e parametros fisicos e quimicos (MANICA, 1997). Outras
culturas, a exemplo da maca, também apresentam alteracGes fenoldgicas, atributos como
firmeza da polpa e sélidos soltveis foram modificados em decorréncia de mudancas de
temperatura e precipitacdo (SUGIURA et al., 2013).

Para os frutos da primeira época foi possivel observar comprimento e diametro
superiores em relacdo aos da segunda epoca (Tabela 5). Para a bananeira a precipitacdo mensal
de aproximadamente 100 mm e temperatura de 22 °C sdo consideradas ideais para o
desenvolvimento da mesma e para iniciacdo floral, refletindo na qualidade final dos frutos
(TURNER e LAHAV, 1993; ROBINSON e SAUCO, 2010).
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Tabela 4. Resumo da analise de variancia com o teste F, coeficiente de variacdo e média geral para as
caracteristicas pds-colheita dos frutos de ‘Prata-And’, desenvolvidos nas épocas I e II avaliadas durante o
processo de maturagdo. Embrapa Mandioca e Fruticultura. Cruz das Almas, 2017.

FV GL QM
CFR DFR DPO EC PPO RP RPC
(cm) (mm) (mm) (mm)
Epocas (Epc) 1 2085,00™ 438,03 277.47" 456"  5230,59™ 3597™ 043
Estadio (Es) 6 347,50 16,08 = 4,49 6,76™ 156,65 352,30 2,57
Epc * Es 6 413477 748" 2,35" 1,04™ 45627 47,79% 047"
Erro 70 52,313 1,49 1,23 0,32 32,92 13,43 0,09
CV (%) 4,95 3,75 4,21 18,03 10,27 6,07 19,21
Média Geral 146,23 32,67 26,36 3,15 55,85 60,35 1,61
FV GL QM
FPO AT SS RATIO pH AR  AMIDO
(N) (°Brix)
Epocas (Ep) 1 0,98 0,117 342,43™ 2659,05  0,10" 0,04™ 212,16
Estadio (Es) 6 1657,29™  0,54™  1250,26™ 1848,89"° 3,82 41592 446,83
Ep * Es 6 165,28  0,04™  44,16™  14549" 0,21 10,70  16,11"
Erro 70 1,64 0,00 1,21 2,64 0,00 0,85 4,62
CV (%) 8,24 7,41 6,90 5,68 2,01 8,61 16,46
Média Geral 15,56 0,501 15,98 28,65 4,66 10,75 13,06

"s ndo significativo, ** e * significativo a 1 e 5%, respectivamente pelo teste de F. Comprimento do fruto
(CFR), didmetro do fruto (DFR), didmetro da polpa (DPO), espessura da casca (EC), peso da polpa (PPO),
rendimento da polpa (RP), rendimento polpa casca (RPC), firmeza da polpa (FPO), acidez titulavel (AT),
solidos soltveis (SS), relacdo acidez e solidos soluveis (Ratio), pH, aglcares redutores (AR), amido.

Para a banana, pardmetros como comprimento e didmetro sdo extremamente
importantes para a classificacdo dos frutos. No Brasil, as bananas do subgrupo Prata que
possuem comprimento e didmetro maiores que 16 cm e 32 mm, respectivamente, correspondem
no mercado atacadista como Prata de primeira, j& os frutos com valores inferiores a esses, como
Prata de segunda. Esse aspecto reflete no preco recebido pelo produtor, maior para frutos
considerados de primeira ou premium (CEAGESP, 2016).

Diante dessas informaces, observa-se que os frutos da época | apresentaram a média
de comprimento e didmetro dos frutos correspondentes a classificagdo Prata de primeira (Tabela
5). Ja os valores desses parametros para os frutos da época Il classificaram os frutos como Prata
de segunda, sugerindo que as condicdes climaticas da época | favoreceram o melhor

desenvolvimento dos frutos.
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Tabela 5. Média para 11 caracteristicas pos-colheita avaliadas em frutos de ‘Prata-And’ desenvolvidos em épocas distintas, nomeadas
como Epoca | (outubro 2013) e (Epoca Il maio 2015). Embrapa Mandioca e Fruticultura. Cruz das Almas, 2017.

CFR DFR DPO EC
ESTADIOS Epoca | Epoca Il Epoca | Epoca Il Epoca | Epoca Il Epoca | Epoca Il
1 148,85 cA 133,08 aB 37,42 aA 30,89 cB 28,01 bA 23,65 bB 4,69 aA 3,62 aB
2 171,67 aA 130,42 aB 33,97 bA 32,29 cB 26,97 bA 24,19 bB 3,50 bA 4,05 aA
3 165,75 aA 125,33 aB 34,15 bA 29,46 bB 27,53 bA 24,63 bB 3,31 bA 2,41 cB
4 166,33 aA 112,83 bB 36,29 aA 30,89 bB 28,01 bA 24,65 bB 4,14 aA 3,12 bB
5 160,08 bA 125,17 aB 35,79 aA 30,13 bB 29,10 aA 24,20 bB 3,34 bA 2,96 bA
6 167,18 aA 136,75 aB 34,21 bA 30,56 bB 28,83 aA 26,03 aB 2,69 cA 2,26 cA
7 173,00 aA 130,83 aB 32,88 bA 28,53 aB 28,77 aA 24,44 bB 2,05 cA 2,04 cA
CV(%) 4,42 5,89 3,36 4,01 3,71 5,26 13,06 20,83
Médiageral 164,69 127,77 34,96 30,40 28,18 24,54 3,39 2,92
PPO RP RPC FP
ESTADIOS Epoca | Epoca Il Epoca | Epoca Il Epoca | Epoca Il Epoca | Epoca Il
1 66,36 aA 44,65 bB 53,89 cB 52,82 dB 1,17 bB 1,13¢cB 8,568 aA -
2 60,03 aA 46,55 bB 54,70 cB 56,51 cB 1,21 bB 1,31cB 7,25 bA -
3 61,78 aA 42,83 bB 58,12 bB 57,10 cB 1,39 bB 1,34cB 3,22 cA -
4 62,62 aA 45,07 bB 59,50 bB 59,13 cB 1,48 bB 1,45¢cB 1,60 dA 2,38 bB
5 64,73 aA 49,85 bB 63,06 aB 62,94 bB 1,71 aB 1,71bB 1,33eA 1,58 cA
6 68,14 aA 58,12 aB 65,17 aB 65,00 bB 1,88 aB 1,87 bB 1,22 eA 1,33 cA
7 62,57 aA 48,68 bB 63,46 aB 73,56 aA 1,98 aB 1,79 bB 1,12 eA 1,38 cA
CV(%) 9,83 11,58 7,93 3,50 12,22 18,37 10,27 4,73
Média geral 63,74 47,97 59,70 61,00 1,54 1,51 15,45 15,66
AT SS RATIO pH
ESTADIOS Epoca | Epoca Il Epoca | Epoca Il Epoca | Epoca Il Epoca | Epoca Il
1 0,15eB 0,19 eA 1,83 fA 193 0A 12,58 gA 10,13 fB 5,68 aA 5,63 aA
2 0,20 dB 0,28 dA 3,67 eA 4,67 fA 18,23 fA 16,58 eA 5,43 bA 5,08 bB
3 0,57 bA 0,41 cB 16,07 dA 7,17 eB 27,86 eA 17,37 eB 4,38 cA 4,83 cB
4 0,63 aA 0,67 bA 22,57 cA 15,17 dB 35,53 dA 22,56 dB 4,25 dA 4,32 dB
5 0,61 aB 0,76 aA 26,27 bA 19,60 cB 43,34 cA 25,74 cB 4,32 dA 4,13 eB
6 0,56 bB 0,79 aA 27,50 aA 23,17 bB 48,94 bA 29,32 bB 4,39 cA 4,15¢eB
7 0,53cB 0,66 bA 28,13 aA 26,07 aB 53,47 aA 39,48 aB 4,46 cA 4,29 dB
CV (%) 5,53 8,48 6,81 6,69 517 5,92 1,88 1,97
Média geral 0,46 0,53 18,00 13,97 34,28 23,02 4,70 4,63
AMIDO AR
ESTADIOS Epoca | Epoca Il Epoca | Epoca Il
1 23,32 aA 25,94 aA 0,23 eA 0,35 eA
2 23,16 aA 24,64 aA 0,51 eA 151eA
3 14,99 bA 26,56 aB 7,23 dA 6,87 dA
4 8,56 CA 15,14 bB 9,34 cA 13,18 cB
5 3,94 dA 10,40 cB 16,63 bA 13,97 cB
6 1,97 dA 7,28 dB 20,49 aA 17,63 bB
7 1,43 dA 2,61 eA 21,03 aA 21,52 aA
CV (%) 19,13 6,74 7,28 4,64
Média geral 11,06 16,08 10,78 10,75

Comprimento do fruto (CFR - mm), didmetro do fruto (DFR - mm), diametro da polpa (DPO - mm), espessura da casca (EC - mm),
peso da polpa (PPO - g), rendimento da popa (RP), relagdo polpa casca (RPC), firmeza da polpa (FP-N), acido malico (AMA), sélidos
sollveis (SS - % °Brix), relacdo acidez/sélidos sollveis (ratio), pH, amido (g 100g™), actcar redutor (g 100g™). Médias seguidas de
letras iguais, mintsculas na coluna e maidsculas na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Scott & Knott e Tukey, respectivamente,
a 5% de probabilidade.
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Os meses de desenvolvimento e colheita dos frutos correspondentes a época I,
corroboram com o melhor periodo de compra para as cultivares do subgrupo Prata no Estado
de Minas Gerais. Para esse subgrupo os frutos de maior comprimento e didmetro sao
encontrados durante os meses de setembro, outubro e novembro, ja 0S outros meses sdo
classificados como os periodos de menor qualidade (HORTIESCOLHA, 2016). Dessa forma,
percebe-se que embora a cultura da bananeira seja anual, quando se trata de subgrupos é
possivel encontrar sazonalidade para 0s mesmaos.

Apesar dos meses citados serem referentes as cultivares desenvolvidas em Minas
Gerais, é possivel observar que o periodo considerado como o de melhor compra coincide com
a época | de colheita desse estudo e os meses de baixa sazonalidade com a época Il, indicando
que as condicBes climéticas da época | foram melhores para o desenvolvimento do fruto. Com
isso, é possivel inferir que frutos desenvolvidos na época |, classificados como Prata de
primeira, possuem maior potencial de mercado, no que diz respeito a qualidade de fruto,
apontando maior valoragdo do produto em relacdo aos frutos da época Il identificados como
Prata de segunda.

De acordo com Chitarra e Chitarra (2005) os parametros comprimento e diametro do
fruto sdo caracteristicas importantes que interferem na escolha do consumidor, na selecéo de
mercado e até mesmo no destino final (in natura ou industrializacdo), afetando o rendimento
do fruto para aproveitamento industrial. Os frutos desenvolvidos na época | também foram
responsaveis pelos maiores valores das médias referentes ao didmetro da polpa (DPO),
espessura da casca (EC) e peso da polpa (PPO) (Tabela 5).

Em outras culturas, a exemplo do maracuja, Nascimento et al. (1999) encontraram a
maior espessura da casca em frutos desenvolvidos em épocas mais frias e chuvosas, e
atribuiram essa caracteristica a capacidade de retencdo de agua pela casca. Para os frutos de
bananeira essa variavel é um importante componente de resisténcia ao transporte, assim a maior
espessura pode auxiliar na reducdo de possiveis danos mecanicos durante a comercializagdo
(DONATO, 2006).

Durante o processo de maturacdo, a reducdo da espessura da casca resulta da perda de
agua por transpiracao para o ambiente e por osmose para a polpa, contribuindo para um aumento
do peso fresco da polpa a medida que a fruta amadurece (DADZIE, 1997). Dessa forma
observa-se que a reducgdo da espessura da casca dos frutos da época | no decorrer dos estadios
de maturagdo, também contribuiram para 0 maior peso da polpa quando comparados aos frutos
da época 11, esses dados podem ser observados pelos valores da médias gerais entre as épocas
(Tabela 5).
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Em relacdo a variavel relacdo polpa/casca (RPC), os frutos desenvolvidos na época Il
apresentaram a maior média geral quando comparado a época | (Tabela 5).

O aumento da relacdo polpa/casca pode ser explicado pelo deslocamento de agua da
casca para a polpa da fruta durante a maturagéo, consequéncia do gradiente de pressao osmotica,
resultante da maior concentracao de acucares na polpa em relagdo a casca, contribuindo para o
aumento do peso fresco da polpa & medida que a fruta amadurece (CARVALHO et al., 1982).

Das sete variaveis quimicas analisadas, apenas 0s agucares redutores ndo apresentaram
resultados significativos entre as épocas de cultivo; entretanto para a interagéo (Ep vs Est), esse
parametro apresentou resultado significativo (Tabela 4). Pardmetros como acidez titulavel,
solidos soluveis e a relagdo SS/AT (ratio) foram significativos para a fonte variacdo épocas e
para a interacdo. De acordo com Chitarra e Chitarra (2005) esses parametros estao entre 0s mais
utilizados para avaliar a qualidade pds-colheita em banana.

Para a varidvel acidez titulavel, os frutos desenvolvidos na época Il apresentaram
maiores valores quando comparados aos frutos da época |. Essa caracteristica também foi
observada em variedades de citros, que tiveram a qualidade afetada pelo clima, no qual frutos
desenvolvidos em climas mais quentes apresentaram maior acidez. Por outro lado, as mesmas
condigdes responsaveis pelo alto nivel de acidez em citros permitiram o maior teor de solidos
soltveis (GOLDSCHMIDT, 1997), diferindo dos resultados encontrados em banana.

E possivel observar na Tabela 5 que os valores de sélidos sollveis (SS) foram
significativamente diferentes entre as épocas a partir do estadio 3, onde os frutos da época |
apresentaram as maiores médias quando comparados aos frutos da época Il, dessa forma a
menor temperatura e a maior precipitacdo e umidade permitiram maior teor de agucares nos
fruto.

Para o estadio 6, classificado como o de consumo, frutos da época | apresentaram a
média de SS de 27,50 °Brix, enquanto a média dos frutos da época Il foi de 23,17 °Brix.
Resultados semelhantes foram encontrados por Viviani e Leal (2007), que ao avaliarem frutos
de ‘Prata-Ana’ desenvolvidos em época mais fria observaram SS de 23,57 °Brix, enquanto a
época mais quente apontou o valor de 19,67 °Brix.

O aumento de sélidos sollveis pode estar relacionado com a transformacao das reservas
acumuladas durante a formacéo e desenvolvimento dos mesmos (JERONIMO e KANESIRO,
2000), que possivelmente foram menores nos frutos da época Il. Esses mesmos resultados
foram encontrados em frutos de pereira-japonesa, onde as péras cultivadas em regido mais fria
apresentaram maior teor de solidos solUveis ao serem comparadas aos que foram desenvolvidos
em temperaturas superiores (FAORO e ORTH, 2010).
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De acordo com Marchi (1993), o aumento da concentracdo de agucares dura toda a fase
de crescimento de maturacdo estando diretamente relacionado a intensidade do processo
fotossintético e as condi¢cbes climaticas. O teor de solidos soluveis indica a quantidade de
acucares existente no fruto, levando em consideracdo pequenas proporcdes de outros
compostos, entre os quais alguns &cidos, vitaminas e pectinas (KLUGE et al., 2002), logo o
maior nivel de SS é considerado uma caracteristica desejavel.

A relacdo das variaveis acidez e sélidos solveis (AT/SS) resulta no parametro ratio ou
indice de maturacdo, que em bananas maduras apresentam médias variando de 44,21 a 61,91
(MATSUURA et al., 2002; JESUS et al., 2004). O valor apresentado pelos frutos do estadio 6
desenvolvidos na época | foi de 48,94 se encaixando nesse perfil, no entanto, os frutos da época
Il, para 0 mesmo estadio, demonstraram uma média de 29,32 (Tabela 5). Esse valor reduzido
pode ser consequéncia da baixa quantidade de sélidos solUveis totais ou do aumento nas
concentragOes de &cido malico quando comparado a época I. A relagcdo AT/SS possui grande
importancia para a caracterizacdo do sabor, que aliada aos compostos volateis tornam a
combinacéo atraente para o paladar e o olfato, considerado, portanto, um bom parametro para
a maturacdo (ALMEIDA e DURIGAN, 2006).

Em relacdo as médias de pH dos estadios entre as épocas, foi possivel visualizar uma
reducdo dos valores com o avan¢o do amadurecimento dos frutos e um incremento no estadio
final (Tabela 5). Dados semelhantes foram encontrados por Etienne et al. (2013), que ao
acompanharem o amadurecimento de frutos de banana de cultivares do subgrupo Cavendish
observaram que altera¢6es no pH resultam da reducdo dos teores de acido oxalico presentes em
grandes quantidades quando o fruto ainda esta verde, e da consequente reducao no decorrer do
amadurecimento, sobressaindo os &cidos malico e citrico, que contribuem para a acidez do
fruto, e como consequéncia, levam a reducdo do pH do mesmo.

Para o teor de amido, foi possivel observar diferenca significativa entre os frutos
desenvolvidos nas duas épocas. Os frutos da época | apresentaram média geral entre os sete
estadios de 11,06 g 100gde amido, enquanto os frutos da época Il apresentaram valores médios
de 16,8 g 100g™ (Tabela 5). Esses resultados foram semelhantes aos encontrados por Bonnet et
al. (2013) ao quantificarem os teores de amido em frutos da cultivar Grande Naine, pertencente
ao subgrupo Cavendish. Segundo os autores, na época de menor precipitacdo, os teores de
amido foram significativamente mais elevados que o0s observados na epoca de maior
precipitacdo e temperatura amena.

O inicio do desenvolvimento dos frutos da segunda época foi marcado por temperaturas

maximas altas e precipitacéo reduzida, quando confrontado aos frutos da primeira época (Figura
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1), ocasionando maior acumulo de amido quando comparado ao frutos da época I. Sabendo-se
que a agua é a substancia mais abundante transportada pelo floema e que os solutos como 0s
carboidratos encontram-se dissolvidos em agua, por esse motivo especula-se que a reducao da
precipitacdo durante os meses de desenvolvimento dos frutos da época Il tenha favorecido a
maior concentragdo do teor de amido nos frutos (OLIVEIRA e PRIESTLEY, 1988).

Durante o processo de maturacdo ocorre a reducdo dos teores de amido, pois 0 mesmo
é degradado e utilizado para a sintese de acucares soluveis (PIMENTEL et al., 2010), assim é
comum observar um alto teor de amido nos estadios iniciais de maturacdo. Etretanto mesmo
com a degradacdo do amido durante o amadurecimento, os frutos da época Il permaneceram
com os teores desse carboidrato elevado quando comparados aos estadios dos frutos da época
l.

Para o parametro aculcares redutores constatou-se que os estadios iniciais 1, 2 e 3
demonstraram 0s mesmos resultados em ambas as épocas; ja os estadios 4, 5 e 6 apresentaram
diferencas significativas, onde os frutos desenvolvidos na época | apontaram os maiores valores
para essa variavel quando comparada a época Il. De acordo com Chitarra e Chitarra (2005)
durante a maturacdo ocorre o acimulo de agucares, principalmente glicose, frutose e sacarose,
sendo os redutores os mais importantes do ponto de vista do sabor. O teor de aglcares pode
variar dentro de uma mesma espécie em funcdo de fatores como préaticas culturais, solo,
cultivares e condi¢des climaticas.

Da mesma forma, Souza et al. (2010), ao estudarem a influéncia das precipitacdes
pluviométricas sob as caracteristicas fisico-quimicas de frutos de goiabeira, perceberam que
independente do estadio de maturacdo o aumento da precipitacdo promove a reducdo dos
acucares redutores, indicando diluicdo do carboidrato nessa época. Esses resultados divergem
dos dados encontrados nesse estudo, onde o maior teor de acucares redutores foi identificado
na época I, indicando que as condicdes climaticas favoreceram a concentracao desses acucares

em relacdo a época Il para os frutos da cultivar Prata-Ana.



52

CONCLUSOES

Ha variagbes das caracteristicas pos-colheita dos frutos da cultivar Prata-Ana
desenvolvidas em uma mesma area, sob 0s mesmos tratos culturais, como consequéncia das
alteracOes climaticas.

Bananas ‘Prata-Ana’ desenvolvidas durante os meses de maior precipitagdo, maior
umidade e menor temperatura na Regido do Reconcavo da Bahia apresentam melhor qualidade:
maior tamanho (mais frutos ‘de primeira’), melhor coloracao e maior espessura de casca, menor

acidez, maiores teores de solidos solUveis e agucares redutores e maior relagdo SS/AT.
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RESUMO

A alta perecibilidade da banana leva a busca por informagdes mais detalhadas sobre a reducéo
da vida util pés-colheita. A abordagem genético-molecular a exemplo da analise protedmica é
considerada viavel para um melhor entendimento do processo de maturacdo. Dentre o0s
subgrupos que classificam as cultivares de banana, destaca-se o subgrupo Prata, no qual a
cultivar Prata-And se distingue das demais por apresentar caracteristicas como sabor e aroma
superiores, 0 que agrega a boa aceitagdo pelos consumidores, fato compravado pela
bananicultura brasileira, no qual 60% da area cultivada corresponde a cultivares Prata-Ana.
Nesse trabalho analisou-se o perfil protebmico da polpa da cultivar Prata-And, durante os
estddios de maturacdo 1, 4 e 6, com a finalidade de compreender melhor os processos
envolvidos no amadurecimento e detectar genes alvos a partir da construcdo de redes de
interacdes. No total foram identificadas 221 proteinas, sendo 36 detectadas exclusivamente no
fruto verde (E1), 14 do fruto intermediario (E4), 39 do fruto maduro (E6) e 124
diferencialmente expressas, presentes nos trés estadios. O nivel de expressédo das proteinas ATP
B e catalase foi confirmado por Western blot. A primeira abordagem empregando a rede de
interacdes de Musa spp. formou grupos com funcdes importantes, tais como catabolismo
proteico, amadurecimento e metabolismo de carboidratos e identificou proteinas chave
envolvidas no processo de maturacdo, bem como a identificacdo dos genes correspondentes,
verificados por meio do qRT-PCR. O interatoma indicou proteinas importantes para 0 processo
de maturacdo, como a dissulfeto isomerase, que possui alto valor para betweenness dentro da
rede, sendo assim um gargalo, o que sugere uma provavel acdo como reguladora do
amadurecimento. Na analise por PCR em tempo real, genes como o da &cido 1-carboxilico-
aminociclopropano oxidase (ACCO), indicaram o mesmo perfil de expressdo da proteina. A
glicose-6-fosfato isomerase mostrou divergéncia entre os niveis de expressao proteica e génica,
inferindo uma possivel modificacdo pds-traducional. Os resultados obtidos nessa pesquisa
podem levar a novas abordagens para explorar vias de controle de desenvolvimento e da
maturacao de frutos de bananeira.

Palavras-chave: Proteinas, maturacdo, melhoramento, carboidrato, interatoma, genes, Musa
spp.
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ABSTRACT

High perishability of bananas leads to the search for more detailed information as to the
reduction of post-harvest shelf-life. The genetic-molecular approach is considered viable for
better understanding of the ripening process, whereas comprehension of certain mechanisms
has been made possible from complementary molecular techniques such as proteomics. Given
the relevance of the Prata-Ana cultivar in the Brazilian banana culture, where it occupies 60%
of the cultivated area and its great acceptance by consumers due to characteristics such as flavor
and aroma, the objective of the present study was to obtain information regarding alterations
that occur in the proteome of the pulp of the Prata-Ana cultivar during the 1,4 and 6 maturation
stages and identify target genes from the construction of interaction networks. 221 proteins
were identified in total, 36 being exclusive of the green fruits (E1), 14 of the intermediary fruits
(E4), 39 of the ripened fruits (E6) and 124 differentially expressed. The Western blot technique
confirmed the presence and level of expression of the ATP B and catalase proteins. The first
approach employing the network of interactions in Musa spp. formed groups with important
functions such as protein and carbohydrate metabolism, also identifying key proteins involved
in the ripening process, as well as the recognition of corresponding genes, validated by gRT-
PCR. The interatome indicated important proteins involved in the processes of ripening, such
as disulfide isomerase, which showed high value for betweenness in the network, being
considered a bottleneck, which suggests its probable action as ripening regulator. For the real
time PCR analyses, genes such as 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid oxidase (ACCO),
indicated the same profile of expression of the protein. In contrast, glucose-6-phosphate
demonstrated differences in its levels of protein and gene expression, inferring possible post-
transduction modification. Results may lead to new approaches to explore control pathways in
the development and ripening of banana fruits.

Key-words: Proteins, ripening, breeding, carbohydrates, interatome, genes, Musa spp.
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2.1 INTRODUCAO

A bananicultura desempenha importante papel na seguranca alimentar e na economia
de muitas regides tropicais e subtropicais do mundo, em especial devido ao seu valor
nutricional, baixo custo e oferta de frutos constante ao longo de todo o ano (LIU et al., 2012;
HUAPING et al., 2017). De acordo com Organizacdo das Nagdes Unidas para Agricultura e
Alimentacdo - FAO, em 2014, a producdo mundial de bananas foi de aproximadamente 114
milhdes de toneladas, cultivadas em 5,4 milhdes de hectares (FAOSTAT, 2014).

No cenério mundial, o Brasil ocupa a quarta posicéo, ficando atras da India, China e
Filipinas. Em 2016, a producdo nacional de bananas foi de aproximadamente 7,0 milhGes de
toneladas, cultivadas em aproximadamente 517 mil hectares (FAOSTAT, 2014; IBGE, 2016).
Segundo dados do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do Brasil em 2016 a
banana gerou um valor bruto de producgéo (VBP) de 15,5 bilhGes de reais, figurando entre as
cinco mais importantes culturas, atrds apenas da soja, cana-de-agUcar, milho e café.
Considerando a producdo agropecuaria, a banana ocupa a oitava posicdo, respondendo por
aproximadamente 3% do VPB brasileiro (MAPA, 2016).

Embora o plantio da cultura se estabeleca por todo o pais, as principais regides
produtoras concentram-se no Sudeste e Nordeste, com destaque para os Estados da Bahia, Sdo
Paulo e Minas Gerais, como 0s maiores produtores da fruta (IBGE, 2016).

Apesar de existir um grande nimero de cultivares de bananas, quando se considera
padrdo de exportagdo e preferéncia do consumidor as cultivares do subgrupo Cavendish e
Platanos respondem em conjunto por 61% da producdo mundial (RATKE et al., 2012;
PLOETZ, 2015). Em contraponto, no Brasil predominam as bananas do subgrupo Prata, em
especial a ‘Prata-An3’ e a ‘Pacovan’, que juntas ocupam aproximadamente 70% da area
cultivada no pais (AMORIM et al., 2016).

Independente da cultivar, as pragas e doencas séo atualmente um dos maiores fatores
limitantes a producdo e a expansdo das lavouras, em especial as sigatokas amarela
(Mycosphaerella musicola, Leach) e negra (M. fijiensis, Morelet) e a murcha de Fusarium
(Fusarium oxysporum f. sp. cubense). Além das doencas supra citadas, as perdas pos-colheita
também exercem forte influéncia na producdo, uma vez que em alguns casos essas perdas
podem chegar a 40% do volume total produzido (MAIA et al., 2008; SARTORI e
MENEGALLI, 2016).

Os prejuizos referentes as perdas pds-colheita na bananicultura relacionam-se com as

particularidades da cultura e com os cuidados exigidos no manejo, desde a colheita dos frutos.
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Como fruta climatérica, a banana possui a capacidade de completar o amadurecimento, mesmo
desprendida da planta, a partir do aumento dos niveis de respiracdo estimulados pela producao
de etileno enddgeno. Essas particularidades a caracterizam como uma fruta perecivel, de rapida
maturacdo, e sensivel a danos mecanicos, o que exige cuidados durante toda a cadeia de
producédo (colheita, transporte, embalagem, climatizagdo e manuseio), e a auséncia desses
cuidados pode levar a desvalorizagdo da fruta no mercado interno e externo (CAMARGO,
2002; CHITARRA e CHITARRA, 2005; LICHTEMBERG et al., 2016).

Embora a rapida maturacdo seja uma caracteristica marcante em frutos de bananeira,
quando se compara cultivares de subgrupos diferentes percebe-se também uma diferenca na
velocidade de amadurecimento, a exemplo das cultivares do subgrupo Prata, que apresentam
reducdo na vida util pés-colheita mais acentuada quando comparada aos representantes do
subgrupo Cavendish (RINALDI et al., 2010).

O desenvolvimento de cultivares com vida 0til pos-colheita mais longa, em especial no
subgrupo Prata, permitira agregar valor a fruta e acessar novos mercados, em especial o de
exportacdo, hoje concentrado nas cultivares ‘Cavendish’. O melhoramento genético apresenta-
se como uma das melhores alternativas para o desenvolvimento das referidas cultivares, que
aliadas a préaticas de manejo adequadas permitirdo que a fruta brasileira tenha acesso ao
mercados exterior. Por tratar-se de um grande desafio, 0 melhoramento genético precisa fazer
uso de modernas ferramentas da biologia molecular para que o alcance dos objetivos seja
atingido, considerando que o processo de maturacdo em Musa spp. € um processo altamente
coordenado, geneticamente programado e irreversivel (PRASANA et al., 2007; KAUR et al.,
2014).

Com o advento da genémica funcional, técnicas como a proteébmica, quando associadas
a bioinformatica, auxiliam na compreensao do organismo em nivel sistémico, onde as proteinas
analisadas se integram a uma rede complexa deixando de ser analisadas de forma isolada (DE
KEERSMAECKER et al., 2006; FURLAN et al., 2007; GUPTA et al., 2006; LONG et al.,
2008; ESPINDOLA et al., 2010).

Associada a protedbmica, técnicas como Western blot permitem a confirmacédo e a
quantificacdo das proteinas identificadas no proteoma da espécie em estudo, proporcionando
maior confianca e robustez as analises (KURIEN e SCOLFIELD, 2003; ABD SEROTEC,
2014).

As cultivares do subgrupo Cavendish, em funcdo da sua importadncia no mercado
internacional de exportacao, possuem varios estudos associados sobre a pos-colheita dos frutos,

fato ainda incipiente quando se considera cultivares do subgrupo Prata.
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Atualmente s&o encontrados varios estudos relacionados com o amadurecimento dos
frutos em bananeira do subgrupo Cavendish (DOMINGUEZ-PUIGJANER et al. 1992;
CLENDENENN e MAY, 1997; TOLEDO et al. 2012; DU et al. 2016) e também varias outras
fruteiras cujo proteoma foi avaliado quanto ao amadurecimento, a exemplo de maméao
(NOGUEIRA et al., 2012); damasco (D’AMBROSIO et al., 2013) e meldo (GUO et al., 2017).

Embora vérios estudos tenham avaliado o proteoma de algumas fruteiras a fim de
entender o processo de maturacdo, até 0 momento ndo existem trabalhos que integrem os
resultados da analise protedmica a biologia de sistemas em Musa spp. por meio de redes
interatdmicas. Essa abordagem permite separar modulos funcionais e complexos protéicos que
caracterizam melhor o sistema, possibilitando a identificacdo de fungdes para proteinas
desconhecidas, por meio da associacdo dos clusters de proteinas com a analise de ontologia
génica (BROHEE et al., 2006; SPIRIN e MIRNY, 2003, WANG et al., 2010). Além dos estudos
de clusters, as abordagens de interatbmica permitem a analise de centralidade usando
parametros como betweennes e degree que permitem visualizar o sistema de modo a identificar
0s NGs mais importantes para o equilibrio do sistema (hubs, gargalos e hubs-gargalos) (JEONG
etal., 2001; BONATTO e NAKAYA, 2015).

Baseado nessas informacdes e dada a importancia do subgrupo Prata, em especial a
cultivar Prata-Ana, objetivou-se com esse estudo identificar as proteinas presentes nas amostras
da polpa da cultivar Prata-Ana dos estadios 1 (totalmente verde), 4 (mais verde do que amarelo)
e 6 (totalmente amarelo) de maturacdo (VON LOESECKE, 1950), bem como construir a

primeira rede de interac6es relacionada ao processo de amadurecimento.

2.2 MATERIAIS E METODOS

2.2.1 Colheita e caracterizacao dos estadios de maturacéo

Para a realizacdo desse trabalho, os frutos da cultivar Prata-Ana foram colhidos na area
experimental da Embrapa Mandioca e Fruticultura situada no Reconcavo da Bahia, na cidade
de Cruz das Almas, que possui as seguintes coordenadas geograficas: 12°40'19"S e
39°06'22"W e altitude de 220 m considerando o nivel do mar. O clima da regido é classificado
como tropical Umido (Képpen-Geiger), com temperatura anual média de 23,0 °C, umidade
relativa em torno de 80% e precipitagdo anual de 1.136 mm (CLIMATE-DATE.ORG, 2017).

A colheita dos cachos foi realizada aos 130 dias ap6s a emissao floral quando os frutos

estavam fisiologicamente desenvolvidos, com a coloragdo da casca verde clara e didmetro em
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torno de 34 mm para o fruto central da segunda penca (MAHAJAN et al., 2010;
LICHTEMBERG et al., 2016).

Os cachos foram transportados ao Laboratorio de Pos-colheita da Embrapa Mandioca e
Fruticultura, onde os frutos foram individualizados, selecionados higienizados, acondicionados
em bandejas plasticas e mantidos sob temperatura ambiente de 24 °C. Para a selecdo dos
estadios de maturacdo a serem avaliados quanto ao perfil proteico, foram realizadas avaliacGes
diarias atribuindo-se notas que variaram de 1 a 7, de acordo com a escala VVon Loesecke, sendo
1 - totalmente verde; 2 - verde com tracos amarelos; 3 - mais verde do que amarelo; 4 - mais
amarelo do que verde; 5 - amarelo com ponta verde; 6 - amarelo e 7 - amarelo com &reas
marrons (VON LOESECKE, 1950). Para a analise protedmica foram selecionados os estadios
de maturacdo 1 (totalmente verde), 4 (mais amarelo do que verde) e 6 (amarelo), representando

as fases: inicial, intermediaria e de consumo, respectivamente (Figura 1).

(L]

Figura 1. Caracterizacéo fisioldgica dos estadios de amadurecimento de frutos de banana da cultivar Prata-Ana.
Os frutos com as identificacBes E1 (estadio 1), E4 (estadio 4) e E6 (estadio 6), foram selecionadas para o estudo
de protedmica. Cruz das Almas, 2017.

2.2.2 Extracdo de proteina e Eletroforese em gel bidimensional

As amostras da parte central da polpa de cada fruto dos trés estadios selecionados foram
previamente liofilizadas, seguidas da maceracéo individual em almofariz com N liquido até a
obtencédo de um po6 fino. Um pool representativo foi formado a partir das triplicatas bioldgicas
de cada estadio, sendo utilizado um total de 0,2 g do macerado de cada estadio. O método
empregado na extracdo de proteinas totais foi baseado no protocolo descrito por Pirovani et al.
(2008). O precipitado proteico final foi solubilizado em rehydration buffer (7 mol-L-1 urea, 2
mol-L-1 thiourea, 1% CHAPS, and traces of bromophenol blue).

A determinagdo da concentragdo proteica das amostras foi obtida por meio do 2-D

Quant-kit (GE Healthcare Biosciences, Little Chalfont, UK), usando albumina do soro bovino
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(BSA) como padrédo, seguindo as recomendacdes do fabricante. Uma massa de 500 pg de
proteinas de cada amostra foi submetida a focalizacdo isoelétrica em sistema Ettan IPGphor 3
Isoelectric Focusing System (GE Healthcare) em strips de 13 cm, com gradiente de pH
imobilizado 3 a 10 NL (pH 3-10NL, 130 x 3 x 0,5 mm, GE Healthcare, Immobiline™ Dry-
Strip) (SILVA et al., 2013). Cada estadio de maturacdo foi constituido por triplicatas técnicas
totalizando trés strips por estéadio.

Apds a focalizacao isoelétrica, os strips foram tratados (2 x 15 min) em tampédo de
equilibrio (ureia 6 mol L, SDS 2%, glicerol 30%, Tris—HCI 0,05 mol L, pH 8,8) contendo
DTT 1% e iodoacetamida a 2,5% e em tampao de corrida 1X (Tris, 0,025 mol L%, Glicina 0,19
mol L, SDS 0,1%, pH 8,3), sob agitacio lenta.

A segunda dimensdo da eletroforese foi conduzida em gel 12,5 % no sistema de
eletroforese vertical SE 600 Ruby (Hoeffer) em condicGes similares as usadas por Silva et al.
(2013). Os géis foram corados com azul de comassie coloidal 0,08 % (NEUHOFF et al., 1988)

2.2.3 Analise das imagens dos géis

As triplicatas dos géis de cada estddio de maturacdo foram verificadas por meio do
Labscanner (Amersham Bioscience), ja a analise para detec¢do e quantificacdo relativa foi
realizada pelo software ImageMaster 2D Platinum 7.0 (GE Healthcare), considerando a area e
a intensidade dos spots. Os géis de referéncia (gel mestre) foram utilizados para identificar
spots exclusivos e comparar a acumulacdo relativa de proteinas presentes nos diferentes
estadios de maturacdo.

Os spots comuns considerados diferencialmente expressos entre os estadios de maturacao
obedeceram variacGes de intensidade (fold) > 1,5 e significancia estatistica determinada por
valores de p < 0,05 para o célculo da ANOVA. A imagem do gel do estadio 1 de maturacdo

(controle) foi comparado com as dos estadios 4 e 6.

2.2.4 Extracdo de peptideos em gel e andlise por spectrometria de massas (LC/MS/MS)

Os spots de cada estadio de maturacdo selecionados pelo software ImageMaster foram
excisados do gel e submetidos a digestdo com tripsina de acordo com Shevchenko et al. (2006).
Para remocdo do corante e impurezas, os spots foram lavados com uma solucdo de
bicarbonato de amdnio com acetonitrila. Em seguida essa solucédo foi trocada por acetonitrila
pura. Apos sua remog&o, os fragmentos foram reidratados com solugéo de tripsina e bicarbonato

de amdnio, sendo incubadas por 17 horas a 37°C. Os fragmentos tripticos foram eluidos com
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uma solucéo de acetonitrila com acido formico. As amostras foram reduzidas sob vacuo até um
volume de 15uL.

Os peptideos obtidos foram analisados por “online nano flow liquid chromatography
tandem mass spectrometry” (LC-MS/MS) em um cromatografo nanoAcquity (Waters, Milford,
MA) acoplado ao espectrometro de massas Q-Tof micro (Waters), de acordo com Oliveira et
al.  (2012). As proteinas foram identificadas pelo programa MASCOT
(http://www.matrixscience.com/) que comparou as sequéncias obtidas com as sequéncias
depositadas no banco de dados do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), utilizando-se dos
seguintes parametros: NCBInr, Viridiplantae (planta verde), digestdo pela enzima tripsina,
carbamidometil (C) como modificacdo fixa e oxidagdo (Met) como modificacdo varidvel,
maximo de uma perda de sitio de clivagem; e + 0,3 Da para o erro de tolerancia de peptideos e
0,1 Da para erros dos ions fragmentados.

Com a identificacdo das proteinas foi possivel obter as sequéncias dos aminoacidos e
identificar a ontologia génica pelo software BLAST2GO (http://www.blast2go.com/b2ghome)
por meio do banco de dados de Musa spp. O perfil de expressao das proteinas foi avaliado por
agrupamentos hierarquicos representados por heatmaps. A analise foi realizada pelo software

R (Core team, 2014) utilizando os pacotes gplots e RColorBrewer.

2.2.5 Western blot

Para os testes de immunoblotting, foram aplicadas 20 pg de cada amostra em minigéis
de poliacrilamida 12,5% (SDS-PAGE) e ap6s o fracionamento das amostras proteicas por
eletroforese, realizou-se as transferéncias das proteinas para as membranas de nitrocelulose
durante 7 min por meio do iBlot® Dry Blotting System (Invitrogen, Life Technologies), de
acordo com as instrucdes do fabricante.

As membranas de nitrocelulose foram submetidas a solucéo de blogueio, com 2,5% de
leite em p6 desnatado em tampdo TBS-T (Tris-HCI 100 mmol L, pH 8,0, NaCl140 mmol L,
Tween 20, 0,05% v. v't) por 30 minutos. Em seguida, foram lavadas trés vezes com TBS-T 1X
com o tempo de 5 minutos cada lavagem. As proteinas ATP sintase (53,93 kDa), ADH alcool
desidrogenase (41,17 kDa), BiP (73 kDa) e Catalase (56,93 kDa), foram detectadas utilizando
os anticorpos primérios policlonais na propor¢do 1:2000 sendo estes: anti-sintase ATP,
(Agrisera-AS05085), anti-ADH (Agrisera-AS10685), anti-BiP (Agrisera-AS09481-100) e anti-
catalase (Agrisera-AS09501-100); todos pertencentes a Arabidopsis thaliana. Apos a retirada

do anticorpo primario, as membranas foram submetidas a mais trés lavagens consecutivas por
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15 min em TBS-T, seguido da imersdo do anticorpo secundario anti-IgG de coelho conjugado
com fosfatase alcalina a uma dilui¢do de 1:10000 durante 60 min. Com a remocdo do anticorpo
secundario, as membranas foram lavadas trés vezes consecutivas por 15 min em tampéo TBS-
T.

O complexo anticorpo-proteina foi visualizado pela imersdo da membrana em sistema
de revelacdo colorimétrico, o NBT (nitroblue tetrazolium) e BCIP (5-bromo-4-cloro-3-
indolylfosfato) foram utilizados como substratos para a reacao colorimétrica da atividade da
fosfatase alcalina. O acimulo da ATP sintase, ADH alcool desidrogenase, BiP e Catalase foi
quantificado a partir das imagens das membranas de nitrocelulose utilizando o software
GelQuant.Net 1.7.8.

2.2.6 Biologia de sistemas
2.2.6.1 Busca de homologos entre Musa spp. e Arabidopsis thaliana

Para obtencdo da predicdo das redes de interagdes das proteinas, baseados nos perfis
proteicos dos estadios 1, 4 e 6 de maturacdo da cultivar Prata-And (Musa spp), utilizou-se a
metodologia da homologia das sequéncias (ortélogos) contra banco de interagdes The

Arabidopsis Information Resource (TAIR) a fim de identificar as sequéncias em comuns.

2.2.6.2 Obtencdo da rede interatbmica

A abordagem para a construcdo da rede de interacfes das proteinas identificadas foi
baseada na conservacdo funcional entre as proteinas homologas de A. thaliana e Musa sp.,
revelando possiveis interacBes em fungdes e processos bioldgicos (YANG et al., 2012).

As proteinas homologas identificadas foram empregadas na construcdo da rede de
interacdo proteina-proteina. Inicialmente foi estabelecida uma rede para cada um dos estadios.
Para isso, foi feito o download do interatoma de A. thaliana no STRING database (SNEL et al.,
2000) visualizado no Cytoscape versdo 3.3.1 (SHANNON et al., 2003). A juncdo das redes
correspondentes aos trés estadios de maturacdo em uma unica, foi realizada por meio da funcéo

merge network.

2.2.6.3 Analise de rede

A rede obtida foi empregada na realizacdo de analises para identificar clusters
funcionais e complexos protéicos, com o algoritmo Fastgreedy.communit, do pacote Igraph do

programa estatistico R. Andlises de enriquecimento dos processos bioldgicos das proteinas que
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constituiram os clusters, foram realizadas por meio do plugin Bingo (MAERE et al., 2005) no
programa Cytoscape. A centralidade (degree e betweenness) das proteinas da rede foi calculada

pelo plugin centiscape (SCARDONI et al., 2009) (http://apps.cytoscape.org/apps/centiscape).

2.2.7 Extracdo de RNA, sintese de cDNA e anélise por PCR em Tempo Real

A selecdo dos genes para expressao génica teve por base os resultados da analise
protedmica e do interatoma, onde a partir de bancos de dados online como o NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) foi possivel identificar as sequéncias génicas correspondentes
as proteinas alvo para esse estudo. Foram selecionados cinco genes envolvidos no processo de
maturacdo, a saber: proteina associada ao amadurecimento, glucose-6-fosfato isomerase,
pectinesterase, invertase da parede celular e &cido 1-carboxilico-aminociclopropano oxidase.

O RNA total foi extraido previamente por meio do kit RNAqueous (AM1912-Ambion)
e posteriormente tratado com DNase (RevertAid First Strand cDNA Synthesis kit Thermo
Scientific). A sintese do cDNA foi realizada com o kit High Capacity RNA-to-cDNA (Applied
biosystems), de acordo com as recomendacdes do fabricante.

A reacdo de PCR em tempo real foi executada com primers especificos (Arquivo
suplementar 1: Tabela S1), desenhados a partir das sequéncias de mRNA das proteinas
identificadas na analise protedmica. Os primers foram elaborados de acordo com as indicagdes
dos parametros de Thorton e Basu (2010), com auxilio do software Custom Primers -
OligoPerfect™  Designer (Invitrogen) e o programa OligoAnalyser 3.1 (IDT
SciTools/Integrated DNA Tecnologies, Inc. — California, EUA).

O PCR quantitativo em tempo real foi executado com o objetivo de avaliar a abundéncia
relativa dos transcritos de alguns dos genes relacionados aos estadios 1, 4 e 6 de maturagdo da
polpa de ‘Prata-Ana’. As reagdes foram conduzidas em triplicatas bioldgicas para cada estadio,
cada uma constituida por triplicatas técnicas. O volume utilizado na reagdo foi de 20 uL,
contendo 240 ng de cDNA, 1 ul de cada iniciador (R + F) 10 umol.L™* ¢ 10 pL SYBR Select
Master Mix (Applied Biossystems).

Para o ciclo de amplificacdo foram utilizadas os seguintes passos: 50 ° C durante 5
minutos, 95 ° C durante 5 minutos, 95 ° C durante 30 segundos, 60 ° C durante 1 minuto e 72°
durante 1 minuto, as trés tltimas etapas foram repetidas ao longo de 40 ciclos. Ao final do ciclo
de amplificagcéo do gene, os produtos foram dissociados, confirmando a formacao de produtos
unicos e especificos. Neste caso, as etapas conduzidas apresentaram as seguintes caracteristicas:

95 ° C por 1 minuto; 55 ° C durante 30 segundos e 95 ° C por 30 segundos. Para realizar a


http://apps.cytoscape.org/apps/centiscape
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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andlise de expressao relativa, foi utilizado o método 2-AACt, com os genes de referéncias beta
tubulina e Actina de Musa spp., utilizados para a normalizacdo dos dados (PODEVIN et al.,
2012).

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Estabelecimento de perfis proteicos da polpa de banana

O perfil proteico dos frutos nos estadios de maturacdo 1, 4 e 6 foi estabelecido em
eletroforese unidimensional (Figura 2). O protocolo de extracdo proteica desenvolvido por
Pirovani et al. (2008) permitiu a visualizacdo de bandas bem definidas, sem arraste e auséncia
de degradacdo das proteinas. As bandas sdo observadas na faixa de 14 a aproximadamente 97

kDa, com uma variacéo de intensidade entre os estadios em torno de 30 kDa.
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Figura 2. Eletroforese SDS-PAGE (poliacrilamida 12,5%) de proteinas totais de amostras da polpa de banana da
cultivar Prata-And nos estadios 1, 4 e 6 de maturacdo respectivamente. Os nimeros a esquerda indicam peso e
massa molecular em kDa. Cruz das Almas, 2017.

A quantidade do extrato obtido permitiu o uso de 500 pg de proteinas para as triplicatas,
correspondentes aos trés estadios de maturacdo, proporcionando uma boa visualizacdo e
distribuicdo dos spots, principalmente, na faixa de massa molecular de 14 a 97 kDa e na faixa
depHde5a9 (Figura 3). No total foram detectados 597 spots, dos quais 438 foram excisados
dos geis e 221 foram identificados por espectrometria de massas (Arquivo suplementar 2:
Tabela S2). Desses, 36 foram detectados exclusivamente no estadios 1 (fruto totalmente verde),
14 no estadio 4 (fruto mais amarelo do que verde), 39 no estadio 6 (fruto totalmente amarelo)

e 124 diferencialmente expressos, presentes nos trés estadios de maturacdo (Figura 4).
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Algumas proteinas foram detectadas em mais de um spot, sugerindo a presenca de
modificacbes pos-traducionais, caracterizadas por mecanismos que regulam a estrutura e
funcdo das proteinas alterando tamanho, carga, estrutura e conformacao das mesmas (CLARK

et al., 2005). O nivel de expressdo das 221 proteinas pode ser observado no Arquivo
suplementar 3: Figura S3).
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Figura 3. Perfil protedmico de trés estadios de maturagdo de frutos de bananeira Prata-And. Gel de referéncia
(GR) com a numeragao dos spots comuns aos trés tratamentos identificados por ms/ms (RG) e proteinas exclusivas
dos estadios de maturagdo 1 (E1), 4 (E4) e 6 (E6). Cruz das Almas, 2017.
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Figura 4. Namero de spots de proteinas totais do gel 2-DE. Diagrama de Venn dos spots totais obtidos do perfil proteico
das amostras da polpa dos frutos de banana da cultivarPrata-And, nos estadios 1, 4 e 6 de maturagdo. Cruz das Almas, 2017.

2.3.2 Caracterizacdo geral da funcdo molecular das proteinas exclusivas envolvidas no
processo de maturagao

A Figura 5 representa o nivel hierarquico 2 da ontologia génica para a categoria funcéo
molecular das proteinas de Musa spp., obtidos a partir do software Blast2GO, utilizando o
banco de dados do NCBI. Observa-se a comparagdo entre o percentual das proteinas que
possuem a mesma funcdo molecular para os diferentes estddios de maturacdo, além de
comprovar a complexidade do nivel 3 em relacdo ao nivel 2.

As proteinas do fruto verde (Estadio 1) foram categorizadas em duas classes com
funcGes moleculares de atividade catalitica e de ligacdo. Por outro lado, as proteinas dos
estadios 4 e 6 foram distribuidas em trés classes, sendo que duas permaneceram com as mesmas
fungdes do fruto verde e uma terceira classe associada a atividades antioxidantes e de transporte,
respectivamente. Esses resultados sugerem que os estadios 4 e 6 detém um maior percentual de
proteinas envolvidas nessas atividades quando comparado ao E1, o que facilitou a deteccéo da
terceira classe pelo nivel 2. J& para 0 E1, essas func¢des s6 foram passiveis de detec¢do a partir
do nivel 3, no qual percebeu-se uma maior anotacéo para todos os estadios de maturacdo (Figura
5).
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Figura 5. Comparacdo da categorizagdo funcional para os niveis 2 (A) e 3 (B) das proteinas exclusivas da polpa
de banana da cultiva Prata-And em resposta aos estadios de maturacéo 1, 4 e 6, pelo Blast2GO. Cruz das Almas,
Brasil, 2017.

2.3.3 Validagdo dos dados protedmicos por Western blot

A analise de Western blot validou os resultados oriundos da espectrometria de massas,
por meio da confirmagdo da presenca das proteinas catalase (CAT), ATP sintase subunidade
beta (ATP B), ADH (alcool desidrogenase,) e BiP (proteina de ligacdo luminal). Os anticorpos

utilizados estdo associados ao estresse oxidativo, visto que 0 aumento na respiracdo e a
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producdo de etileno podem ser apontados como um tipo de resposta ao estresse (RESENDE,
2010).

Dos anticorpos avaliados (Figura 6A), a ATP 8 e a CAT validaram os resultados com
0s niveis de intensidades das bandas (Figura 6B) que corresponderam as expressdes das
proteinas identificadas no proteoma (Figura 6C). A ADH e a BiP ndo apresentaram 0 mesmo
perfil, porém, essa discordancia pode ser atribuida a percentagem geral de proteinas
identificadas no proteoma, uma vez que das 438 excisadas dos géis, apenas 221 foram
classificadas, permitindo inferir-se que alguns spots correspondentes a essas proteinas,

poderiam estar presentes, mas ndo foram identificados (Figura 6).
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Figura 6. Confirmacdo da espectrometria de massas por analise de Western blot. Perfil de
reconhecimento dos anticorpos anti-ADH; anti- ATP B; anti-catalase e anti-BiP (A), Quantificacdo da
intensidade relativa das bandas (B) e da percentagem de volume correspondente aos spots
identificados nos géis (C). Cruz das Almas, 2017.
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2.3.4 Interacgdo proteina-proteina

A analise das proteinas ortologas de A. thaliana permitiu a correspondéncia com 68 das
221 proteinas de Prata-And. A rede desenvolvida para as fases de maturagdo da cultivar em
estudo incluiu 1.021 proteinas para o estddio 1 de maturacdo (fruto verde) com 43.890
interacdes, 770 proteinas no estadio 4 (fruto em amadurecimento), com 14.672 interaces; e
16.133 interacdes no estadio 6 (fruto maduro) a partir de 893 proteinas (Figura 7). A unido
dessas redes gerou um interatbma com 1.155 nds e 45.581 conectores, o qual foi empregado
nas andlises.

Com base na intersecdo proposta pela rede de interacbes, o estadio 1 (fruto verde)
apresentou 4 proteinas exclusivas, o estadio 6 (fruto maduro) apontou 12 e o estadio 4 (em
amadurecimento) compartilhou 1 proteina com o estadio 6; ja as proteinas comuns, totalizaram

51, integrando as 68 proteinas homoldgas a A. thaliana (Arquivo suplementar 4: Tabela S4).

2.3.4.1 Analise de clusters e ontologia génica

O interatoma obtido foi dividido em 8 clusters funcionais e a avaliacdo das proteinas
mais relevantes foi realizada por meio da analise de centralidade que classificou as proteinas
em comuns, hubs e/ou gargalos (Arquivo suplementar 5: Tabela S5).

Os clusters 1 e 6 (Figura 7), quando comparados aos demais, apresentaram 0s maiores
nameros de proteinas de Musa spp., e essas fazem parte das funcbes de catabolismo proteico e

metabolismo de carboidratos, respectivamente. Entretanto, importante destacar a presenca do
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cluster 3, que apesar de ter apresentado apenas duas proteinas de Musa spp., esta diretamente

relacionado ao processo de amadurecimento.
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Figura 7. Rede de interacdes de proteinas ortélogas de A. thaliana relacionadas ao processo de matura¢do em Musa
spp., constituido por oito clusters funcionais. Cruz das Almas, 2017.

Entre as 21 proteinas do cluster 1 responsaveis pelo processo catabélico proteico, podem
ser citadas: amido sintase ligada ao granulo (GBSS) e a endoquitinase, consideradas proteinas
comuns para 0 interatoma e com poucas interacdes, porém importantes para 0 processo de
maturacdo. Ja a proteina dissulfeto isomerase, apesar de pertencer aos trés estadios na rede, foi
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identificada como gargalo, apresentando capacidade de se comunicar com outras proteinas ou
processos bioldgicos.

O cluster 3 nomeado de amadurecimento, apresentou as proteinas acido 1-
carboxilico-1-aminociclopropano oxidase e a LOC103987064 (3 hidroxiacil desidratase) como
as Unicas proteinas de Musa spp. integrantes do cluster, ambas com uma capacidade diferencial
de se comunicar com outras proteinas, sendo portanto denominadas de gargalo.

No cluster 6, ficaram reunidas 31 proteinas responsaveis pelo processo metabolico de
carboidratos. Entre elas, a Adenosil homocisteina comum a todos os estadios, e pectinesterase
exclusiva da rede do estadio 6 (fruto maduro), ambas classificadas como gargalo; ja a glicose-
6-fosfato isomerase, foi predita como hub-gargalo, sendo considerada fundamental para o

funcionamento da rede.

2.3.5 Niveis de expressdo das proteinas do interatoma de Musa spp.

No heatmap, é possivel constatar a alteracdo no perfil de expressdo das proteinas dos

estadios de maturacgdo 1, 4 e 6 (Figura 8).
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Figura 8. Analise de agrupamento hierarquico do nivel de expressdo das 68 proteinas de Musa spp. que foram
homologas as de A. thaliana. Cruz das Almas, 2017.
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Além da visualizagdo geral da rede de interacéo e do perfil de expressao das proteinas
que a constitui (Figura 7 e 8), foi possivel observar separadamente a rede de interacdo dos
clusters 1, 3 e 6 (Figura 9. Al, B1, C1), responsaveis pelos processos de catabolismo proteico,
amadurecimento e metabolismo de carboidratos, respectivamente, bem como a expressao das

proteinas que integram os clusters (Figura 9. A2, B2, C2).
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Figura 9. Redes de interacBes dos clusters 1, 3 e 6 responsaveis pelos processos de catabolismo proteico,
amadureciemnto e metabolismo de carboidratos, respectivamente (Al, B1 e C1) e Agrupamento hierarquico do
nivel de expressdo das proteinas correspondentes (A2, B2 e C2). Cruz das Almas, Brasil, 2017.
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Dentre as proteinas do cluster de metabolismo proteico (Cluster 1) (Figura 9.A1),
observa-se que a expressdo da dissulfeto isomerase (spot 236) responsavel pelo estresse
oxidativo e pela interacdo com transportadores de sacarose, aumentou de acordo com a
evolucdo da maturacdo, onde o estadio 1 (frutos verde) apresentou a menor expressdo e 0s
estadios 4 (fruto intermediario) e 6 (fruto intermediario) apontaram o maior pefil de expressao
(Figura 9.A2).

Ainda no cluster 1, observa-se, que a enzima amido sintase ligada ao granulo (GBSS)
(spot 151) que atua no processo de biossintese de amido mostrou-se mais expressa no estadio
4, fase intermediéria do amadurecimento e uma redugdo no estadio 6 (9.A2), indicando a
finalizagdo da génese do amido.

O perfil de expressdo da proteina endoquitinase (spot 217) entres os estadios de
maturacdo mostrou-se notavel (Figura 9.A2), com intensificacdo da expressdo durante o
amadurecimento.

No cluster relacionado ao amadurecimento (Cluster 3) (Figura 9.A1), a enzima é&cido 1-
carboxilico-aminociclopropano oxidase apontou maior nivel de expressao nos estadios 4 e 6
guando comparado ao estadio 1 (Figura 9.A2), esse fato se deve a funcdo da enzima, ja que a
mesma atua no processo de biossintese de etileno.

Para as proteinas de metabolismo de carboidratos (Cluster 6) (Figura 9.C1), percebe-se
que a expressdo da glicose-6-fosfato isomerase (spot 158) foi semelhante entre os estadios de
maturacdo (Figura 9.C2). Essa enzima é responsavel pelo processo de gliconeogénese, e atua
na transformacao da glicose-6-fosfato em frutose-6-fosfato, um dos intermediarios da glicélise.
Ainda no cluster 6 (Figura 9.C1), encontra-se a pectinesterase (spots 378 e 413) uma das
enzimas responsaveis pelo amaciamento da polpa de banana caracacteritica do
amadurecimento, o que explica a expressdo no estadio 6, fruto totalmente maduro (Figura
9.C2).

2.3.6 Expressao Génica

Com a importéncia das proteinas selecionadas para o amadurecimento e para a rede de
interacbes, foi possivel confirmar o padrdo de expressdo e investigar a relacdo entre a
transcricdo do gene e a proteina, utilizando para tal a técnica de PCR em Tempo Real. A analise
de transcritos mostrou a variacdo da expressao de um mesmo gene entre as amostras dos
diferentes estadios de maturacdo (Figura 10).

A comparacao entre a expressao da proteina e do gene para os trés estadios de maturacéo

so foi possivel para o acido 1-carboxilico-aminociclopropano oxidase (ACCO), que na analise
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protebmica apresentou expressao da proteina para os trés estadios e onde foi possivel observar
semelhancas entre as expressdes do gene e da proteina (Figura 10C).

De uma forma geral, dos cinco genes avaliados, trés apresentaram maior expressao para
a polpa madura (E6): proteina associada ao amadurecimento, invertase da parede celular e
glicose-6-fosfato isomerase (Figura 10.A2, B2 e D2). J& os dois genes restantes, acido 1-
carboxilico-aminociclopropano oxidase e pectinesterase, tiveram maior expressdo na polpa em
amadurecimento (E4) (Figura 10.C2, E2).
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Figura 10. Perfis de expressao relativa das proteinas e dos genes: Associado ao amadurecimento (A), Invertase da
parede celular (B), Acido 1-carboxilico-aminociclopropano oxidase (C), Glicose-6-fosfato isomerase (D) e
Pectinesterase (E), envolvidos no processo de maturagdo da polpa de banana de Prata-And durante os estadios de
maturacgdo 1, 4 e 6. As quantificacGes foram normalizadas utilizando os genes de referéncia Beta tubulina e Actina.

Cruz das Almas, 2017.
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2.4 DISCUSSAO

2.4.1 Cor da casca e fungdes moleculares

A coloracdo da casca avaliada de acordo com a escala de Von Loesecke (1950),
mostrou-se eficiente na distin¢do dos estadios de maturagdo de frutos da cultivar Prata-Ang,
permitindo a selecdo de trés fases do processo de maturacdo, inicial, intermediaria e de
consumo, representadas pelos estadios 1, 4 e 6, respectivamente.

A mudanca na coloragdo, apresenta-se como primeiro sinal perceptivo do inicio da
maturacdo, sendo portanto fator decisivo para o consumidor no momento da compra
(MATSUURA et al., 2004; CHITARRA e CHITARRA 2005). A alteragéo da cor verde para a
amarela por exemplo, indica a decomposicdo estrutural da clorofila por meio da ativacao da
enzima clorofilase e da sintese de carotenos, o que substitui a cor verde pela amarela nos frutos,
indicando a maturidade nos mesmos (MENDONCA et al., 2003)

Com o amadurecimento, além de mudangas na cor da casca, ocorrem alteracbes na
textura, no sabor, e no aroma, resultados da ativacdo do metabolismo da parede celular, da
sintese de acUcares, dos acidos organicos, e dos compostos volateis que provém das
modificacbes no padrdo de expressdao de varios genes (CROSS, 1987; TUCKER, 1993;
GIOVANNONI, 2004).

A analise de ontologia génica do conjunto de dados protedbmicos pelo software
Blast2GO, apontou funcdes moleculares relevantes para o processo de maturacao nos niveis
hierarquicos 2 e 3 da ontologia génica (Figura 5). O nivel 2, apesar de apresentar menor
anotacdo quando comparado ao nivel 3, identificou atividades de oxidoredutase para o E4 e de
transporte para o E6, 0 que ndo foi possivel identificar para o estadio 1 no mesmo nivel.

A identificacdo da classe de proteinas com fungfes de oxidoredutase e de transporte
para os estadios 4 e 6, respectivamente, em nivel de menor da anotacdo génica (nivel 2),
sugerem que a maioria das proteinas desses estadios estdo relacionadas com essas funcdes,
favorecendo a presenca da classe em niveis de menor complexidade quando comparada ao
estadio 1, onde essas funcdes s6 foram passiveis de detecgbes com o aumento do nivel
hierarquico para o nivel 3 (Figura 5).

Na classe de proteinas de atividade oxidoredutase por exemplo, encontram-se as
enzimas relacionadas com reacgdes de 0xido-reducdo que atuam em processos de respiracéo e
fermentacdo (BARBOSA et al., 2014).



84

O actimulo de antioxidantes como polifendis, podem variar de acordo com o estadio de
maturacdo (SEVERO et al., 2010). Durante o processo de maturacdo, o acimulo de enzimas
antioxidantes como a catalase é atribuida como resposta ao estresse oxidativo, que ocorre
principalmente no inicio da maturacédo, sendo considerada umas das enzimas responsaveis pela
remocao H>O> (LI et al., 2016).

O nivel 3 (Figura 5B), apresentou maior anotacéo génica, o que facilitou a visualizacdo
de um maior numero de func¢Bes ndo detectadas no nivel menor (nivel 2), indicando também
variacdo no valor percentual das fun¢bes moleculares, que apresentou-se maior ou menor de
acordo com a importancia da proteina para o respectivo estadio de maturag&o.

O E1 apresentou 59% de proteinas com funcGes de ligagéo de derivados de carboidratos,
enguanto os estadios 4 e 6 reduziram esse valor para 12 e 29%, respectivamente (Figura 5B).
Durante a maturacdo ocorre uma importante via metabdlica para o metabolismo de carboidratos
e é nessa etapa que o amido ¢ hidrolisado em sacarose (YUAN et al., 2017), apontando assim,
um maior percentual de proteinas envolvidas nessa funcdo para os frutos verdes, quando
comparados aos estadios finais de maturacao devido aos niveis de amido presentes na polpa.

Com o0 aumento da sacarose, ocorre a perda de firmeza da polpa e com isso a integracao
e participacdo de varias hidrolases que provocam a desintegracdo dos hidratos de carbono da
parede celular, tornando a polpa macia e apta para ingestdo (BRADY, 1987; GAYATHRI et
al., 2013). Essa caracteristica explica o maior percentual da classe de proteinas com atividade
de hidrolase no estadio 6 (56%), que é considerado o de consumo em relacdo aos estadios 1
(36%) e 4 (12%) (Figura 5B), onde a polpa ainda apresenta-se firme.

Esses resultados conjecturam que diferentes processos moleculares ocorrem durante a
fase pds-colheita e que as fungGes moleculares variam de acordo com o grau de maturacdo do

fruto.

2.4.2 Perfil diferencial das proteinas validadas por Western blot

A andlise de Western blot validou a presenca de proteinas como: a alcool desidrogenase
(ADH) (spots 92, 266, 437, 482), a ATP sintase beta (ATP B) (spots 128, 135) a catalase (spots
147, 149, 155, 491, 540, 542) e a chaperone molecular BiP (spots 198, 202, 425, 451, 551) e
permitiu avaliar a expressdo das mesmas, cuja abundancia foi alterada em resposta aos estadios
de maturacéo.

Na Figura 6C percebe-se 0 aumento da intensidade da enzima alcool desidrogenase
(ADH) do fruto verde (E1) para os frutos em amadurecimento (E4) e maduro (E6).
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Provavelmente essa enzima pode estar relacionada a biossintese do aroma volatil e possui
importante funcdo na formag&o de alcoois e ésteres, além de atuar na transformacéo de etanol
em acetaldeido, favorecendo o processo da diminuicdo de flavanoides (EDAGI e KLUGE,
2009; GUO et al., 2017).

Alguns estudos envolvendo o amadurecimento de banana, revelaram um aumento da
atividade enzimética da ADH relacionado ao avanco dos estadios de maturacao, indicando um
aumento da proteina em paralelo com a atividade (SKAKOUN e DAUSSANT, 1975; HYODO
etal., 1983).

Esses resultados sdo concordantes com os encontrados em frutos climatéricos como
mel&o e tomate, porém destoaram em frutos ndo climatéricos, como foi o caso do morango, no
qual houve uma reducédo da presenca da ADH durante o amadurecimento, indicando que nao
h& um padrdo na expressao, podendo a enzima estar associada ao perfil de amadurecimento de
cada fruto (ALMEIDA et al., 2015; SONG et al., 2015; GUO et al., 2017).

Jaaenzima ATP sintase (subunidade beta), apresentou maior intensidade na amostra do
estadio 4, etapa da maturacdo que envolve maiores mudancas bioquimicas entre as quais o
aumento da respiracdo e a producdo autocatalictica de etileno (WATADA et al., 1984).
Entretanto, no estadio 6, observou-se uma reducdo da intensidade dessa enzima fato que pode
ser atribuido a reducdo de sua atividade durante a maturacdo e senescéncia (PALMA et al.,
1995). Esses dados corroboram com os resultados encontrados em frutos de tomate, onde 0s
niveis de ATP sintase atingiram o pico durante o climatérico, sendo reduzido durante o
amadurecimento, indicando o declinio de 50% das subunidades a e  de ATP sintase durante o
processo de amadurecimento (HOLTZAPFFEL et al., 2002).

Para os dados de intensidade da enzima catalase, foi possivel observar uma maior
expressao no estadio 6 de maturacdo. Essa enzima é responsavel por catalisar a decomposicao
do peroxido de hidrogénio em agua, preservando as células das espécies reativas de oxigénio
que aumentam durante a maturacdo. No entanto, esse sistema de protecdo € eficaz apenas
durante o aumento do etileno, que coincide com a alta atividade da catalase, que é reduzida no
inicio da senescéncia (MASIA, 1998; GHASEMNEZHAD et al., 2008).

Esses dados corroboram com os resultados encontrados para a polpa de maga e mamao,
onde a atividade enzimatica foi maior nas amostras maduras, exibindo o mesmo perfil de
expressao identificado para a polpa de banana (MASIA, 1998; SRIVASTAVA e DWIVEDI,
2000; SHADMANI et al., 2015).

Na Figura 6C, a chaperone molecular BiP (proteina de ligacdo luminal), foi

representada pelo conjunto de proteinas da familia HSP70, que reconhecem o processo de
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maturagdo como um tipo de estresse. Para essas proteinas, observa-se no grafico o aumento
dos niveis de expressdo a medida que os frutos amadureceram e essa elevacdo poder ser
considerada como uma resposta ao estresse, a fim de manter a homeostase celular (SUN et al.,
2010; PONGPRASER et al., 2011).

O maior nivel de expressdo dessa proteina foi encontrado no estadio 6, que caracteriza
o fruto maduro. De acordo com Pongpraser et al. (2011), as mudangas que ocorrem durante a
maturacdo, como degradacdo da parede celular e excesso de agentes oxidantes na célula, séo
consideradas pelas HSP70 como sinais de instabilidade, justificando assim o aumento da

expressao.

2.4.3 Expresséo de proteinas e genes informativos do interatoma de Musa sp. envolvidos
no processo da maturacao.

A identificacdo das proteinas envolvidas nas fases de maturacdo da cultivar Prata-And
possibilitou a elaboracdo da primeira abordagem interatdbmica em Musa spp. A construcdo do
interatoma foi baseada no acervo das interacfes proteina-proteina de Arabidopsis thaliana,
disponivel no banco de dados String. Os produtos proteicos do genoma de A. thaliana
participam de aproximadamente 200.000 interacOes proteina-proteina, o que torna a espécie
bastante informativa (LIN et al., 2009).

Na analise do interatoma, os clusters 1 (catabolismo proteico) e 6 (metabolismo de
carboidratos), se destacaram por concentrarem o maior nimero de proteinas de A. thaliana
homologas a Musa spp., e por apresentarem fungdes efetivas com o amadurecimento. Ja o
cluster 3 do interatoma apresentou apenas duas proteinas homdlogas a espécie em estudo,
porém com funcdo diretamente relacionada ao amadurecimento. Os niveis de expressdo dessas
proteinas podem ser observados na Figura 9. Para os clusters restantes, observa-se que a maioria
das proteinas foram agregadas a rede, ndo apresentando homologia com Musa spp. (Figura 7).

2.4.3.1 Proteinas associadas com o processo de catabolismo proteico (Cluster 1)

No cluster 1, a proteina dissulfeto isomerase (spot 236), apontada como gargalo dentro
da rede interacBes (Arquivo suplementar 5: Tabela S5), apresentou aumento no nivel de
expressao com o avango dos estadios de maturacdo (Figura 9A). A auséncia de trabalhos na
literatura que relatem o envolvimento dessa proteina em processos de maturacdo para Musa
spp., classifica esse estudo como o primeiro a identificar e relatar o envolvimento da dissulfeto

isomerase no processo de amadurecimento da espécie.
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Alguns trabalhos identificaram a interagdo da proteina dissulfeto isomerase com genes
transportadores de sacarose em batata (SUT1) e em tomate (SUT4), fato também observado em
péra (KRUGEL et al., 2012; GAO et al., 2016). O silenciamento desse gene em frutos de
morango reduziu significativamente os niveis de transcri¢ao e os teores de sacarose, retardando
0 amadurecimento dos frutos; por outro lado, a sua super expressdo aumentou 0s niveis de
sacarose e acelerou o amadurecimento (JIA et al., 2013).

Dessa forma, infere-se que o aumento no nivel de expressdo da proteina dissulfeto
isomerase pode estar correlacionada ao acumulo de acucares pelo transportador de sacarose, ja
que ocorre interagdo entre ambos, o que justifica a elevacdo da expressdo dessa enzima no fruto
maduro, onde o teor de aglcares é maior.

Analises dos niveis de transcritos de dissulfeto isomerase em alfafa revelaram maior
expressao na flor madura quando comparada com a raiz e a folha (SHORROSH e DIXON.,
1991). Resultados semelhantes também foram observados em estudos com A.thaliana, onde
relatou-se o envolvimento da proteina disulfide-isomerase na maturacdo das estruturas das
flores, como o tubo polinico e o saco embrionario (CHO et al., 2011).

Diante dessas informacdes, € possivel constatar a relacdo dessa proteina com a
maturidade de estruturas vegetais, reforcando a descoberta inédita dessa proteina no processo
de amadurecimento de frutos de banana.

Dada aimportancia da dissulfeto isomerase para o interatoma, e sabendo-se da interacéo
da mesma com o transportador de sacorose e da correlacdo desse ultimo com o
amadurecimento, recomenda-se a investigacdo em nivel de silenciamento génico, para
confirmar o seu papel como um possivel regulador do amadurecimento Musa spp.

No cluster 1 (Figura 9A), a analise do nivel de expressdo da enzima amido sintase ligada
ao granulo (GBSS) (spot 151), também conhecida como proteina cerosa, demonstrou um
aumento da expressdo do E1 para o E4, seguida de uma reducdo no E6. Essa enzima é
responsavel pela biossintese da amilose, um dos constituintes do amido, principal carboidrato
de cereais, tubérculos, leguminosas e fruteiras (MIAO et al., 2014).

Estudos como a inibi¢do da expressdao de GBSSI por RNAI e silenciamento de genes
em batata doce e trigo, respectivamente, resultaram em uma batata transgénica isenta de amilose
e em uma reducdo significativa nos teores desse polissacarideo em trigo, evidenciando a
importancia dessa proteina na regulacdo da formacdo de amilose (OTANI et al., 2007 e
WILLIAMS et al., 2007).

Em trabalhos com banana a enzima GBSS apresentou maior atividade durante o

desenvolvimento dos frutos, etapa de maior acimulo de reservas de amido, seguida de uma
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reducdo apos a colheita; além de uma diminui¢do nos niveis de transcritos dessa enzima no
mesmo periodo (CLENDENNEN et al., 1997 e MIAO et al., 2014).

Parte das alteracdes fisiologicas que ocorrem no fruto durante o processo de maturacao
sdo devido a uma resposta a producéo de etileno (BURDON et al., 1994). Portanto, € provéavel
que 0 aumento no nivel de expresséo da enzima GBSS no E4 de maturag&o seja regulado pelo
etileno e que nesse estadio encontra-se em maior atividade quando comparado com o inicio
(E1) e final da maturacéo (E6).

A proteina identificada como associada ao amadurecimento (spot 506), detectada apenas
no fruto verde (E1) ndo permaneceu no interatoma apds o blast com A. thaliana, porém, sua
sequéncia apresentou 97% de semelhanga com a endoquitinase (spot 217), proteina integrante
desse cluster e presente nos trés estadios de maturacao, onde o nivel de abundancia aumentou
com o avanco da maturacdo (Figura 9A2). Esses dados concordaram com os resultados da
analise de PCR em tempo real, onde 0 gene correspondente se expressou nos trés estadios de
maturacdo, com um aumento gradual da expressdo (Figura 10A2). Estudo com o0 gene
endoquitinase em bananas do subgrupo Cavendish mostrou abundéncia no nivel de expressédo
durante todo o processo de amadurecimento do fruto (XU et al., 2007).

Em experimentos realizados com bananas utilizando diferentes tratamentos para avaliar
0s niveis de expressao do gene de endoquitinase (MaECHI1), foi possivel observar o aumento
gradual da expressdo génica para os frutos amadurecidos naturalmente. J& para os frutos que
foram submetidos a etileno exdgeno, percebeu-se aumento de 300 vezes maior da expressdo
génica, quando comparados aos frutos amadurecidos naturalmente. Na presenca de 1-metil-
ciclo-propeno (1-MCP) considerado um inibidor da biossintese de etileno, foi possivel verificar
a represséo desse gene (LIU et al., 2012).

Os resultados da expressdo génica dos frutos amadurecidos naturalmente corroboram
com os dados encontrados no presente trabalho, indicando que aumento progressivo da
expressao do gene endoquitinase, correlaciona-se com o processo de amadurecimento, ao que
sugere a regulacao do gene durante a maturacao.

Apesar de ndo pertencer a rede de interacGes, a proteina invertase da parede celular
(CWINV) (spots 489, 414) (Arquivo suplementar 2: Tabela S2), possui importante funcdo no
processo de metabolismo de carboidratos. Os spots identificados no proteoma foram
encontrados apenas nos estadios 4 e 6, inferindo-se uma relagdo com a maturacédo ja que a
mesma nao foi detectada no fruto verde. A expressao génica de CWINV (spot 489), foi up-
regulated com a evolugdo dos estadios, revelando uma correspondéncia com o progresso do

processo de maturacdo (Figura 10.B2).
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A CWINV é responsavel por hidrolisar a sacarose em glicose e frutose, onde séo
removidos por meio de transportadores de hexoses para as células do parénquima. Aglcares
sdo moléculas sinalizadoras com potencial de regular o metabolismo celular e alocacdo de
recursos energeticos, o que justifica a crescente expressao do gene, ja que no E6, encontram-se
0s maiores teores de aglcares (RUAN et al., 2010; HU et al., 2016). Esses resultados
correspondem aos encontrados em frutos de bananeira do subgrupo Cavendish e em fruteiras
como jaca, onde foi relatado a regulacéo do acucar pela CWINV (FILS-LYCAON et al., 2011;
HU et al., 2016).

2.4.3.2 Proteinas associadas com o amadurecimento (Cluster 3)

O cluster 3 concentra poucas proteinas de Musa spp., porém estdo diretamente
relacionadas ao processo de amadurecimento, como €é o caso da enzima &cido 1-carboxilico-
aminociclopropano oxidase (ACCO) (spot 44 e 218) que participa da via de sinalizacdo do
etileno, importante fitohormoénio da maturacdo em frutos climatéricos como a banana (REID,
1995). De acordo com Poloni et al. (2014), a ACCO foi considerada uma proteina gargalo
dentro da rede de interagdes devido a sua capacidade funcional de se interagir com outras
proteinas no interatoma sendo, portanto, importante para o processo de maturacao.

Em nivel protedmico, observou-se que o fruto em amadurecimento (E4), apresentou o
nivel de expressao superior aos frutos verdes (E1) e maduros (E6), que conservaram 0s mesmaos
valores entre si (Figura 10.C1). A andlise de expressdo do gene correspondente a enzima
ACCO, também foi maior para o fruto em amadurecimento (E4), o que confirma o padrdo de
expressao da proteina. Nos estadios 1 e 6, percebe-se que os niveis de transcritos foram maiores
no fruto maduro (E6), o que caracteriza a maior ac¢ao do etileno em relacdo ao fruto verde (E1)
(Figura 10.C2). Assim, percebe-se que a reducdo da expressdo do gene no E6, pode estar
relacionada a diminuicdo do oxigénio, ja que o fruto totalmente maduro se aproxima da fase de
senescéncia.

Estudos protedmicos com damasco, mamao e banana, também revelaram maior
abundancia da proteina acido 1-carboxilico-aminociclopropano oxidase (ACCO) em frutos em
amadurecimento, onde apresentam maiores picos de respiracdo e biossintese de etileno
(D'AMBROSIO et al., 2013; NOGUEIRA et al., 2012; TOLEDO et al., 2012).

Além da proteina ACCO, outras proteinas como S-Adenosil L-homocisteina hidrolase
(SAHH) (spots 26, 131, 139, 172, 186, 231, 277, 461, 464, 536) e S-adenosil metionina sintetase
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(SAM) (spot 100) (Arquivo suplementar 2: Tabela S2), também participam da rota de
biossintese do etileno e foram identificadas no proteoma da ‘Prata-Ana’.

A maioria dos spots correspondentes a proteina SAHH apresentaram maior nivel de
expressao para o estadio 4 de maturacdo. O mesmo ocorreu com spot que representa a SAM
(Arquivo suplementar 2: Tabela S2). De acordo com Chitarra e Chitarra (2005), para frutos
climatéricos como a banana, a producdo do etileno aumenta ap6s o inicio do processo de
amadurecimento que marca as fases de desenvolvimento e senescéncia dos frutos. Assim, entre
os estadios 1, 4 e 6, o estadio 4 pode ser considerado passivel das maiores mudancas
relacionadas a biossintese do etileno; fato comprovado pelo aumento do nivel de expresséo das
proteinas precussoras do etileno nesse estadio.

Para esse estudo, a proteina S-Adenosil L-homocisteina hidrolase (SAHH) foi
considerada a mais abundante, e essa caracteristica pode ser atribuida a modificacGes pos-
traducionais, pois a presenca da mesma foi dectada em diferentes pontos do proteoma,
sugerindo a presenca de isoformas. Infere-se ainda que o acimulo dessa proteina em banana
esteja relacionado ao aumento de SAM na sintese de etileno e a metilacdo do DNA, ja que a
mesma é responsavel pela regulacdo das reacfes de metilacdo (TOLEDO et al., 2012).

Durante a maturacdo, a SAM, que provém da metionina, € convertida no &cido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) pela a¢do da enzima em ACC sintetase. Em condicdes
aerdbicas, o ACC ¢ convertido em etileno pela enzima ACC oxidase (ADAMS & YANG,
1979). Ja a SAHH participa do ciclo da metionina como enzima chave na regulacao das rea¢oes
de metilacdo intracelular, que sdo dependentes de SAM. Uma das fun¢fes de SAHH é catalisar
0 subproduto de SAM, que é a enzima S-adenosil-I-homocisteina (SAH) em homocisteina e

adenosina, etapas indispensaveis a sintese de etileno (DU et al., 2014).

2.4.3.3 Proteinas associadas com o processo de metabolismo de carboidrato (Cluster 6)

A enzima glicose-6-fosfato isomerase, ou fosfoglucose isomerase (spot 158), catalisa a
conversdo de frutose-6-fosfato em glicose-6-fosfato, que é entdo convertida em glicose-1-
fosfato pela fosfoglicomutase, necessaria para a biossintese de amido, considerado produto final
da via metabolica do ciclo de Calvin Benson. Essa enzima exerce importante papel na fixacdo
do carbono, atuando na sintese dos produtos da fotossintese como o0 amido e a sacarose (STREB
etal., 2009; SANCHEZ-LOPEZ et al., 2016).

Dentro do interatoma a glicose-6-fosfato isomerase foi classificada como hub gargalo
(Arquivo suplementar 5: Tabela S5), pois possui alto valor de conectividade, apresentando uma
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capacidade funcional de comunicagdo com outras proteinas e processos bioldgicos, considerada
fundamental para o funcionamento da rede (POLONI et al., 2014).

Em relacdo ao nivel de expressdo dessa proteina, foi possivel observar que as amostras
do fruto verde (E1) e maduro (E6) mantiveram niveis semelhantes, embora a proteina no E1
tenha apresentado a expressdo um pouco maior quando comparada ao E6 (Figura 10.D1).
Apesar do estadio 4 ndo ter revelado a glicose-6-fosfato isomerase, esse fato ndo significa a
inexisténcia da mesma para a amostra, mas uma possivel falha em sua deteccdo. Com auxilio
da analise de PCR em tempo real, foi possivel detectar a presenca do gene que expressa a
glicose-6-fosfato isomerase nos trés estadios de maturagdo, bem como 0 aumento da expressao
da mesma durante a maturacdo (Figura 10.D2).

Nesse caso, foi possivel observar que o gene foi up-regulated para o E6, enquanto que
a expressdo da proteina para 0 mesmo estadio se mostrou down- regulated regulada (Figura
10D), evidenciando a auséncia da relacdo entre a transcricdo do gene e o nivel de expressdo
dessa proteina.

Assim, percebe-se gque as proteinas podem ou ndo ocorrer em propor¢do com 0s niveis
de mRNA. E esses niveis podem ser determinados pela relacdo entre as taxas de processo e
degradacdo das moléculas participantes. Para que ocorra a producdo e manutencdo das
proteinas, € necessario que haja a transcri¢éo, processamento e degradagdo de mMRNAS para que
aconteca a traducdo, modificacdo e destruicdo programada das mesmas. Dessa forma, o nivel
de expressdo das proteinas reflete o equilibrio dindmico entre esses processos, podendo variar
com os eventos poés-traducionais (VOGEL e MARCOTTE, 2012 e GAO et al., 2016). O
aumento da expressdo génica durante a evolucdo dos estadios avaliados, revela a relacdo do
gene glicose-6-fosfato isomerase com o processo de maturacdo dos frutos.

Em pesquisas com as cultivares Nanica, Nanicdo e Ouro, a enzima glicose-6-fosfato
isomerase apresentou maior atividade em frutos maduros, inferindo que o aumento da atividade
pode estar relacionado com a quantidade de sacarose na polpa do fruto ja que essa ¢ a fase de
maior incremento no teor de aglcares (CORDENUNSI et al., 2001; resultados condizentes com
a expressdo do gene em questao.

Além das alteragdes bioquimicas nos teores de amido e sacarore, 0 processo de
maturacdo também inclui mudancas estruturais, que afetam, por exemplo, a firmeza da polpa,
modificando as propriedades estruturais da parede celular (FISCHER e BENNETT, 1991).
Essas etapas envolvem a ativacédo de diferentes enzimas tais como a pectinesterase (spots 378,
413), a inibidor da poligalacturonase (spot 480), o poligalacturonase e a pectato liase (Arquivo

suplementar 2: Tabela S2). Dentre as proteinas citadas, a pectinesterase foi a Unica que
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permaneceu no interatoma (Arquivo suplementar 5: Tabela S5), fato justificado pela alta
homologia com A. thaliana (MINIC et al., 2009).

A parede celular é composta principalmente por celulose, hemicelulose, pectina e
lignina e 10% da sua massa refere-se a proteinas da parede celular, que sdo responsaveis por
diversas funcbes. A pectinesterase, por exemplo, € responsavel por alteragdes na textura e
degradacédo da parede primaria, cujo componente principal € a pectina, que sofre processos de
solubilizacdo e despolimerizagdo, contribuindo para o afrouxamento da parede, que é uma
resposta & maturacao dos frutos (FISCHER e BENNETT, 1991; MINIC et al., 2009).

A enzima pectinesterase foi identificada apenas no estadio 6 (spots 378 e 413) (Figura
9.C2 e Arquivo suplementar 2: Tabela S2), sendo o periodo de maturacdo apontado como o de
maior atividade para as enzimas de parede celular, e 0 de amadurecimento como o estadio de
inicio da reducdo da atividade (KAUR et al., 2014; PALAPOL et al., 2015).

O aumento da atividade nos frutos que estdo amadurecendo deve-se a elevacgao do teor
de pectina devido a conversdo de proto-pectina insolivel em pectina solGvel, esta Ultima
atuando como um substrato para a pectinesterase (KAUR et al., 2014). A expressdo do gene da
pectinesterase mostrou-se up-regulated no meio da maturacédo (E4), diminuindo a sua expressao
no final, quando o fruto se apresentou completamente maduro (E6) (Figura 10.E2).

Essa enzima é responsavel pela hidrélise de grupos éster metilico de pectina, que resulta
na desesterificacdo das substancias esterificadas, tornando-as vulneraveis a acdo da
poligalactutonase (PG) (WONG, 1995). Essa por sua vez, tem sua a atividade reduzida pela
presenca do inibidor de poligalacturonase (spot 480). De acordo com Samaranayake e Sastry
(2016), a firmeza em frutos de tomate diminui a medida que a atividade da PG aumenta. Assim,
percebe-se que a presenca da proteina inibidora da polygalacturonase exclusiva no E4, auxilia
na conservacdo da firmeza da polpa.

A reducdo da expressdo da pectinesterase durante o amadurecimento reflete a maior
participacdo da enzima durante a maturacdo, periodo que ocorre a desmetilacdo dos
polissacarideos da pectina, a medida que s&o incorporados a parede celular, o que ndo minimiza

sua importancia na desintegracao da mesma (VERMA et al., 2015).
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Em geral, a maioria das proteinas indentificadas na polpa de ‘Prata-Ana’ possuem
funcbes moleculares relacionadas as atividades de hidrolase, oxidoredutase e ligacdo de
derivados de carboidratos e apresentaram-se up-regulated durante o processo de maturagédo
(Figura 11), essa caracteristica esta relacioanada com a necessidade do ajuste das atividades

fisiologicas e bioquimicas durante o amadurecimento.

Atividade de hidrolase
Atividade Oxidoreductase

Ligacéo de derivados de carboidratos

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
m Up regulated = Down regulated

Figura 11. Distribuicdo das proteinas diferencialmente expressas da cultivar de banana Prata-And em resposta ao
processo de amadurecimento, de acordo com o0s niveis de expressdo para as fun¢des moleculares de hidrolase,
oxidoredutase e Ligacgéo de derivados de carboidratos. Cruz das Almas, 2017.
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CONCLUSOES

Este trabalho relata o primeiro estudo protedmico de maturagdo com frutos de bananeira
da cultivar Prata-Ana. A anélise do proteoma mostrou que o0 nimero de proteinas envolvidas
em Vérias vias celulares é afetado durante os estadios de maturacéo, apresentando respostas
especificas na presenca de proteinas exclusivas.

A primeira rede de interagcdes proteina-proteina de Musa spp. baseada nas proteinas
ortdlogas de Arabidopsis thaliana, forma agrupamentos consistentes, onde agregaram-se de
acordo com as fungdes envolvidas no processo de maturagao.

A identificacdo de proteinas-chave na rede de maturacdo, possibilita o estudo da
expressao do gene correspondente, a exemplo da enzima é&cido 1-carboxilico-
aminociclopropano oxidase (ACCO), que apresentou 0 mesmo nivel de expressdo da proteina,
tendo portanto, sua expressao validada.

Verificou-se uma possivel modificagdo pos-traducional, observada pela divergéncia
entre 0s niveis de expressao proteica e génica da glicose-6-fosfato isomerase.

A proteina dissulfeto isomerase, caracterizada com alta capacidade funcional de
comunica¢do com outras proteinas (gargalo), reflete uso potencial como regulador do
amadurecimento. Assim, recomenda-se estudos mais aprofundados que possam auxiliar na
caracterizagéo do gene.

A compreensdo das etapas do processo de amadurecimento utilizando a analise
protedmica, bem como a identificacdo dos genes responsaveis por esse processo a partir da
primeira rede de interacfes de Musa spp., classifica a pesquisa como inédita e inovadora para
a area de pos-colheita, podendo auxiliar no desenvolvimento de cultivares com maior vida util
pos-colheita, em especial do subgrupo Prata, onde o principal fator limitante as exportacées diz

respeito a falta de adaptacao para transporte em longas distancias.
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CONSIDERACOES FINAIS

A identificacdo da melhor época de plantio para as cultivares do subgrupo Prata na
regido do Recbncavo da Bahia permite ao produtor o melhor aproveitamento dos recursos
naturais, visando aumentar a produtividade e a obtencao de frutos com maior valor de mercado;

O presente projeto é pioneiro em estudos protedmicos associados com a poés-colheita
em bananeiras do subgrupo Prata. Além disso, esse € o primeiro trabalho a utilizar a biologia
de sistemas para melhorar a compreensao sobre 0s processos associados com o amadurecimento
de frutos em Musa spp. 0 que permitird em um futuro proximo desenvolver cultivares com
melhor perfil pos-colheita, em especial com maior vida util pés-colheita, favorecendo inclusive
a exportacdo dos frutos da Prata-Ana.

A analise do proteoma e a identificacdo de genes, a partir da rede de interacdes de Musa
spp., classifica a pesquisa como inédita e inovadora para a area de pds-colheita, podendo
auxiliar no desenvolvimento de cultivares com maior qualidade pds-colheita, em especial do
subgrupo Prata;

Este estudo contribui para o avanco e uso futuro da cisgenia para a espécie visando
aumento da qualidade do fruto, bem como o desenvolvimento de marcadores especificos para

uso na selecéo assistida visando a selecdo de gen6tipos com maiores teores de amido e sacarose.
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Arquivo suplementar 1: Tabela S1. Iniciadores utilizados para avaliacdo da expressao génica de genes envol
amadurecimento da polpa de frutos da cultivar Prata-Ana.

GENES ABREVIACOES SEQUENCIAS
1-Aminocyclopropane-1- Mul - F: 5’>-AGATCCTCCGAGATGCTTGCG-3’
carboxylate oxidase AMICYCOXI R: 5’- GCTTTGTTGGCGAACTCGTTGAAC-3’

F: 5’-CCTCAGAGGCAAACACGTTGTTGT-3’

Cell wall invertase Macwi R: 5"-CGAATGCTACCTCCACATCCGC-3’
e[S T
comerse oyl MEBLUCEPHOS 4 35 C s TG TTcoAGGeTOTC0S
i MRIPENASSOC A ARGOATCTGCTAAGCTTCC S
*Acting ACLLMU F: 5-CCCAAGGCAAACCGAGAGAAG-3’

R: 5’-GTGGCTCACACCATCACCAG-¥»

* Genes enddgenos (PODEVIN et al., 2012).
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Arquivo suplementar 2: Tabela S2. Proteinas diferencialmente expressas identificadas nas amostras de polpa de banana da cultivar Prata-And nos estadios de
maturacdo 1, 4 e 6. Cruz das Almas, Brasil, 2017.

Number
Theoretical Mowse Sequence of
Spot Accession Protein ID Specie pl/MM q matched
(KDa) Score Coverage peptides
4 gi[695038450  Protein p21-like Musa acuminata subsp. 7.34/25060 938 51% 44
Malaccensis
7 gi|270064283  Abscisic stress ripening Musa itinerans var.itinerans  6.10/ 329 39% 6
. . , : Musa acuminata subsp. 0
9 0i|695075287  Triose phosphate isomerase, cytosolic malaccensis 5.72/16163 150 8% 2
15 0i|695075287  Triose phosphate isomerase, cytosolic Musa acuminata subsp. 5.72/27348 332 18% 6
Malaccensis
. . : . Musa acuminata subsp. 0
18 0i|695047943  Stem-specific protein TSJT1-like Malaccensis 5.38/25451 97 4% 1
19 gi[695080349  Salicylic acid-binding protein 2-like Musa acuminata subsp. 5.19/30581 180 13% 4
Malaccensis
. Hypothetical protein . 0
21 0i|224121954 POPTR_0012509720g Populus trichocarpa 8.24/26985 113 10% 2
24 gil6073860  Beta-1, 3-glucananse g"r“cffpa"“m'”ata AAA 8.84/36356 94 10% 2
26 gi[633911992  S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase g'&','zcgs poridium sp. ATCC 5 4754793 g6 2% 1
27 gil6073860  Beta-1, 3-glucananse g":‘;jpacum'”ata AAA 8.84/36356 267 16% 6
30 0i[695004884 Thiamine tr_nazole synthase 2, Musa acuminata subsp. 6.15/37831 292 17% 4
chloroplastic Malaccensis
33 gi[695004811  Isoflavone reductase-like protein k/l/lusa acuminata subsp. 6.10/34070 501 41% 11
alaccensis
35 gi|695035834  Lactoyl glutathione lyase-like Musa acuminata subsp. 5.14/38335 135 8% 3
Malaccensis
37 gi[695004811  Isoflavone reductase-like protein Musa acuminata subsp. 6.10/34070 743 60% 26

Malaccensis
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Musa acuminata subsp.

39 gi|695061056  Cysteine synthase-like . 5.48/34047 605 42% 10
malaccensis
. Putative amino cyclo propane 0
44 gi|42491193 carboxylate oxidase Musa AAB Group 5.02/35849 306 21% 8
PREDICTED: Pyruvate dehydrogenase Musa acuminata subs
51 0i|695029484  E1 component subunit beta-1, malaccensis - 5.87/40010 541 27% 8
mitochondrial
58 0i|11133373 Full=Malatedehydrogenase, cytoplasmic  Medicago sativa 6.39/35866 101 9% 3
59 gi[695022626  Malate dehydrogenase Musa acuminata subsp. 6.00/35814 325 39% 11
malaccensis
. Glyceraldehyde-3-phosphate Musa acuminata subsp. 0
61 91695072435 dehydrogenase 2, cytosolic-like malaccensis 7.712/36911 443 26% 9
62 gi[695004811  Isoflavone reductase-like protein Musa acuminata subsp. 6.10/34070 319 2204 6
malaccensis
. Glyceraldehyde-3-phosphate . 0
63 gi|56069874 dehydrogenase, partial Musa acuminata 6.22/36089 252 17% 7
64 0i|729344560  Cytochrome P450 94C1-like Tarenaya hassleriana 8.03/57154 54 1% 1
. Full=Glyceraldehyde-3-phosphate . 0
65 i|462137 dehydrogenase, cytosolic Dianthus caryphyllus 6.46/37105 76 7% 2
. Glyceraldehyde-3-phosphate Musa acuminata subsp. 0
66 0ij462137 dehydrogenase 2, cytosolic malaccensis 7.70/3683 220 13% !
68 gi[695016847  Glutelintype-B 2-like Musa acuminata subsp. 4.97/38469 476 19% 7
malaccensis
70 0i[695017646 Malate dehydrogenase, mitochondrial- Musa acuminata subsp. 7 59/36519 589 2306 8
like malaccensis
' Uncharacterized oxido reductase Musa acuminata subsp. 0
74 0i|695022103 At4g09670 malaccensis 6.09/39701 204 11% 3
76 gil695039085  Polyphenol oxidase, chloroplastic-like ~ MUS& acuminata subsp. 6.43/64392 200 6% 4
malaccensis
79 0i[695017646 I\_/Ialate dehydrogenase, mitochondrial- Musa acuminata subsp. 7 59/36519 232 129 3
like malaccensis
83 gi[695012197  Protein DJ-1 homolog D Musa acuminata subsp. 5.40/42027 170 6% 3

malaccensis
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Musa acuminata subsp.

85 gi|695052859  Phosphoglycerate kinase, cytosolic-like . 5.47/42465 160 6% 3
malaccensis
. Glyceraldehyde-3-phosphate . 0
89 gi|56069874 dehydrogenase, partial Musa acuminata 6.22/36089 283 19% 6
. Probable LL-diamino pimelate Musa acuminata subsp. 0
91 0/694999136 aminotransferase, chloroplastic malaccensis 6.62/51024 480 26% 11
. Musa acuminata subsp. 0
92 gi|695006086  Alcohol dehydrogenase 1 malaccensis 6.15/41725 1110 47% 21
94 0i|2253219 Actin 2, partial Podocarpus macrophyllus 5.36/37114 600 44% 10
95 gil695032178  Elongation factor Tu, chloroplastic-like ~ MuSa acuminata subsp. 6.20/52179 82 5% 3
malaccensis
97 gi[694995139  PREDICTED: actin-2-like Musa acuminata subsp. 5.24/41891 711 56% 26
malaccensis
. ) - Musa acuminata subsp. 0
100 0i|694998285  S-adenosyl methionine synthasel malaccensis 5.62/43741 459 21% 8
Glucose-1-phosphate adenylyl .
112 il694996781 transferase small chloroplastic Musa acuminata subsp. 7.62/57803 88 5% 2
. malaccensis
amyloplastic
120 gil657958821 )F('gox protein At3g58530-like isoform 1) < domestica 6.78/40569 53 2% 1
. UTP-glucose-1-phosphate uridylyl . 0
123 0i|12585489 transferase: Musa acuminata 5.48/51501 678 37% 18
UTP-glucose-1-phosphate uridylyl
. transferase; AltName: Full=UDP-glucose . 0
124 gi|12585489 oyrophosphorylase; Short=UDPGP; Musa acuminata 5.48/51501 1860 60% 33
Short=UGPase
UTP-glucose-1-phosphate uridylyl
125 . transferase; pyrophosphorylase; . 0
0i|12585489 Short=UDPGP: Short=UGPase Musa acuminata 5.48/51501 602 31% 17
128 gil460382474 TP synthase subunit beta, Solanum lycopersicum 5.94/509339 533 25% 10
mitochondrial
130 gil695029041  Enolase 2 Musa acuminata subsp. 5.67/48255 52 6% 2

malaccensis
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Full=Adenosylhomocysteinase;

131 Qi|417744 Short=AdoHcyase; AltName: Full=S- Petroselinum crispum 5.60/53774 99 4% 2
adenosyl-L-homocysteine hydrolase
133 gi|780372 Enolase g:gfj% sativa Japonica 5.42/48299 248 10% 3
. ATP synthase subunit beta, Musa acuminata subsp. 0
135 gi|695060087 mitochondrial-like malaccensis 5.84/59536 957 41% 27
139 il695055511  Adenosyl homocysteinase Musa acuminata subsp. 5.95/53709 365 21% 9
malaccensis
140 gi|2274988 Unnamed protein product, partial \F}Slrgae;]em vulgare subsp. 6.14/12431 59 8% 1
142 gil695029041  Enolase-like Musa acuminata subsp. 5.67/48255 413 39% 19
malaccensis
. Leucine amino peptidase 2, Musa acuminata subsp. 0
145 0i|695044838 chloroplastic-like malaccensis 5.51/55810 304 10% 4
147 gi[157418810 catalase 2 gr‘ﬁpac“m'”ata AAA 6.75/57325 548 21% 10
149 gi[157418810 Catalase 2 g"ruosjpacum'”ata AAA 6.75/57325 63 5% 3
150  gil596966074  Granule-bound starch synthase ;"e“bsr?nzcum'”ata var. 7.66/67382 1193 38% 20
151 gi|596966000  Granule-bound starch synthase, partial Musa AAB Group 7.23/67433 169 5% 4
. Aldehyde dehydrogenase family 2 Musa acuminata subsp.
154 0i[695024856 member B7, mitochondrial-like malaccensis 6.71/59225 136 21% 12
155  gi[l57418810 Catalase 2 g"r“cffpa"“m'”ata AAA 6.75/57325 57 5% 2
157 gij223450696  Mitochondrial benzaldehyde Antirrhinumma jus 6.45/58609 65 2% 1
dehydrogenase
158 0i[695040240 Glucos§-6-phosphate isomerase, Musa acuminata subsp. 5 84/63085 118 4% 3
cytosolic malaccensis
162 9i[695007505 4-a|pha-glu_canotransfera_se DPE1, Musa acun_1|nata subsp. 6.14/65807 304 13% 6
chloroplastic/amyloplastic malaccensis
163 gij302761766  Hypothetical protein Selaginella moellendorffii ~ 9.30/28974 28 9% 2

SELMODRAFT_405445
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Musa acuminata subsp.

165 0i|695051443  Phosphglucomutase, chloroplastic malaccensis 5.73/68272 206 13% 8
. 4-alpha-glucano transferase DPE1 Musa acuminata subsp. 0
167 91695007505 chloroplastic/amyloplastic malaccensis 6.14/65807 455 20% 10
168 gi|695058757  Betaine aldehyde dehydrogenase 2-like m:lzac?:#sr?smata SubSp. 5.48/55922 177 3% 3
Full=Adenosyl homocysteinase;
172 gi|l417745 Short=AdoHcyase; AltName: Full=S- Triticum aestivum 5.65/54086 110 4% 2
adenosyl-L-homocysteine hydrolase
. Rubisco large subunit-binding protein Musa acuminata subsp. 0
173 gi|695077956 subunit alpha-like malaccensis 5.32/60914 1057 31% 16
Full=Rubisco large subunit-binding
protein subunit beta, chloroplastic;
174 0i|134104 AltName: Full=60 kDa chaperonin Brassica napus 6.56/62776 100 2% 1
subunit beta; AltName: Full=CPN-60
beta; Flags: Precursor
. Rubisco large subunit-binding protein Musa acuminata subsp. 0
175 011695060405 subunit beta, chloroplastic malaccensis 6.02/65369 533 17% 10
176 @i[1035958129 ngiztlhe“ca' protein ACMD2_23678, 5 nas comosus 8.50/34588 52 206 1
. RecName: Full=Putative cytochrome ¢ : 0
178 0i|109892850 oxidase subunit Il PS17, partial Pinus strobus 9.62/1707 65 100% 2
179 gi695053389  Phosphoglucomutase, cytoplasmic 2 Musa acuminata subsp. 5.96/63805 53 7% 4
malaccensis
180 0i|672162181  2-hydroxyacyl-CoA lyase-like Phoenix dactylifera 6.09/62662 68 2% 1
RecName: Full=Alpha-1,4
glucanphosphorylase L-1 isozyme,
181 0i|130173 chloroplastic/amyloplastic; AltName: Solanun tuberosum 5.45/110065 50 1% 1
Full=Starch phosphorylase L-1; Flags:
Precursor
182 0i|2829893 Phosphoglucomutase Arabidopsis thaliana 5.82/63203 70 2% 1
183 0i[695063755 D-3-phosphoglycerate dehydrogenasel, = Musa acuminata subsp. 6.23/65334 354 15% 7

chloroplastic-like

malaccensis




111

Full=Adenosylhomocysteinase;

184 Qi|4177441 Short=AdoHcyase; AltName: Full=S- Petroselinum crispum 5.60/53774 81 2% 1
adenosyl-L-homocysteinehydrolase
Full=Adenosylhomocysteinase;
186 Qi|417744 Short=AdoHcyase; AltName: Full=S- Petroselinum crispum 5.60/53774 54 2% 1
adenosyl-L-homocysteinehydrolase
Full=Phosphoglucomutase, cytoplasmic;
189 0i|12585296 Short=PGM; AltName: Full=Glucose Pisum sativum 5.46/63513 146 4% 2
phosphomutase
Full=Phosphoglucomutase, cytoplasmic;
194 gi|12585296 Short=PGM; AltName: Full=Glucose Pisum sativum 5.46/65513 71 2% 1
phosphomutase
196 91699055511 4 horosyl homocysteinase Musa acuminata subsp. 5.95/53709 323 13% 6
malaccensis
198 0i[695004425 I—_|eat shock cognate 70 kDa protein 2- Musa acummata subsp. 5 99/71514 316 14% 7
like malaccensis
. Full=Putative cytochrome c oxidase : 0
200 gi|109892850 subunit 11 PS17, partial Pinus strobus 9.62/1707 56 100% 2
202 0i[695037796 Stron_1al 70 kDa heqt shock-related Musa acummata subsp. 5 99/75287 926 2306 16
protein, chloroplastic-like malaccensis
204 gi|22124 Alcohol dehydrogenase 1 Zea mays 6.43/41631 109 5% 1
. Alpha-1,4 glucan phosphorylase L Musa acuminata subsp. 0
205 01695020462 isozyme, chloroplastic/amyloplastic malaccensis 5.95/113476 & 2% 2
. Alpha-1,4 glucan phosphorylase L Musa acuminata subsp. 0
210 01695020462 isozyme, chloroplastic/amyloplastic malaccensis 5.95/113476 1203 26% 21
212 gi|695074384  Elongation factor 1-beta 2-like Musa acuminata subsp. 4.55/24300 178 23% 5
malaccensis
214 gil695062166  Putative germin-like protein 2-1 Musa acuminata subsp. 5.67/25232 302 29% 8
malaccensis
216 0i|41818408 Class Il acidic chitinase Musa acuminata 7.59/35732 76 11% 3
217 gi|15705988 Endochitinase, partial Musa acuminata AAA 7.66/15705 124 15% 2

Group
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1-aminocyclopropane-1-carboxylate

218 0i|134260548 oxidase Musa ABB Group 5.25/35964 318 24% 8
. Glyceraldehyde-3-phosphate Musa acuminata subsp. 0
219 gi|695030514 dehydrogenase 2, cytosolic malaccensis 7.70/36835 398 22% 10
220 gil695040428  Protein not umhomolog Musa acuminata subsp. 8.78/47497 189 8% 4
malaccensis
. Fructose-bisphosphate aldolase Musa acuminata subsp. 0
221 0i|695048148 cytoplasmic isozyme-like malaccensis 6.62/38970 633 36% 15
222 gil695031164 Patatin-likeprotein 2 Musa acuminata subsp. 7.02/45758 103 16% 5
malaccensis
Full=Adenosyl homocysteinase;
231 gi|417745 Short=AdoHcyase; AltName: Full=S- Triticum aestivum 5.65/54086 262 10% 5
adenosyl-L-homocysteine hydrolase
232 gil695055511  Adenosyl homocysteinase Musa acuminata subsp. 5.95/53709 401 20% 8
malaccensis
. ATP synthase subunit alpha, Musa acuminata subsp.
234 gi|695079329 mitochondrial malaccensis 6.09/55547 502 18% 9
235 i[760440285 Adenosyl homocysteinase Auxeno chlorella 568/50230 73 2% 1
protothecoides
236 gil694997406  Protein disulfide-isomerase-like Musa acuminata subsp. 477/56624 103 4% 2
malaccensis
237 gil695058757  Betaine aldehyde dehydrogenase 2-like r'\n":;i fgf‘jsr?s'”ata Subsp. 5.21/55922 280 10% 4
951 0i[695042093 Mlt_ochor_1dr|al outer membrane protein Musa acuminata subsp. 7 81/29402 59 4% 1
porin 1-like malaccensis
. alpha-1,4 glucanphosphorylase L Musa acuminatasubsp. 0
252 01695020462 isozyme, chloroplastic/amyloplastic malaccensis 5.95/113476 n 1% 1
253 gil695029762  Triose phosphate isomerase, cytosolic  USa acuminata subsp. 5.35/27513 584 48% 16
malaccensis
Proteasome subunit alpha type-4;
257 gi|1709761 AltName: Full=20S proteasome alpha Spinacia oleracea 6.17/27545 72 4% 1
subunit C
250 gi|266324 Full=Alpha-amylase Coixlacryma-jobi 6.07/14638 75 12% 1

inhibitor/endochitinase
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Musa acuminata subsp.

266 gi|695053725  Alcohol dehydrogenase 1-like malaccensis 6.43/42443 385 21% 7
. DNA-damage-repair/toleration protein Musa acuminata subsp.
270 gi|695060155 DRT102 Malaccensis 5.05/34970 284 11% 6
Adenosyl homocysteinase;
277 Qi|417745 Short=AdoHcyase; AltName: S- Triticum aestivum 5.65/54086 137 4% 2
adenosyl-L-homocysteine hydrolase
204 gi|695039956  Alpha-glucan phosphorylase, H isozyme L\n":lﬁfgrﬁ‘s?s'”ata Subsp. 6.00/95435 441 10% 8
310 @il695004811  lIsoflavone reductase-like protein Musa acuminata subsp. 6.10/34070 188 28% 7
malaccensis
315 0i[695046443 Mlt_ochondnal outer membrane protein Musa acummata subsp. 9.08/29798 93 20% 7
porin 5 malaccensis
318 gi/6073860  Beta-1, 3-glucananse gr“cfjpacum'”ata AAA 8.84/34511 328 20% 5
Glucose-1-phosphate adenylyl Musa acuminata subs
330 0i|694996781  transferase small subunit, malaccensis - 7.62/57803 183 24% 10
chloroplastic/amyloplastic
331 gi695001705  Phosphoglycerate kinase, cytosolic Musa acuminata subsp. 5.20/42524 375 22% 7
malaccensis
333 gil695001705 Phosphoglycerate kinase, cytosolic Musa acuminata subsp. 5.20/42524 65 8% 3
malaccensis
Uncharacterized protein LOC103987064 Musa acuminata subs
346 0i|694998241  (3-hydroxyacyl-[acyl-carrier-protein] malaccensis - 9.69/26125 259 26% 6
dehydratase FabZ )
351  @il695012443  PITH domain-containingproteind Musa acuminata subsp. 190 13% 2
malaccensis
365  gil695061132  Probable glutathione S-transferase para m:lsai?;‘]‘;‘;”ata Subsp. 5.77/25833 208 18% 4
. Alpha-1,4 glucan phosphorylase L Musa acuminata subsp. 0
367 01695020462 isozyme, chloroplastic/amyloplastic Malaccensis 5.95/113476 1067 23% 20
371 0i|399414 Elongationfactor 1-alpha; =EF-1-alpha Triticum aestivum 9.20/49480 205 11% 4
374 0i[695020462 Alpha-1,4 glucan phosphorylase L Musa acuminata subsp. 5 95/113476 299 4% 4

isozyme, chloroplastic/amyloplastic

malaccensis



https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1091640498
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1091640498
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Musa acuminata subsp.

376* gi|695075121  Ferritin-1, chloroplastic-like . 5.94/29519 77 6% 2
malaccensis
. Probable 6-phosphogluconolactonase 4,  Musa acuminata subsp.
* 0
377 gi|695003008 chloroplastic malaccensis 6.76/36563 132 9% 3
378*  qil695042921  pectinesterase-like Musa acuminata subsp. 8.66/61916 261 10% 5
malaccensis
380* gi|147767778  hypothetical protein VITISV_02858 Vitis vinifera 6.41/40402 67 2% 1
381*  gi[695004811 isoflavonereductase-likeprotein Musa acuminata subsp. 6.10/34013 95 6% 2
malaccensis
382*  qil694998297 ATP synthasesubunit beta, mitochondrial L\nﬂ:fa?:?g:sr?smata subsp. 6.13/59461 810 31% 14
384*  gil695018401  Luminal-binding protein 2-like Musa acuminata subsp. 5.14/73655 283 8% 6
malaccensis
388%  gil695058554  Isoamylase 3, chloroplastic isoform X1 uSa acuminata subsp. 6.29/90220 266 6% 5
malaccensis
. Full=Putativecytochrome c oxidase .
* 0
396 0i|109892850 subunit 11 PS17, partial Pinus strobus 9.62/1707 62 100% 2
397%  gi[695070070  Aconitate hydratase, cytoplasmic-like ~ uSa acuminata subsp. 7.06/107820 79 3% 4
malaccensis
398* 0i|599625 Aconitase Arabidopsis thaliana 5.98/101439 70 2% 2
400*  gi|695070070  Aconitate hydratase, cytoplasmic-like r'\n":;i fgf‘jsr?s'”ata subsp. 7.06/107820 229 5% 5
405* 0i[695020462 Alpha-1,4 glucanpho_sphorylase L_ Musa acuminata subsp. 5 95/113476 548 14% 15
isozyme, chloroplastic/amyloplastic malaccensis
406 0i[695020462 Alpha—1,4 glucan phc_)sphorylase L Musa acuminata subsp. 5.95/113476 85 204 5
isozyme, chloroplastic/amyloplastic malaccensis
408*  gil695020462 “Pha-1.4 glucan phosphorylase L Musa acuminata subsp. 5.05/113476 409 12% 13
isozyme, chloroplastic/amyloplastic malaccensis
413*  gil695009149  Pectinesterase-like Musa acuminata subsp. 5.15/54608 211 6% 3
malaccensis
414* gi|27802647 Cell wall invertase Musa acuminata 8.89/66134 329 15% 10
415%  gi695022894  Beta-galactosidase 6-like Musa acuminata subsp. 5.94/95644 115 3% 3

malaccensis




115

Musa acuminata subsp.

416* 0i|695012443  PITH domain-containing proteinl malaccensis 5.08/22604 196 13% 2
. Mitochondrial outer membrane protein Musa acuminata subsp.
* 0
417 gi|695050327 0orin 6 malaccensis 8.77/69541 321 21% 4
423* gi|695070070  Aconitate hydratase, cytoplasmic-like m:lzac?:r?sr?smata subsp. 7.06/107820 138 2% 3
. PREDICTED: heatshock 70 kDaprotein ~ Musa acuminata subsp. 0
425* gi|695025076 14-like malaccensis 5.29/94825 180 3% 3
426*  gil695004811  Isoflavone reductase-like protein Musa acuminata subsp. 6.10/34070 214 13% 4
malaccensis
Full=Phospho glucomutase, cytoplasmic;
427* 0i|12585296 Short=PGM; AltName: Full=Glucose Pisum sativum 5.46/63513 170 4% 2
phosphor mutase
. D-3-phosphoglycerate dehydrogenase, . .
430* i|672132227 - Phoenix dactylifera 7.07/66006 265 9% 6
chloroplastic-like
431* 0i[695005208 Probf_;\ble succm_yI-CoAllggse [ADP_- Musa acuminata subsp. 8.67/35817 295 19% 5
forming] subunit alpha, mitochondrial malaccensis
. hypotheticalprotein . 0
432* gi|242088739 SORBIDRAFT 094027690 Sorghum bicolor 6.30/36622 85 5% 2
. Ypothetical protein . 0
433* 0i|242088739 SORBIDRAFT 093027690 Sorghum bicolor 6.30/36622 56 3% 1
434%  gil6073860  Beta- glucanase g"ruosj‘pacum'”ata AAA 8.84/36356 61 30% 13
435%  gi695016847  Glutelintype-B 2-like Musa acuminata subsp. 4.97/38469 207 10% 4
malaccensis
437%  gil695006086  Alcohol dehydrogenase 1 Musa acuminata subsp. 6.15/41725 222 1506 5
malaccensis
438*  gil6911142 Efgﬁg:xelg'yc'”e'mh RNA binding Catharanthus roseus 8.75/14268 55 10% 1
439*  gil6073860  Beta-1, 3-glucananse g"r“;l‘j‘pacum'”ata AAA 8.84/36356 101 6% 2
444* 0i[695008806 REF/SRPP-Ilke protein Osl_017815 Musa acuminata subsp. 6.98/24553 587 5306 10
isoform X1 malaccensis
445* 0i|470128467  Proteasome subunit alpha type-3 Fragaria vesca subsp. vesca  5.60/27611 138 8% 3
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Musa acuminata subsp.

447* gi|695010609  Peptidyl-prolylcis-trans isomerase-like malaccensis 8.83/18575 495 48% 10
. Lo Musa acuminata subsp.
* - 0
448 0i|695067061  17.3 kDa class Il heat shock protein-like malaccensis 6.17/17626 55 9% 1
450* 0i[695034594 Eukaryotic translation initiation factor Musa acuminata subsp. 5 60/17590 142 18% 3
5A-like malaccensis '
451  gi[376341422  Small heat shock protein '(\Bﬂr“;jpacum'”ata AAA 6.15/17746 128 15% 3
450% 1695042093 Mitochondrial outer membrane protein Musa acuminata subsp. 7 81/29459 206 2904 5
g porin 1-like malaccensis '
453*  gil695017860  Biotin carboxylase 2, chloroplastic-like 'r\n":;"(‘: jecﬁsr?s'”ata subsp. 8.01/58552 57 8% 4
458+ 0i[695045903 Mit_ochondrial outer membrane protein Musa acuminata subsp. 7 01/29501 293 28% 5
porin 1-like malaccensis
. Full=Adenosyl homocysteinase; . .
* ' 0,
459 gi|417745 Short=AdoHcyase Triticum aestivum 5.65/54086 204 6% 3
461 gil417744 Full=Adenosyl homocysteinase;Full=S- g ocolinum crispum 5.60/53774 71 2% 1
adenosyl-L-homocysteine hydrolase
462* 0i|2829893 Phosphoglucomutase Arabidopsis thaliana 5.82/63203 57 2% 1
Chain A, Resolution Of The Structure
. Of The Allergenic And Antifungal .
* 0,
463 0i|88191901 Banana Eruit Thaumatin-likeProtein At Musa acuminata 6.34/22130 91 9% 2
1.7a
Full=Adenosylhomocysteinase;
464* Qi|417745 Short=AdoHcyase; AltName: Full=S- Triticum aestivum 5.65/54086 186 6% 3
adenosyl-L-homocysteine hydrolase
467 gil695021333 Prob_able mitoch_ondrial-processing Musa acuminata subsp. 6.00/58345 402 11% 7
peptidase subunit beta malaccensis '
473**  (i|695039956  Alpha-glucan phosphorylase, H isozyme m;lza::?g:gslnata subsp. 6.09/95435 452 14% 10
A75**  gi695070070  Aconitate hydratase, cytoplasmic-like  MUSa acuminata subsp. 7.06/107820 133 2% 3
malaccensis
477**  (i|695062239  Putativeaconitatehydratase, cytoplasmic Musa acuminata subsp. 7.59/110205 203 4% 4

Malaccensis
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479 gil695020462 Alpha- glugan phosphorylase I Musa acuminata subsp. 5 95/113476 95 9% 9
chloroplastic amyloplastic malaccensis
. o . Musa acuminata subsp.
*%* _ 0,
480 gi|695058001  Polygalacturonase-inhibiting protein malaccensis 7.02/36398 57 3% 1
482**  gil695006086  Alcohol dehydrogenase 1 Musa acuminata subsp. 6.15/41725 565 31% 12
malaccensis
. . L Musa acuminata subsp.
** - 0,
483 0i|695017860  Biotin carboxylase 2, chloroplastic-like malaccensis 8.01/58552 85 2% 1
486  gi[695068869  Formate—tetrahydrofolate ligase Musa acuminata subsp. 6.87/68189 51 4% 2
malaccensis
. Ripening-associated protein, partial Musa acuminata AAA
** 0,
488 0i[2586151 (Ascorbate peroxidase 3 (APX1-3) Group 7.89/19745 64 % 1
489**  (i|27802647 Cell wall invertase Musa acuminata 8.89/66134 112 4% 2
491%*  i|157418810 Catalase 2 gr‘ﬁpac“m'”ata AAA 6.75/57325 315 11% 6
492**  gi|695037747  GDSL esterase/lipase At3g26430-like r':’}';ii fecﬁsr}";”ata Subsp. 7.56/46019 120 5% 2
493**  gi695022626  Malate dehydrogenase Musa acuminata subsp. 6.00/35814 313 17% 5
malaccensis
498*** gi|695074406  Glutathione s-transferase 3-like Musa acuminata subsp. 5.44/23556 73 8% 1
Malaccensis
499*** gi|695077434  Glutathione S-transferase T1-like Musa acuminata subsp. 6.06/26155 68 6% 1
Malaccensis
504*** (i|41818408 Class Il acidic chitinase Musa acuminata 7.59/35732 145 15% 5
. Ripening-associated protein (acidic Musa acuminata AAA
*kk 0
506 gi[2586137 endochitinase-like ) Group 6.54/13275 79 9% 1
i 0
512*** (i|695004811 Isoflavone reductase-like protein Musa acuminata subsp. 6.10/34070 109 14% 4
Malaccensis
519*** (i|22094840 Glyceraldehyde 3-phosphate Solanum tuberosum 6.34/36795 158 12% 4
dehydrogenase
521%** gil56069874  Clyceraldehyde-3-phosphate Musa acuminata 6.22/36089 233 9% 3

dehydrogenase, partial



https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_685882496
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Glyceraldehyde-3-phosphate

Musa acuminata

523*** (i|56069874 6.22/36089 233 19% 6
dehydrogenase
528*** (i|226493810  Actin-2 Zea mays 5.31/41881 348 35% 9
. Um characterized protein Musa acuminata subsp.
**k* 0,
529 gi|695007636 LOC103976773 Malaccensis 6.40/47912 274 13% 5
531*** i|15241945 GDP-mannose 3,5-epimerase Arabidopsis thaliana 5.85/43130 73 3% 1
Full=Adenosylhomocysteinase;
536*** Qi|417745 Short=AdoHcyase; AltName: Full=S- Triticum aestivum 5.65/54086 198 8% 4
adenosyl-L-homocysteinehydrolase
537*** i|11762130 AT4g13930 Arabidopsis thaliana 7.12/52220 136 4% 2
. Leucine amino peptidase 2, Musa acuminata subsp.
**kx 0,
°39 0il695044838 chloroplastic-like Malaccensis 5.51/55810 62 3% 1
540%** gi[l57418810 Catalase 2 g"ruosjpacum'”ata AAA 6.75/573225 171 10% 5
. Full=Elongationfactor 1-alpha;
**kx 0,
541 0i[232029 Short=EF-1-alpha Daucuscarota 9.24/49613 89 4% 2
542+** qi[l57418810 Catalase 2 g"ruosjpacum'”ata AAA 6.75/57325 210 6% 3
543%**  gil695060405 Rublsgo large subunlt-bl_ndlng protein Musa acuminata subsp. 6.02/695060 471 2904 12
subunit beta, chloroplastic Malaccensis
544***  il695007505 4—a|pha—glu_canotransfergse DPEL, Musa acuminata subsp. 6.14/65807 54 204 1
chloroplastic/amyloplastic Malaccensis
547***  gil695063755 D-3-phosphog!ycerate dehydrogenasel,  Musa acuminata subsp. 6.23/65334 215 6% 4
chloroplastic-like malaccensis
549*** (i|2829893 Phosphoglucomutase Arabidopsis thaliana 5.82/63203 79 2% 1
550%**  gil695063755 D—3—phosphog!ycerate dehydrogenasel,  Musa acun_unata subsp. 6.23/65334 159 6% 4
chloroplastic-like Malaccensis
551*** 0i|123601 Full=Heatshock 70 kDaprotein Glycinemax 5.37/71291 138 8% 4
552*** (i|168030657  Predicted Protein Physcomitrella patens 5.14/71216 71 8% 4
558*** il695039956  Alpha-glucanphosphorylase, H isozyme ~ MuUsa acuminata subsp. 6.00/95435 170 3% 3

Malaccensis
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Full=Putative cytochrome c oxidase

. H 0,
563*** (i|109892850 subunit 11 PS17, partial Pinus strobus 9.62/1707 65 100% 2
PREDICTED: alpha-1,4 glucan Musa acuminata subs
566*** @i|695020462  phosphorylase L isozyme, , P 5.95/113476 94 2% 2
; ; Malaccensis
chloroplastic/amyloplastic
570*** (i|41818408 Class Il acidicchitinase Musa acuminata 7.59/35732 144 9% 5
577%** gil220gagag  Clyceraldehyde 3-phosphate Solanum tuberosum 6.34/36795 160 12% 4
dehydrogenase
584***  gi|694994690  40S ribosomal protein S17-like 'r\n":li"’(‘: (‘;"g:sni"s'”ata subsp. 093116522 130 8% 3
585***  (i|41818408 Class Il acidicchitinase Musa acuminata 7.59/35732 213 16% 6
586*** gil695004811 Isoflavone reductase-like protein Musa acuminata subsp. 6.10/34070 69 11% 3
malaccensis
587*** gi|695055511  Adenosylhomocysteinase Musa acuminata subsp. 5.95/53709 386 28% 11
malaccensis
589*** i[695039956  Alpha-glucan phosphorylase, H isozyme r':’}';ii fecﬁsr}";”ata subsp. 6.09/95435 208 6% 4
. Mesembryanthemum o
594***  (j|533474 2-phospho-D-glycerate hydrolase crystallinum 5.62/48651 72 1% 2
595***  (i[232029 Full=Elongationfactor 1-alpha; Daucuscarota 9.24/49613 56 6% 3

Short=EF-1-alpha

The peptides were sequenced through ms/ms

Score corresponding to the coverage value, as calculated by Mascot

*Exclusive Spots of Pulp samples from Stage 6
** Spots exclusive of Pulp samples from Stage 4
*** Spots exclusive of Pulp samples from Stage 1
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Arquivo suplementar 3: Figura S3. Analise de agrupamento hierarquico do nivel de expressdo das 221 proteinas
envolvidas no amadurecimento da polpa de banana da cultivar Prata-Ana durante os estadios de maturacdo 1, 4 e

6. Cruz das Almas, 2017.
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Fruto verde (E1)
Fruto intermediéario (E4)

12

Fruto maduro (E6)

Arquivo suplementar 4: Figura S4. Diagrama de Venn ilustrando o nimero total de proteinas homélogas de A.
thaliana relacionadas ao processo de matura¢do em Musa spp. O nimero do circulo verde corresponde as proteinas
exclusivas da rede do E1 (fruto verde), interse¢do do circulo verde claro com amarelo, representa a proteina
exclusiva entre os estadios intermediario (E4) e maduro (E6), nimero no circulo amarelo, corresponde as proteinas
exclusivas do fruto maduro (E6) e a intersecdo entre os trés circulos, equivale as proteinas diferencialmente
expressas entre os trés estadios de maturacéo. Cruz das Almas, 2017.
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Arquivo suplementar 5: Tabela S5. Classificagdo das proteinas de Musa spp. homologas a A. thaliana, quanto a analise interatbmica. Cruz das Almas, 2017.

C/H-Hub/B-

Identificacdo em Identificacdo em A. . i Cadigo na i NUmero do .
Musa Spot thaliana Identidade e-value rede Gargalo/HB-Hub cluster Nome da proteina
Gargalo
gi|695075287 9 AT3G55440.1 81.50 3.00E-141  comuns C 6 I;t'g:gl?chos"hate ISomerase,
gi|695047943 18 AT5G19140.1 69.53 6.00E-114  comuns 1 Stem-specific protein TSJT1-like
. Thiamine thiazole synthase 2,
gi|695004884 30  AT5G54770.1 75.28 0.0 comuns B 2 chloroplastic
. Putative aminocyclo propane
gij42491193 44  AT1G05010.1 70.06 2.00E-145  comuns B 3 carboxylate oxidase
Pyruvate dehydrogenase E1
gi|695029484 51 AT5G50850.1 83.01 0.0 comuns C 6 component subunit beta-1,
mitochondrial
gil11133373 58 AT1G04410.1 89.76 0.0 comuns B 6 Malatedehydragenase,
' ' ' cytoplasmic
. Malate dehydrogenase,
gi|695017646 70 AT1G53240.1 84.76 7.00E-172  comuns B 6 mitochondrial-like
. Probable LL-di aminopimelate
gi|694999136 91  AT4G33680.1 75.00 0.0 comuns B 1 aminotransferase, chloraplastic
. Elongation factor Tu,
gi|695032178 95  AT4G20360.1 82.33 0.0 comuns C 1 chloroplastic-like
Glucose-1-phosphate adenylyl
gi|694996781 112 AT5G48300.1 82.35 0.0 comuns B 6 transferase small chloroplastic
amyloplastic
Full=UTP--glucose-1-phosphate
uridylyltransferase; AltName:
gi|12585489 123 AT5G17310.2 84.12 0.0 comuns B 6 Full=UDP-glucose
pyrophosphorylase;
Short=UDPGP; Short=UGPase
0i[596966000 151  AT1G32900.1 62.91 0.0 comuns C 1 Sarft?:l'e'b°““d5tamhsy”thase'
. aldehyde dehydrogenase family 2
gi|695024856 154  AT1G23800.1 79.26 0.0 comuns B 6 member B7, mitochondrial-like
0i[695040240 158 AT5G42740.1 83.48 0.0 comuns HB 6 Glucose-6-phosphate isomerase,

cytosolic
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Phosphoglucomutase,

gi695051443 165 AT5G51820.1 83.90 0.0 comuns B 6 .
chloroplastic

gi[695077956 173 AT2G28000.1 82.69 0.0 comuns C 1 Rubisco large subunit-binding
protein subunit alpha-like

gi|672162181 180 AT5G17380.1 76.33 0.0 comuns C 1 2-hydroxyacyl-CoA lyase-like

gi695037796 202 AT5G49910.1 82.66 0.0 comuns C 1 Stromal 70 kDa heat shock-
related protein, chloroplastic-like

gi|695074384 212  AT5G19510.1 72.32 1.00E-79 comuns C 4 Elongation factor 1-beta 2-like

gi|15705988 217  AT3G12500.1 76.65 3.00E-132  comuns C 1 Endochitinase, partial

0i[695048148 221 AT2G36460.1 86.59 0.0 comuns C 1 Fructose-bisphosphate aldolase
cytoplasmic isozyme-like

gi|695031164 222  AT2G26560.1 58.95 4.00E-158  comuns C Patatin-likeprotein 2

gi[695079329 234 ATMG01190.1 87.84 0.0 comuns C 2 ATP synthasesubunit alpha,
mitochondrial

gi|760440285 235 AT3G23810.1 78.86 0.0 comuns C 1 Adenosyl homocysteinase

gi|694997406 236 AT1G21750.1 64.90 0.0 comuns B 1 Protein disulfide-isomerase-like
Proteasome subunit alpha type-4;
AltName: Full=20S proteasome

gi[1709761 257 AT3G22110.1 90.80 4.00E-174  comuns H 1 alpha subunit C; AltName:
Full=20S proteasome subunit
alpha-3; AltName:
Full=Proteasome 27 kDasubunit

gi[266324 259 AT3G54420.1 4356 8.00E-32  comuns C Full=Alpha-amylase
inhibitor/endochitinase

. Uncharacterized protein

0i|694998241 346 AT2G22230.1 78.33 1.00E-102  comuns B 3 LOC103987064

0i[695061132 365 AT1G78380.1 63.08 200E-84  comuns C 6 Probable glutathione S-
transferase

gi|695075121 376  AT2G40300.1 72.82 5.00E-111 E6 B 7 Ferritin-1, chloroplastic-like

9i[695003008 377 AT5G24400.1 66.40 200E-113  E6 B 6 Probable 6-phosphoglucono
lactonase 4, chloroplastic

gi|695042921 378 AT3G14310.1 58.61 0.0 E6 B 6 Pectinesterase-like

0i[694998297 382 AT5G08680.1 89.98 0.0 comuns C 2 ATP synthasesubunit beta,
mitochondrial

gi|695018401 384 AT5G28540.1 90.42 0.0 E6 B 8 Luminal-binding protein 2-like

0i[695058554 388 AT4G09020.1 70.81 0.0 E6 C 6 Isoamylase 3, chloroplastic
isoform X1

gi|599625 398 AT4G35830.1 98.33 0.0 E6 C 6 Aconitase
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gi|695009149 413 AT3G43270.1 55.48 1.00E-172 EG6 C 6 Pectinesterase-like
. Mitochondrial outer membrane
gi|695050327 417  AT5G57490.1 59.42 5.00E-113  comuns C 5 protein porin 6
gi|695025076 425 AT1G79920.1 74.19 0.0 E6 C 1 Heatshock 70 kDaprotein 14-like
Probable succinyl-CoA ligase
gi|695005208 431 AT5G23250.1 83.78 2.00E-180 E6 C 6 [ADP-forming] subunit alpha,
mitochondrial
. i Hypothetical protein
gi[242088739 433  AT1G48630.1 70.33 6.00E-169 EG6 B 1 SORBIDRAFT_09g027690
gij470128467 445  AT2G27020.1 85.09 3.00E-153  comuns 1 Proteasome subunit alpha type-3
. i Peptidyl-prolylcis-
gi|695010609 447  AT2G16600.1 80.59 2.00E-93 E6 C 4 transisomerase-like
. Eukaryotic translation initiation
gi|695034594 450 AT1G13950.1 86.79 5.00E-100 E6 B 2 factor 5A-like
. Mitochondrial outer membrane
gi|695042093 452  AT3G01280.1 63.50 1.00E-112  comuns B 5 protein porin 1-like
. Aconitate hydratase,
gi|695070070 475  AT2G05710.1 85.14 0.0 E4E6 C 6 cytoplasmic-like
gi|695006086 482 AT1G77120.1 83.24 0.0 comuns C 6 Alcohol dehydrogenase 1
gi|695068869 486 AT1G50480.1 85.47 0.0 comuns C 6 Formate—tetrahydrofolateligase
gi|695022626 493 AT5G43330.1 90.36 0.0 comuns C 6 Malate dehydrogenase
gi|695074406 498 AT2G47730.1 53.43 3.00E-73 El B 6 Glutathione s-transferase 3-like
gi|695077434 499 AT5G41210.1 64.57 5.00E-107 E1 B 6 Glutathione S-transferase T1-like
0ij41818408 504 AT5G24090.1 55.23 7.00E-103  comuns C Class Il acidic chitinase
. Glyceraldehyde 3-phosphate
gi|22094840 519 AT1G13440.1 92.50 0.0 comuns B 1 dehydrogenase
gij226493810 528 AT5G09810.1 97.61 0.0 comuns C 1 Actin-2
. Uncharacterized protein
gi|695007636 529 AT5G13420.1 75.51 0.0 comuns C 6 LOC103976773
gi|15241945 531 AT5G28840.1 100.00 0.0 El B 1 GDP-mannose 3,5-epimerase
Full=Adenosylhomocysteinase;
gil417745 536 AT4G13940.1 92.37 0.0 comuns B 6 Short=AdoHcyase; AltName:
Full=S-adenosyl-L-
homocysteinehydrolase
gi[11762130 537 AT4G13930.1 99.58 0.0 comuns C 6 AT4g13930
gi|157418810 540 AT4G35090.1 74.19 0.0 comuns C 1 catalase 2
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4-alpha-glucanotransferase

gi|695007505 544  AT5G64860.1 68.23 0.0 comuns C DPEX, chloroplastic/lamyloplastic
D-3-phosphoglycerate

gi|695063755 547  AT4G34200.1 81.77 0.0 comuns C dehydrogenasel, chloroplastic-
like

gi|2829893 549  AT1G23190.1 99.83 0.0 comuns B Phosphoglucomutase

gij123601 551 AT1G16030.1 87.02 0.0 comuns B Full=Heatshock 70 kDaprotein

gi[168030657 552  AT5G02500.1 90.17 0.0 comuns HB Predictedprotein (3 hydroxyacyl
dehydratase)

gil695039956 558  AT3G46970.1 80.76 0.0 comuns B QL"Z%%'uca”phOSphory'ase' H
PREDICTED: alpha-1,4

gi|695020462 566 AT3G29320.1 74.73 0.0 comuns B glucanphosphorylase L isozyme,
chloroplastic/amyloplastic

gi|694994690 584 AT3G10610.1 79.02 5.00E-77 El H 40Sribosomalprotein S17-like

gi|533474 594  AT2G36530.1 88.06 0.0 comuns C 2-phospho-D-glycerate hydrolase

gij41818408 504 AT5G24090.1 55.23 7.00E-103  comuns C Class Il acidic chitinase




