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RESUMO

SANTOS, Clara-Luz da Aurora dos; M. Sc. Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, dezembro de 2009. Influéncia do Hormonio Etileno
na atividade da H'-ATPase de membrana plasmética durante o
amadurecimento do maméao (Carica Papaya L.) ‘Golden’. Orientador: Prof.
Jurandi Goncalves de Oliveira. Co-orientador: Arnoldo Rocha Facanha.

O Brasil é hoje o maior produtor e o terceiro maior exportador de frutos de
mamoeiro, sendo responsavel por 25% da producdo mundial. O mamao se
caracteriza por uma vida pdés-colheita relativamente curta, o prolongamento do
tempo de prateleira destes frutos € um fator de importancia econdmica para a
comercializagdo deste produto no mercado externo. Estudos tém sido feitos
para ampliar o conhecimento dos processos bioquimicos envolvidos no
desenvolvimento de frutos com o objetivo de elucidar fatores passiveis de
manipulagdo, controle ou interferéncia, possibilitando modificacbes que
permitam estender a vida util (tempo de prateleira) destes frutos. O presente
trabalho teve como objetivo verificar a relagéo entre a atividade da enzima H*-
ATPase de membrana plasmatica, e a emissao de etileno durante o processo
de amadurecimento em frutos de mamé&o cultivar Golden, sob amadurecimento
natural, inducdo e inibicAdo do amadurecimento. Os resultados obtidos
demonstraram que os frutos tratados com etileno tiveram seu pico de etileno
antecipado em 3 dias , e caracteristicas do processo de amadurecimento como

coloracéo e diminuigdo da firmeza também antecipados com relacdo aos frutos

vii



controle, sem que houvesse alteracbes no teor de solidos solUveis totais. A
atividade da bomba de proétons foi diminuida nestes frutos. Os frutos tratados
com 1-MCP tiveram seu pico de etileno atrasado em dois dias e mantiveram a
firmeza e a coloragido verde por mais tempo. Nestes frutos a atividade da H*-
ATPase do tipo P manteve-se relativamente alta durante quase todo o periodo
de amadurecimento se comparado aos frutos controle. Os frutos amadurecidos
naturalmente apresentaram um padrdo de atividade da bomba de prétons no
qual esta diminui quando ha o aumento na emissao de etileno (durante o pico
climatérico). Estes resultados sugerem fortemente que o hormdnio etileno age
como um modulador negativo da atividade da bomba de prétons de membrana

plasmatica.
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ABSTRACT

SANTOS, Clara-Luz da Aurora dos; M. Sc. Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, Dezember 2009. Influence of Hormone Ethylene in the
activity of H +-ATPase of plasma membrane during ripening of papaya (Carica
papaya L.) ‘Golden’. Adviser: Prof. Jurandi Goncalves de Oliveira. Co-adviser:
Arnoldo Rocha Facganha.

Brazil is today the world’s biggest producer and the third biggest exporter of
papaya fruits. Papaya is characterized by a relatively short post-harvest life, the
extension of the shelf-life of these fruits is a factor of economical importance to the
commercialization of this product on the foreign market. Studies have been made
to expand the knowledge of the biochemical processes involved on the growing of
fruits with the objective of elucidate factors likely to be manipulated, controlled or
interfered, enabling modifications that allow extend these fruits shelf-life. The
presenting research had as objective: verify the relation between the activity of the
H*- ATPase enzyme of plasmatic membrane, and the emission of ethylene during
the process of ripening in cultivar golden papaya fruits, under natural, induction
and inhibition of ripening. The obtained results show that the fruits treated with
ethylene had their rise of ethylene anticipated in three days, and characteristics of
the process of ripening such as coloration, and decrease of consistence
anticipated as well when compared with the control fruits, without alterations of the
content of the total soluble solids. The activity of the proton pump was decreased

in these fruits. The fruits treated with 1-MCP had their rise of ethylene delayed in 2
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days and kept their consistence and green coloration for longer time. In these
fruits the H+-ATPase P type activity remained relatively high for almost totally the
ripening period in comparison with the control fruits. The naturally ripening fruits
presented a pattern in proton pump activity wherein decreasing when exist a rise
of ethylene emission (during climacteric peak). This result strongly suggests that
hormone ethylene do act as an agent negative regulator of plasmatic membrane

proton pump activity.



1. INTRODUCAO

O mamaé&o é um fruto de grande importancia no cenario econémico da
fruticultura no Brasil. O Brasil é hoje o maior produtor e o terceiro maior
exportador deste fruto, sendo responséavel por 25% da producdo mundial. O
mamao é o sétimo fruto in natura mais exportado no pais, sendo cultivado
principalmente nos estados do Espirito Santo e Bahia, que juntos sao
responsaveis por 70% da producao nacional (SEAG, 2007).

O fruto de mamoeiro se caracteriza por uma vida pdés-colheita
relativamente curta. Existem varios fatores de pré e pés-colheita, biéticos e
abidticos, que podem reduzir ainda mais a sua vida de prateleira. Esses
fatores proporcionam perdas quantitativas e, ou, qualitativas nas diferentes
fases da comercializacdo (Costa e Balbino, 2002). O conhecimento dos
processos bioquimicos envolvidos no desenvolvimento de frutos € de
extrema importancia para a manutencdo poés-colheita dos mesmos. A
elucidacdo do funcionamento e da interacdo entre os diferentes
componentes destes processos objetiva ampliar o conhecimento sobre os
fatores passiveis de manipulacdo, controle ou interferéncia, possibilitando
modificacdes que permitam estender a vida util (tempo de prateleira) destes
frutos. O maior tempo de prateleira de frutos de maméao é um fator de grande

importancia econémica para a comercializagdo deste produto no mercado



externo, 0 que possibilitaria maior competitividade aos exportadores
brasileiros.

O processo de amadurecimento de frutos é uma fase do
desenvolvimento complexa que envolve muitas mudancas bioquimicas no
metabolismo celular (Kays, 1994). O etileno possui um importante papel nas
mudancas fisioldgicas e bioquimicas que ocorrem durante este processo
(Bartz & Brecht, 2003). Este fitormdnio gasoso € conhecido como um indutor
do climatério respiratério, que consiste em um aumento da atividade
respiratéria e a emissdo de um pico de etileno, em um periodo da fase do
amadurecimento (Chitarra & Chitarra, 2005). O climatério é uma importante
fase no amadurecimento dos frutos, sendo necessaria sua melhor
caracterizagdo. O mamado é um fruto climatérico, neste fruto o pico
climatérico ocorre simultaneamente com a fase do amadurecimento,
momento no qual o fruto apresenta melhores atributos de qualidade para
consumo (Manica et al., 2006) .

Alguns trabalhos tém relatado o envolvimento do etileno durante o
amadurecimento de frutos com alguns elementos do sistema de transporte
de membrana plasmatica, mas ainda se sabe pouco sobre este mecanismo
e sua forma de atuacdo. Azevedo et al. (2008) relatam a influéncia do etileno
em outros componentes do metabolismo celular, surgindo como modulador
de sistemas de transporte de membranas, os quais estdo envolvidos na
troca de ions e metabdlitos que ocorre durante o processo de
amadurecimento. Um dos principais sistemas envolvidos neste fenbmeno é
H*-ATPase de membrana plasmaética, esta bomba de prétons parece exercer
forte influéncia no metabolismo do amadurecimento através de alteracdes no
pH e no balanco ibnico, em diversos frutos.

Estas bombas eletrogénicas de membrana plasmatica possuem como
papel principal a ativagdo do transporte secundario, através da formagéo de
um gradiente eletroquimico produzem a energia necessaria para 0
transporte de diversos compostos organicos e ions inorganicos (Morsomme
& Boutry, 2000). A H'- ATPase do tipo P possui um papel importante no
controle do pH citoplasmatico e do apoplasto, na ativagdo de enzimas liticas

de parede celular e na integridade e funcionalidade da membrana



(Morsomme & Boutry, 2000), sendo essencial na regulagdo da homeostase
celular durante o amadurecimento de frutos.

Azevedo et al. (2008) observaram uma diminuicdo na hidrdlise de ATP
pela H'- ATPase do tipo P em mamao ‘Golden’ coincidente com o pico de
emissdo do etileno, demonstrando um possivel mecanismo pelo qual o
etileno regula o transporte de solutos durante o climatérico em frutos de
mamoeiro. Ja para pepino (Solanum muricatum), um fruto ndo-climatérico,
Heyes & Vré (1997) encontraram resultados diferentes, a atividade da H'-
ATPase de membrana plasméatica diminuiu nos estadios iniciais e tornou a
aumentar nos estadios finais de amadurecimento, contribuindo para o
amolecimento destes frutos através da diminuicdo do pH do apoplasto com
posterior ativacdo de enzimas de degradacao de parede. Ben-Arie & Faust
(1980) encontraram resultados semelhantes para frutos de morango, onde a
atividade da bomba de prétons foi maior com o amadurecimento,
contribuindo para o amolecimento dos frutos.

Apesar da diminuicdo da hidrélise de ATP da H*- ATPase do tipo P
verificada por Azevedo et al. (2008) nos estadios iniciais de amadurecimento
em frutos de mamoeiro, verificou-se um representativo gradiente de protons
durante o estadio pos-climatério nestes frutos, mostrando que apesar da
baixa hidrélise de ATP, a atividade de bombeamento de prétons parece ser
preservada durante os estadios finais de amadurecimento. Desta forma, o
bombeamento de prétons pela H- ATPase de membrana plasmatica em
mamao, poderia estar contribuindo para a diminuicdo no pH do apoplasto e
influenciando no amolecimento destes frutos nas fases finais de
amadurecimento. Os frutos de mamoeiro nos estadios iniciais de
amadurecimento possuem grande quantidade de latex, o qual contém
inUmeras enzimas proteoliticas, lipoliticas e mucoliticas, isto impossibilitou a
obtencdo de vesiculas seladas para avaliacdo de um gradiente viavel de
prétons nos frutos durante os estadios iniciais (pré-climatéricos).

De acordo com Lurie & Ben-Arie (1983), a integridade da membrana
decai com o processo de amadurecimento durante o climatério de macas,
com aumento em sua viscosidade e permeabilidade a ions. Sugerindo que
estas mudancas na integridade da membrana sdo uma consequéncia do

processo de amadurecimento de frutos. O efeito inibitdrio na atividade da H*-



ATPase do tipo P encontrada por Azevedo et al. (2008) pode estar
relacionado a reducado na integridade da membrana durante o processo de
amadurecimento, confirmado pelo vazamento de eletrolitos. Esta reducao na
atividade desta bomba de prétons sugere que a ocorréncia de um
decréscimo abrupto na energizacdo da membrana pode promover o colapso
da célula. A idéia de que o efluxo de eletrdlitos pode estar envolvido na
sinalizacdo de morte celular programada ja foi vista anteriormente para
sistemas animais e vegetais (Bortner et al., 1997; Atkinson et al., 1990).

Estudos adicionais precisam ser feitos para elucidar o processo de
amadurecimento de frutos, os mecanismos envolvidos no controle e
desencadeamento de processos, e a interacdo entre horménio e sistemas de
transporte ativo.

A partir dos resultados promissores obtidos por Azevedo et al. (2008),
este trabalho propds-se a avaliar a atividade da enzima H*-ATPase tipo P
extraida de polpa de mamao ‘Golden’ ,através da caracterizagdo de sua
atividade de hidrélise de ATP e formacdo de gradiente de prétons, em
frutos submetidos a trés tratamentos diferentes: 1) amadurecimento natural
do fruto (5 diferentes estadios de maturacdo); 2) frutos induzidos ao
amadurecimento através da exposicdo a etileno exogeno; 3) e frutos
submetidos a inibicdo do amadurecimento através do uso do inibidor da
acdo de etileno 1-metilciclopropano. O presente trabalho visa elucidar o nivel
de interacao entre a atuacdo do etileno e a atividade da bomba de prétons
de membrana plasmética durante o processo de amadurecimento de frutos
de mamoeiro. A gquantidade de etileno e CO, emitida pelos frutos sob os
diferentes tratamentos foi avaliada, e a confirmacdo dos estadios de
amadurecimento foi feita através da analise de variaveis como a firmeza da
polpa, o teor de solidos soluveis, a acidez total titulavel da polpa dos frutos e

coloracdo da casca.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O mamao

2.1.1 Aspectos culturais

O mamoeiro (Carica papaya L.) é uma das fruteiras mais cultivadas e
consumidas nas regides tropicais e subtropicais do mundo (Chen et
al.,1991). A cultura desta espécie esta difundida em regides que apresentam
clima tropical, pluviosidade elevada, solos férteis e bem drenados (Marin et
al., 1989). A temperatura mais favoravel é ao redor de 25°C. (Siméo, 1998).

As cultivares que se destacam no cultivo do maméao pertencem ao
grupo Solo e ao grupo Formosa. Dentre as cultivares do grupo Solo as mais
cultivadas sdo: Sunrise Solo, Improved Sunrise Solo Line 72/12 e Baixinho
de Santa Amalia. As cultivares Sunrise Solo, Improved Sunrise Solo Line
72/12 por serem mais susceptiveis a Mancha Fisiolégica do Maméao estéao
sendo substituidas pela cultivar Sunrise Golden (Brasil, 1994).

A cultivar Golden € originaria de uma mutacdo natural da variedade
Sunrise Solo ocorrida em lavoura comercial. Esta apresenta caracteristicas
distintas da original com fruto de coloracdo de casca mais clara, menor
ocorréncia de mancha fisiol6gica na casca, sabor menos adocicado, polpa
avermelhada e possivelmente maior tempo de vida pés-colheita (Molinari,
2007).



2.1.2 Desenvolvimento do fruto

O desenvolvimento do fruto inicia-se com a fertilizacdo da flor,
seguindo-se as etapas de crescimento, maturagcdo, amadurecimento e
senescéncia. A diferenciacdo entre estas fases de forma precisa € dificil
(Figura 1) (Chitarra & Chitarra, 2005). A fase de crescimento € marcada pelo
aumento irreversivel de atributos fisicos, massa ou volume do referido 6rgéao.
A maturacéo € a fase do desenvolvimento onde o fruto atinge a maturidade
fisiologica. A maturidade fisiologica € o estadio do desenvolvimento no qual
o fruto € capaz de completar sua ontogenia ainda que destacado. A fase do
amadurecimento se caracteriza por mudancas na composicao, cor, textura e
outros atributos sensoriais do fruto. Estas transformagdes resultam em
caracteristicas estéticas e qualidades comestiveis melhorando a aceitacao
do produto pelo consumidor. Finalmente a fase da senescéncia, que
compreende 0s processos que procedem ao amadurecimento e levam a
morte do tecido (Watada et al., 1984).

Fecundacdo Desenvolvimento Morte

Crescimento

Maturagdo

Senescéncia

Fonte: Watada et al.,1984

Figura 1 — Diagrama esquematico mostrando as fases do desenvolvimento
dos frutos.



A etapa de formacéo e crescimento é a primeira fase na vida do fruto,
caracterizada por um rapido crescimento do ovario que se segue a
polinizacdo e fertilizagdo. O crescimento inicial ocorre principalmente por
divisdo celular, e em suas Ultimas etapas se procede predominantemente
pelo aumento do volume das células. Logo, o tamanho final do fruto é
consequéncia do aumento do numero de células, bem como do aumento no
tamanho médio dessas células (Chitarra & Chitarra, 2005). De acordo com a
teoria do crescimento acido, o fendbmeno de expanséo celular, se da através
da acidificacdo do apoplasto causada pela ativacdo da H*-ATPase de
membrana plasmatica. A acidificacdo do meio leva a uma maior plasticidade
da parede celular permitindo a elongacdo celular (Morsomme & Boutry,
2000).

Segundo Berilli et al. (2007), a fase de crescimento é bastante
influenciada por fatores do ambiente, como temperatura, radiacdo solar e
precipitacdo, além de fatores genéticos intrinsecos de cada material vegetal.

De acordo com Watada et al. (1984), a fase de maturacdo sobrepde-
se a do crescimento. Nesta fase ocorre uma sequéncia de mudancas
bioguimicas, fisiol6gicas e estruturais dos frutos, que conduzem estes a
maturidade fisiolégica, tornando-os comestiveis. Quando atinge a
maturidade fisiolégica o fruto se encontra com crescimento maximo e
maturacdo adequada e mesmo depois de destacado da planta mae € capaz
de continuar sua ontogenia (Kluge, et al., 2002).

A fase final da maturacdo € sobreposta pelo inicio do processo de
amadurecimento, o qual corresponde basicamente as mudancas nos fatores
sensoriais de sabor, odor, cor e textura que tornam o fruto aceitavel para o
consumo. No amadurecimento ocorrem atividades anabdlicas e catabdlicas
(Tabela 1), com perda de energia a medida que o0s substratos sao

convertidos em moléculas simples, calor e ATP (Chirarra & Chitarra, 2005).



Tabela 1l - Transformagdes que ocorrem durante o amadurecimento de frutos.

Sinteses

Degradacgbes

Manutencéo da estrutura mitocondrial
Formacdao de carotendides e antocianinas
Interconversao de aglcares

Aumento na atividade do ciclo de Krebs
Aumento na formagéo de ATP

Sintese de volateis aromaticos

Aumento na incorporacdo de aminoacidos
Aumento na transcricdo e traducéo
Preservacédo de membranas seletivas

Formacéo da via do etileno

Destruicédo dos cloroplastos

Quebra da clorofila

Hidrdlise de amido

Destruicéo de acidos

Oxidacéo de substratos

Inativag&o de fendlicos
Solubiliza¢&@o de pectinas

Ativacéo de enzimas hidroliticas
Inicio do rompimento de membranas

Amaciamento da parede celular

induzida por C,H,

Fonte: Biale & Young, 1961 adaptado por Chitarra & Chitarra, 2005

Giovannoni (2004) observou que 0s processos bioquimicos,
especificos, envolvidos com o fendbmeno do amadurecimento variam entre
as espécies. As mudancas mais marcantes incluem modificacdo na cor da
casca através da degradacao da clorofila e sintese de carotendides e, ou, no
acumulo de flavondides; modificacdo da textura via alteracdo do turgor
celular e na estrutura de parede celular; modificacdo no contetdo dos
acucares solluveis, acidos organicos, e no perfil dos volateis, afetando a
qualidade nutricional, sabor e aroma do fruto; finalmente, de modo geral, ha
um aumento na susceptibilidade ao ataque de patogenos.

Durante o amadurecimento também ocorrem algumas mudancas na
estrutura da mitocéndria, reticulo endoplasmatico e plasmalema, as quais
sdo associadas a eventos metabdlicos, em particular com a exportacdo de
enzimas de degradacio de parede. E visto também um disttrbio na fungéo
da membrana em frutos senescentes (pds-climatério) (Brady, 1987).

As mudancgas dindmicas que ocorrem na parede celular de um fruto
em amadurecimento sao controladas por diversos fatores como pH e

concentracdo i6nica do meio (Domingos & Huber ,1999). Huber &



O’Donoghue (1993) constataram que as condigdes idnicas do apoplasto tém
influéncia na atividade e catalise das hidrolases de parede celular, as quais
sdo enzimas que demonstram grande sensibilidade ao pH e a concentracéo
ibnica do meio. Heyes et al. (1997) observaram que a enzima H* -ATPase
contribuiu para o0 amolecimento de pepino através da diminuicdo do pH
apoplastico. Também foi visto para frutos de tomateiro que o
amadurecimento do fruto € marcado por uma diminui¢cdo no pH do apoplasto
e um aumento de jons como K* (Domingos & Huber ,1999).

Ainda, durante o amadurecimento ocorre o periodo climatérico, nesta
fase ocorre uma série de mudancas bioguimicas associadas com o aumento
natural da respiracdo e da producdo autocatalitica de etileno, em especial
nos frutos climatéricos (Watada et al., 1984). Esta fase da vida do fruto
marca a transi¢cédo entre as fases de amadurecimento e senescéncia, sendo
caracterizada pela diminuicdo de resisténcia a doencgas, pelas modificacdes
celulares e pelas reacbes metabdlicas, que contribuem para a deterioracéo
do produto (Chitarra & Chitarra, 2005).

Os processos que se seguem a maturidade fisioldgica que conduzem
a morte dos tecidos sdo definidos como senescéncia. Entretanto, ndo ha
uma distincdo bem delineada entre 0 amadurecimento e a senescéncia. O
processo de senescéncia € manifestado quando a organizacdo celular
comeca a ser destruida, aumentando a predisposicdo dos tecidos para a
degradacdo, levando-os a morte quer seja por desidratacdo ou por invasao

de microrganismos (Chitarra & Chitarra, 2005).

2.1.3 Caracteristicas do fruto

A composicao do fruto de mamoeiro pode variar em funcéo da carga
genética da planta, bem como por fatores do ambiente, manejo da cultura,
tipo de solo e época de maturacdo. Serdo descritos a seguir alguns dos
atributos quimicos e fisicos do mamao, os quais podem ser utilizados para
avaliar diferencas entre estadios de maturacéo e qualidade do fruto.

A quantidade de sélidos sollveis totais é um atributo importante na
determinacdo da qualidade dos frutos. O valor °Brix corresponde a escala de

porcentagem de matéria seca na solucdo de sacarose quimicamente pura.
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Ele pode ser utilizado para expressar o teor de acucares sollveis totais no
suco extraido da polpa dos frutos (Almeida, 2003).

De acordo com Chitarra & Chitarra (2005), durante o amadurecimento
de alguns frutos ocorre a hidrélise de carboidratos a aclUcares com
consequente aumento no teor destes. No entanto, frutos de mamoeiro nao
acumulam amido durante seu desenvolvimento. As mudancas no contetdo
de aclucar e o desenvolvimento da docura apds a colheita e durante o
amadurecimento do fruto ainda ndo estdo bem estabelecidos para o0 maméao
(Paull, 1996; Gomes et al.,2002).

Existem muitas contradicbes acerca da sintese e acumulo de
acucares solaveis durante o amadurecimento em frutos de mamoeiro.
Segundo Gomes et al. (2002), os acucares sollveis se acumulam nestes
frutos principalmente quando estes estdo presos a planta mde. Em seu
estadio inicial de desenvolvimento o fruto de mamoeiro possui a glicose
como o0 acgucar prevalente entre os agUcares solUveis, com as mudancas na
coloracdo da polpa e das sementes existe uma modificacdo no perfil de
acucares, e a sacarose torna-se o agucar predominante (Paull, 1996; Chan
et al., 1979).

Gomes et al. (2002) também verificaram que ndo h& grandes
variacfes no contetudo de acucares solUveis durante os diferentes estadios
de amadurecimento em mamdo, apés a colheita. A diferenca notada na
docura de frutos mais amadurecidos em relacdo aos mais verdes pode ser
associada com mudancas na textura, as quais podem resultar em diferentes
liberacdes de acucar das células do maméo na boca durante a mastigacao.

De acordo com Zhou (1999), citado por Sangwanangkul & Paull
(2007), a maior via de descarregamento de acucar durante as fases finais do
desenvolvimento de frutos de mamoeiro € 0 apoplasto. Nesta via a sacarose
é invertida formando hexoses, 0s quais se movem através da membrana
plasmatica com o uso de transportadores de hexoses. Sangwanangkul &
Paull (2007) verificaram uma inibicdo na taxa de transporte de hexoses
durante o desenvolvimento tardio de mamé&o submetido a inibidores de H+-
ATPase do tipo P, o que indica que o transportador de hexoses de frutos de

papaia pode ser dependente de energia (transporte ativo).
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O mamédo é um fruto de baixa acidez, geralmente apresentando
valores menores que 0,2% em &cido citrico. Sua polpa possui, em média,
valores de pH de 5,0 a 5,5, e acidez total titulavel de 0,096 a 0,12 g de &cido
citrico/100g de matéria fresca (Giovannini et al., 2004). Shiratake & Martinoia
(2007) afirmam que o baixo pH de frutos pode ser proveniente de dois
processos, bombeamento de prétons para o vacuolo e a sintese e acumulo
de &cidos organicos dentro desta organela. As enzimas responsaveis pelo
bombeamento de protons sdo as H'- ATPases. Este bombeamento no
vacuolo é feito pelas H*- ATPases do tipo V e H*- PPases. Foi observado
por Azevedo et al. (2007) uma diminui¢cdo na acidez total titulavel em frutos
de mamoeiro com a maturacao.

A firmeza da polpa reflete a presenca de substancias pécticas que
compdem as paredes celulares. A medida que o fruto amadurece, essas
substancias tornam-se sollveis e ocorre 0 amolecimento da polpa quando o
fruto atinge estadios mais avancados de amadurecimento (Wachowicz e
Carvalho, 2002). Segundo Almeida & Huber (1999), as mudancas dinamicas
na parede celular de um fruto em amadurecimento sdo estreitamente
controladas pelo pH local e as condi¢des idnicas. Portanto, a diminuigdo do
pH durante o processo de amadurecimento pode influenciar nas alteracées
na textura e firmeza da polpa de frutos. Azevedo et al. (2007) confirmaram
para frutos de mamoeiro ‘Golden’ que a firmeza da polpa foi decrescente a
medida que os frutos avangcaram na maturacdo, tracaram um paralelo com
as altas taxas de emissdao do etileno durante o processo de
amadurecimento, constatando uma possivel influéncia deste hormonio na
atividade das enzimas péctico-hidroliticas.

A cor € um indicador estético da qualidade de um vegetal, e em
muitos casos serve como um indice de maturidade fisiologica,
amadurecimento, ou senescéncia e como um indicador de injurias
fisiol6égicas, mecanicas ou patolégicas. O amadurecimento € um evento que
resulta nas maiores mudancas na coloracdo de frutos destacados (Bartz &
Brecht, 2003). Estas mudancas sdo um resultado direto das alteragdes no
contetdo de pigmentos, reducdo no conteudo de clorofilas e sintese
concomitante de carotendides (Ali & Lazan, 1998). Para mamao, as

diferencas entre os estadios de maturacdo com base na coloracédo da casca
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sdo avaliadas da seguinte forma: estadio O - fruto crescido e desenvolvido
(coloracdo da casca 100% verde); estadio 1 - fruto com até 15% da
superficie da casca amarela; estadio 2 - frutos com até 25% da superficie da
casca amarela; estadio 3 - frutos com até 50% da superficie da casca
amarela; estadio 4 - frutos com 50 a 75% da superficie da casca amarela;
estadio 5 - frutos com 100% da superficie da casca amarela (Ritzinger &
Souza, 2000).

2.1.4 Aspectos econdmicos

O fruto de mamoeiro se caracteriza por uma vida poés-colheita
relativamente  curta, completando o0 seu amadurecimento em
aproximadamente uma semana sob condigdes ambientes. No entanto,
varios fatores de pré e pds-colheita, como bi6ticos e abidticos, podem
reduzir a sua vida pos-colheita. Esses fatores podem se manifestar nos
frutos isoladamente ou em conjunto, proporcionando perdas guantitativas e,
ou, qualitativas nas diferentes fases da comercializacdo (Costa e Balbino,
2002).

Algumas praticas pés-colheita devem ser adotadas para que a vida de
prateleira do fruto seja aumentada (Siméo, 1998). O uso da termoterapia e
do pré-resfriamento, com a aplicacdo de defensivos e de cera na superficie
dos frutos, complementando com acondicionamento adequado em
embalagens apropriadas e armazenamento sob refrigeracdo, sdo algumas
destas. Essas préaticas sdo tanto quanto mais importantes quanto mais
distantes e mais exigentes no mercado consumidor (Balbino, 2003).

O Brasil € hoje o maior produtor e o terceiro maior exportador do fruto,
e respondendo por cerca de 25% da producdo mundial, com 1,6 milhdes de
toneladas por ano. O mamao € a sétima fruta “in natura” mais exportada no
Pais, sendo cultivado em aproximadamente 30 mil hectares, concentrado
nos estados do Espirito Santo e Bahia, que juntos séo responsaveis por 70%
da producéo nacional (SEAG, 2007).

No periodo de janeiro do ano de 1996, a setembro do ano de 2004
foram exportadas, aproximadamente, 176.607 toneladas de mamao no

Brasil. O Estado do Espirito Santo foi o maior exportador, com cerca de
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128.178 toneladas (73%), aproximadamente, seguido pelo Estado de Sao
Paulo com 23.015 toneladas (13%), pelo Rio Grande do Norte com 13.880
toneladas (8%), pela Bahia com 9.551 toneladas (5%) e pela Paraiba com
1.983 toneladas, representando, o 1% restante (BRAPEX, 2005).

No Espirito Santo a cultura apresenta 0os maiores indices de
produtividade do pais. Ocupa uma éarea de 12 mil hectares, distribuidos em
11 municipios do Norte do Estado, gerando cerca de 30 mil empregos. O
'Polo de Linhares' é o mais importante exportador de mamé&o do Brasil,
responsavel por 70% da exportacéo brasileira (SEAG, 2007).

Segundo o IBRAF, as exportacdes brasileiras de papaia de janeiro a
outubro de 2007, somaram um valor de US$ 27.941.467, totalizando um

volume de 26.596.162 Kg de frutos exportados.

2.2 Respiracéo do fruto

A respiragdo consiste na decomposi¢cdo oxidativa de substancias
presentes nas células, como polissacarideos, acucares simples, acidos
organicos, proteinas e lipidios em moléculas simples CO, e H,O, com
producdo de energia (Abeles et al., 1992). O processo respiratorio fornece
além de energia, a formacdo de esqueletos carbdnicos, os quais sao
necessarios para a manutencéo e reacfes de sintese (Kays,1994). Apos a
colheita do fruto, a respiracdo torna-se o0 seu principal processo fisioldgico,
pois este ndo depende mais das substancias fornecidas pela planta mae,
tendo que utilizar suas proprias reservas de substratos acumulados durante
seu crescimento e maturacado (Chitarra & Chitarra, 2005).

Os vegetais variam grandemente em sua taxa de respiragao. Frutos
que sao colhidos maduros respiram bem menos do que aqueles colhidos
imaturos. Em geral, existe uma relacao inversa entre a taxa de respiracao e
a vida po6s-colheita de vegetais frescos. O uso de varios substratos durante
0 processo de respiracao pode resultar na perda de reservas no tecido,
perda de qualidade no sabor e no valor do produto para o consumidor (Bartz
& Brecht, 2003).

Os frutos sao classicamente classificados, do ponto de vista
fisiologico, em climatéricos e nao climatéricos, em funcdo da presenca

(climatérico) ou auséncia (nao-climatérico) do aumento expressivo na
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atividade respiratdria e sintese etileno na fase do amadurecimento (Lelievre
et al.,, 1997).0 periodo climatério é uma etapa do desenvolvimento de
determinadas espécies vegetais que envolve uma série de mudancas
bioquimicas associadas com o aumento natural da respiracdo e producao
auto-catalitica de etileno. Este periodo consiste de pré-climatério, pré-
climatério minimo, aumento climatérico, pico climatérico, e fases pos-
climatéricas (Watada,1984).

Em alguns frutos, o aumento da taxa respiratéria caracteriza o estadio
de amadurecimento. Neste periodo ocorrem modificagbes na textura da
polpa e na cor da casca e da polpa. Tais mudancas podem ocorrer durante o
pico climatérico ou apés, dependendo do fruto (Chitarra & Chitarra, 2005),
tornando-o mais palatavel.

O mamao € considerado um fruto climatérico devido ao seu padrédo
respiratorio. Em mamao, o pico climatérico ocorre simultaneamente com a
maxima emissdo de etileno (Silva et al.,, 2001) iniciando a fase do
amadurecimento, momento no qual o fruto apresenta melhores atributos de

qualidade para consumo (Manica et al., 2006).

2.3 Emisséao de Etileno do fruto

O etileno é um horménio vegetal gasoso, produzido em todas as
partes dos vegetais superiores. A taxa de producéo de etileno depende do
tipo de tecido e do estaddio de desenvolvimento deste. A emissdo deste
fitormbnio € expressiva durante a absciséo foliar e a senescéncia da flor,
bem como, durante o amadurecimento dos frutos. O etileno tem sua
expressdo aumentada por ataque de patdégenos, e por danos de origem
fisica ou quimica (Abeles et al., 1992).

E um fitorménio que modula diversos processos metabdlicos
envolvidos no amadurecimento de frutos, coordenando a expressao génica
que envolve o aumento da taxa respiratoria, a degradacéo de clorofila e a
sintese de carotendides na casca do fruto, a interconversédo de acucares, 0
aumento na atividade de enzimas que degradam a parede celular e até

mesmo a producgéo auto-catalitica de etileno (Gray et al., 1992).
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A principal via para biossintese de etileno tem como precursor central
0 aminoacido metionina, o qual é convertido a S-adenosil metionina (SAM);
este por sua vez é convertido a acido aminociclopropano carboxilico (ACC),
gue sera convertido a etileno. As principais enzimas moduladoras desta rota
sdo a SAM-sintetase, ACC-sintase (ACCS) e ACC-oxidase (ACCO) (Figura
2) (Bleecker & Kende, 2000).
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Fonte: Abeles et al., 1992

Figura 2 - Rota de biossintese do etileno e o ciclo de regeneracdo da metionina.

O etileno pode exercer regulacéo por “feedback” positiva ou negativa
em sua propria biossintese, dependendo do tecido, 6rgdo ou estadio de
desenvolvimento (Yang, 1985). Com base na resposta a aplicacéo de etileno
exogeno, dois diferentes padrdes de producdo de etileno tém sido
observados (Oetiker & Yang, 1995). Segundo Barry et al. (2000), o sistema |
de producdo de etileno é encontrado em tecidos vegetativos, frutos nao-
climatéricos e frutos no estadio do pré-climatério onde a taxa de producéo de
etileno é baixa e inibida por etileno exégeno. O sistema Il do etileno é

produzido durante o amadurecimento de frutos climatéricos e senescéncia
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floral onde a taxa de producdo de etileno € aumentada e pode ser
estimulada por etileno exdgeno.

O repentino aumento na producdo de etileno na fase do
amadurecimento é considerado como um controlador da iniciacdo das
mudancas na cor, aroma, textura, sabor, e outros atributos fisioloégicos e
bioquimicos. Frutos ndo-climatéricos séo considerados como possuidores de
um processo de amadurecimento, independente de etileno (Lelievre et al.,
1997).

De acordo com Cervantes (2002), os mecanismos para percepg¢éao de
etileno sdo bem conservados em plantas, tendo origem ancia. Os receptores
do etileno sdo proteinas de membrana, sendo relacionados a proteinas
receptoras encontradas em algas, bactérias e plantas, que possuem
sistemas regulatérios, os quais iniciam uma série de reacdes de fosforilacdo
em respostas a estimulos externos.

O etileno possui diversos inibidores de sua atividade. Os
ciclopropenos tém sido descritos como efetivos antagonistas da acédo do
etileno, os principais sao Ciclopropeno (CP), 1-metilciclopropeno (1-MCP) e
3,3-dimetilciclopropeno (3,3-DMCP. Todos esses antagonistas estdo na
forma gasosa em temperatura ambiente, e ndo possuem odor forte
caracteristico nas concentracdes utilizadas para tratamentos em vegetais. O
1-MCP é mais estavel que o CP e mais ativo do que o 3,3-DMCP, devido a
estas caracteristicas é preferencialmente utilizado (Sisler e Serek, 1997).

O 1-MCP tem aparecido como uma importante ferramenta no controle
da maturacdo, sendo utilizado para prolongar a vida de prateleira e a
qualidade de produtos vegetais, tendo se mostrado como um avango na
agricultura comercial. Este produto também tem se mostrado como um forte
aliado na pesquisa, contribuindo com avangos no entendimento da agéo do
etileno sobre as plantas (Blankenship & Dole, 2002).

A forma de agéo deste inibidor € ocupando o sitio receptor do etileno,
nao permitindo que este se ligue, impedindo desta forma, sua acédo. A
afinidade do 1-MCP para o receptor do etileno é aproximadamente 10 vezes
maior do que o préprio etileno. Desta forma o 1-MCP é ativo em

concentragbes muito menores do que o etileno (Sisler e Serek, 1997).
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Comparativamente ao etileno, o 1-MCP permanece ligado ao receptor
por um periodo de tempo maior, e enquanto estiver ligado, o etileno néo
podera se ligar (Sisler e Serek, 1997). O inibidor se liga permanentemente
aos receptores, ainda assim as plantas tratadas retornam a sensibilidade ao
etileno devido a sintese de novos receptores que permitem a ligagdo do
etileno (Blankenship & Dole, 2002).
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Fonte: Athanasios Theoloais. 1998.

Figura 3- Via de transducédo de sinal do Etileno. “PERE” — Elemento Primario

de Resposta ao Etileno.
2.4 H'- ATPase de membrana plasmatica

As membranas biolégicas sdo barreiras seletivas que permitem a
manutencdo de gradientes i6nicos e metabdlicos essenciais para o
crescimento, desenvolvimento, transporte e transdugcdo de sinal. Elas
controlam o fluxo de solutos, ions e metabdlitos (Hedrich & Schroeder,
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1989). O processo seletivo € desempenhado por complexos protéicos
localizados nas membranas, que podem funcionar como proteinas canais,
proteinas transportadoras e, como bombas eletrogénicas (Taiz & Zeiger,
2004).

Estes sistemas de transporte, presentes nas membranas bioldgicas,
podem ser classificados em sistemas primérios e secundérios (Logan et al.,
1997). O processo de transporte ativo primario € efetuado pelas bombas
eletrogénicas, que se utilizam de compostos ricos em energia para bombear
ions através da membrana, gerando um gradiente eletroquimico
(Poole,1978). O transporte de solutos acoplado ao fluxo de prétons através
de um mecanismo antiporte/simporte (Figura 3) € chamado de transporte
ativo secundario e ¢é efetuado pelas proteinas transportadoras
(Serrano,1989).

Cétions, anions e solutos neutros podem atravessar a membrana
plasmatica através de varias proteinas transportadoras. O transporte destes
é facilitado pela energizacdo da membrana através do concomitante
bombeamento de prétons pela H'- ATPase, desta forma a maioria das
proteinas transportadoras de membrana identificadas em plantas é
energizada indiretamente através da acdo das ATPases de membrana

plasmatica (Palmgren, 2001).
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Figura 4 — Transporte primario e secundario através da membrana
plasmatica.

As bombas eletrogénicas séo os principais sistemas de transporte de
prétons que operam nas células vegetais. Podem ser divididas em bombas
da plasmalema H*-ATPases do tipo P e Ca**-ATPases, e as localizadas no
tonoplasto H*-ATPases do tipo V e as H'-PPases (Taiz & Zeiger, 2004).
Dentre as bombas eletrogénicas, a H*-ATPase do tipo P, sera o foco deste
trabalho, devido a isto far-se-a uma breve descricdo de suas caracteristicas
gerais.

De acordo com Palmgren (2001), as H*- ATPases do tipo P diferem
marcadamente das outras bombas com respeito a sua bioquimica,
organizacdo de subunidades, mecanismo de acdo e origem evolucionaria.
Em plantas, a H*- ATPase do tipo P possui uma subunidade catalitica de
aproximadamente 100kDa, que durante o ciclo de reacao é fosforilada. Seu
mondmero tem 10 dominios transmembrana (Figura 4) e uma alca hidrofilica
contendo a regido de ligacdo do ATP (Briskin & Leonard,1982; Sze, 1985).
Podem formar complexos de heterosubunidades como Na+/K*-ATPase e
H'/K*-ATPase, as quais sd0o compostas da subunidade catalitica K e da

subunidade glicosilada L, ou compreendem uma Unica subunidade como as
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Ca®’- ATPases e as H" ATPase de membrana plasmatica de plantas e
fungos (Morsomme & Boutry, 2000).

Espaco
Extracelular

Fonte: Pederson et al., 2007

Figura 5 - Modelo estrutural da Ht-ATPase da membrana plasmatica

A H' - ATPase presente na membrana plasmatica das plantas
desempenha a funcdo de transportar ions e moléculas por meio de
transporte ativo, através de um gradiente eletroquimico. Esta bomba utiliza
ATP como substrato para bombear protons através da membrana plasmatica
para o apoplasto, produzindo um gradiente de pH e um potencial elétrico
através da membrana. A atividade desta bomba de protons esta relacionada
a diferentes eventos fisioldgicos, dentre eles estédo a quebra de dorméncia
em sementes; o desenvolvimento de polaridade em células de tecidos em
crescimento; carregamento de nutrientes e turgor celular; crescimento
celular; acidificacdo e alcalinizacdo de meios, com posterior ativacdo de

enzimas, dentre outros (Serrano, 1989).
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A H' - ATPase do tipo P pode ser encontrada em todos os tipos de
células vegetais, em diferentes quantidades de acordo com o tecido. Em
geral, os tecidos especializados para intensa atividade de transporte ativo e
acumulo de solutos sdo os mais abundantes nesta bomba. O floema, um
tecido especializado para transporte de longa distancia de uma grande parte
de componentes organicos, contém grande concentracdo de H' - ATPases
do tipo P (Palmgren, 2001). Zhao et al. (2000) verificaram que a H*- ATPase
do tipo P é importante para o carregamento de sacarose e outros
fotoassimilados no floema.

A H'- ATPase de membrana plasmatica é inibida por ortovanadato
(Gallagher et al, 1982) e por complexos de fluoreto de aluminio (Facanha e
De Meis, 1995). Pode ser regulada pela concentracdo de seu substrato
(ATP), pH e temperatura (Sze et al., 1999), tem sua atividade basal
estimulada por céations alcali como K*, NH*". Os anions ndo tém atividade
aparente sobre a hidrélise de ATP, no entanto cations divalentes como Mg**
ou Mn?* sdo requeridos para sua atividade (Gallagher et al., 1982). Esta
enzima pode ser ativada ou desativada em resposta a luz, aos_hormonios,
ataque de patdgenos, dentre outros (Dietz et al., 2001).

Praticamente todos os horménios de plantas interagem com a bomba
de protons de membrana plasmatica. A auxina ativa a enzima em células em
crescimento, promovendo a elongagéo celular (Brummel & Hall, 1987). Peng
et al. (2003) verificaram que o acido abscisico ativou fortemente a H'-
ATPase do tipo P em frutos de maca. Foi visto para frutos de mamoeiro, que
0 pico de etileno parece sinalizar para uma diminuicdo na atividade da
enzima (Azevedo et al., 2008). Heyes et al. (1997) verificaram que a bomba
de protons de membrana plasmatica tinha sua atividade diminuida durante o
inicio do amadurecimento e com posterior aumento na fase final , até a
senescéncia, em pepino, sugerindo que esta bomba de prétons contribui
para o amolecimento destes frutos através da diminuicdo do pH apoplastico.
Domingos & Ruber (1998) também relatam variacbes no pH do apoplasto
para frutos de tomateiro durante o processo de amadurecimento, eles
sugerem que a diminuicdo no pH do apoplasto seja responséavel pela
degradacdo de polimeros e ativagdo de hidrolises alterando a textura do

fruto.
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As bombas de protons tém sido relatadas por estarem envolvidas em
diversos processos no amadurecimento de frutos. Afetando o transporte de
acucares e acidos durante o amadurecimento de uva, a homeostase do pH e
o transporte de solutos em células vegetais (Robinson & Davies, 2000;
Zandonadi et al., 2007). Milner et al. (1995) verificaram um aumento na
atividade das bombas de protons de tonoplasto no inicio da maturidade de
tomate. Este aumento foi seguido por uma reducdo na atividade destas
enzimas. Ja para frutos ndo climatéricos como uva, morango e maca, a
atividade das bombas de protons parece aumentar com 0 processo de
amadurecimento destes frutos (Terrier et al., 2001; Ben-Arie & Faust, 1980;
Lurie et al. , 1983).

As especulacdes acerca da atividade destas bombas durante o
processo de maturacao sao inimeras, vao desde a modulacédo por diversos
hormdnios até a ativacdo de enzimas e transporte de solutos. O trabalho
efetuado por Azevedo et al. (2007) fornece evidéncias da participacéo da H*-
ATPase do tipo P no processo de amadurecimento de frutos de mamoeiro e
a possivel modulacdo da atividade desta enzima pelo horménio etileno
durante o processo de amadurecimento. O processo de amadurecimento de
frutos é uma importante etapa do desenvolvimento a ser investigado, seu
balanco hormonal, como sdo orquestrados os sistemas de transporte, as
atividades enzimaticas e como ocorre a interconexdo entre estes diferentes
elementos. A elucidacdo de mais uma etapa destes processos bioguimicos e
fisiolégicos do fruto faz-se necesséaria para que ocorra um melhor
entendimento sobre o amadurecimento e a fisiologia dos frutos apds a

colheita.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Verificar a relacdo entre a atividade da enzima H'- ATPase de
membrana plasmética e a emissdo de etileno durante o processo de

amadurecimento em frutos de mamoeiro cultivar Golden.

3.2 Objetivos especificos

e Estimar a emissdo de etileno e a atividade da H*-ATPase de
membrana plasmatica em frutos de mamoeiro ‘Golden’, sob trés
tratamentos diferentes;

e Relacionar as alteracdes ocorridas na atividade enzimatica da
bomba de prétons de membrana plasmatica com a emissao de
etileno durante o processo de amadurecimento e em situacdes de
promocao e inibicdo da producao de etileno;

e Caracterizar atributos fisico-quimicos como firmeza, coloracao,
teor de solidos soluveis e acidez dos frutos de mamoeiro ‘Golden’
durante o processo de amadurecimento e em situacdes de

promocéao e inibicdo da producao de etileno.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento experimental

O experimento foi conduzido seguindo um Delineamento Inteiramente
Casualizado em esquema fatorial (dias de tratamento X tratamento), com
trés repeticdes. Os resultados foram interpretados estatisticamente por meio
de andlises de variancia, e teste de médias. Os resultados foram analisados

através do programa Genes (Cruz, 2006).

4.2 Material Vegetal

Os frutos de mamoeiro ‘Golden’ foram obtidos de lavouras da regiao
de Linhares, ES (latitude 19°15’ S, longitude 39°51’ O), apresentando
temperaturas maximas entre 30°C - 32°C e minimas entre 15°C - 18°C
(INCAPER-ES). Os frutos foram acondicionados em caixas de papelédo para
exportacdo e transportados sob refrigeracdo (15 °C) até o Laboratorio de

Melhoramento Genético Vegetal onde se realizaram os ensaios.

4.3 Aplicagédo dos tratamentos

Os tratamentos foram constituidos de amadurecimento natural,

inducdo do amadurecimento e inibicdo do amadurecimento dos frutos. Em
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todos os tratamentos os frutos foram mantidos em condi¢des de temperatura
e umidade relativa controladas (24 + 1°C e 85 + 5%)).

4.3.1 Amadurecimento natural dos frutos:

Os frutos submetidos a este tratamento foram colhidos no estadio O
de maturacdo (quando o fruto tem a casca 100% verde, mas ja atingiu a
maturidade fisioldgica) e deixados amadurecer naturalmente em ambiente
controlado (24 + 1°C e 85 + 5%).

As amostras foram constituidas de no minimo 15 frutos em diferentes
dias de armazenamento (0O, 1, 3, 4, 5 e 6 dias). Os frutos de cada dia foram
avaliados quanto a emissdo de gases (etilieno e CO;) de forma nao-
destrutiva e posteriormente submetidos as andlises quimicas e fisicas de
confirmacdo do estadio de maturacdo, além das avaliacbes quanto a
atividade da H*-ATPase, as quais foram realizadas de forma destrutiva. Para
cada dia de avaliacdo foram analisados trés frutos, cada fruto representando

uma repeticao.

4.3.2 Inducédo do Amadurecimento

Os frutos submetidos a este tratamento foram colhidos no estadio 0
de maturacdo e expostos a uma concentracdo de 1ppm de etileno exdégeno
com fluxo constante de 1L/h durante 24 h, em caixa lacrada (fig. 6), para
inducdo de seu amadurecimento, e armazenados sob condi¢cbes controladas
(24 + 1°C e 85 + 5%). Os frutos controle foram acondicionados nas mesmas
condi¢cbes, sO que foram expostos a um fluxo continuo de ar pelo mesmo
periodo.

As amostras foram constituidas de no minimo 30 frutos em diferentes
dias de armazenamento. Em intervalos de um dia, trés frutos (cada fruto
representando uma repeticdo) foram avaliados quanto a emissédo de gases
(etileno e CO,) de forma nao-destrutiva e posteriormente submetidos a
andlises quimicas e fisicas de confirmacdo do estaddio de maturacdo, além
das avaliacGes quanto a atividade da H*-ATPase, as quais foram realizadas

de forma destrutiva.
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Figura 6 — Montagem experimental usada para a submissao dos

frutos a exposicéo de etileno exdgeno.

4.3.3 Inibicdo do amadurecimento

Os frutos submetidos a este tratamento foram colhidos no estadio 0
de maturacdo e tratados com 1-metilciclopropeno (1-MCP, SmartFreshTM,
Rohm and Haas Quimica Ltda.) na concentracdo de 50nL/L (Souza, 2008)
por 12h em caixa lacrada, para inibicAo de seu amadurecimento.
Posteriormente os frutos foram armazenados sob condigdes controladas (24
+1°C e 85 + 5%).

As amostras foram constituidas de no minimo 30 frutos em diferentes
dias de armazenamento. Em intervalos de dois dias, trés frutos (cada fruto
representando uma repeticdo) foram avaliados quanto a emissao de gases
(etileno e CO,) de forma nao-destrutiva e posteriormente submetidos a
andlises quimicas e fisicas de confirmacédo do estadio de maturagéo, além
das avaliagBes quanto a atividade da H*-ATPase, as quais foram realizadas
de forma destrutiva.
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4.4 Analises gasosas

Foram feitas analises da emisséo de etileno (C,H,) e CO; pelo fruto.
Estes ensaios foram efetuados no Laboratério de Ciéncias Fisicas, situado
no Centro de Ciéncia e Tecnologia (CCT), da UENF.

4.4.1 Medida da emissao de etileno

Para a determinagdo da emissdo de etileno nos frutos de mamoeiro
foi utilizado um espectrémetro fotoacustico produzido pela Universidade
Catolica de Nijmegen (Holanda), utilizado especificamente para aplicacdes
bioldgicas (Silva et al., 2001).

Esse equipamento € capaz de medir concentragbes da ordem de
partes por bilhdo (ppb), apresentando a vantagem de medir em tempo real a
taxa de emisséo de etileno da fruta, ndo havendo a necessidade de acumulo
do gas.

Os frutos foram colocados individualmente, a temperatura ambiente,
em um recipiente de volume igual a 1L. Os gases emitidos pelo fruto sao
arrastados (gas de arraste), passando por filtros para retirar qualquer
residuo gasoso que possa interferir na medida, indo até o equipamento.

Com os valores de fluxo, massa dos frutos e concentracdo do gas
analisado, a taxa de emisséo de etileno foi calculada. Os resultados médios

foram expressos em ng.Kg™*.h™.

4.4.2 Medida da respiracéao

A medida da respiracao foi feita pela quantificagdo da producdo de
CO,, utilizando-se um analisador comercial de gas no infravermelho modelo
(Hartman & Braun modelo URAS14). Este equipamento mede em tempo real
a taxa de emissdo de diéxido de carbono (CO;), e permite que baixas
concentracbes de CO, provenientes da respiragdo da amostra sejam

detectadas com uma precisao de aproximadamente 0,1% (v/v).
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Da mesma maneira que no etileno, com os valores de fluxo, massa
dos frutos e concentracdo do gas analisado, a producdo de CO, foi

calculada.
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Figura 7 — Montagem experimental usada para monitorar a emisséo de etileno
e COa,.

4.5 Estadio de desenvolvimento dos frutos

Para caracterizar o estadio de maturacao em que o fruto se encontra
foram avaliados os parametros coloracdo da casca, firmeza da polpa, teor de
sélidos soluveis e acidez total titulavel, além da avaliacdo das taxas de

emissao de etileno e atividade respiratoria.

4.5.1 Determinacao da coloragdo da casca

Os frutos foram avaliados quanto a sua cor utilizando um colorimetro
de refletancia (Minolta Co., Osaka, Japan), que fornece parametros de cor
definidos por trés coordenadas (X, Y e Z) e o angulo de cor. Assim, foram
analisados os parametros de cor de Hunter L*, a* e b*. Onde L* varia de
preto a branco, a* alcanca de verde (valores negativos) a vermelho (valores

positivos) e b* de azul (valores negativos) a amarelo (valores positivos)
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(Vendramini & Trugo, 2000). O angulo “hue” (°h) quando apresenta valores
proximos de 90° indica que a coloracdo da casca do fruto encontra-se
amarelada, angulo préximo de 180° é indicativo de coloracdo verde
(McGuire,1992). Foram coletadas leituras randémicas em trés pontos
equidistantes no eixo equatorial da superficie de cada fruto, nos diferentes

estadios de maturacéo.

4.5.2 Determinacao da firmeza da polpa

Para avaliagdo desta caracteristica foi utilizado um penetrdmetro de
bancada (modelo 53205; Fruit Pressure Tester, Italy) com adaptador de 8,0
x 8,0 mm (altura x diametro). Cada fruto foi dividido ao meio,
longitudinalmente. A firmeza foi determinada por meio da resisténcia a
penetragdo na polpa em trés pontos equidistantes de cada face dos frutos,
sendo estes distantes da casca em 0,5 cm. Os valores obtidos foram

expressos em Newton (N).

4.5.3 Determinacdo do teor de sélidos soluveis

A andlise do teor de sdlidos solluveis totais contidos na polpa do
mamao foi determinada através da avaliacdo de gotas de suco do fruto
obtidas de uma amostra da polpa, postas sobre o prisma do refratbmetro

(SAMMAR), sendo os resultados expressos em °Brix.

4.5.4 Determinacao da acidez total titulavel

O método N° 22.058 descrito pela A.O.A.C. (1970) com concentragcio
de alcali de 0,1N de NaOH, foi empregado para andlise da acidez total
titulavel da polpa dos frutos. As amostras foram constituidas de
aproximadamente 30 g de tecido da polpa, retiradas da regido mediana dos
frutos, homogeneizado em 50 mL de agua destilada. A titulagéo se procedeu
com solucdo padronizada de NaOH 0,1N. Os resultados foram expressos
em percentagem de acido citrico, obtidos através da seguinte expressao

matematica.
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ATT (% em &cido citrico) = volume de NaOH (mL) x N do NaOH x grama do &cido citrico x f

(Eq. 3) Massa da amostra (g)
Em que:
N = normalidade da base;
Equivalente grama do &cido citrico = 64;

f = fator de correcdo da base

4.6 Atividade de H*- ATPase do tipo P

4.6.1 Obtencdo das vesiculas

As vesiculas microssomais contendo H'-ATPases, foram isoladas a
partir da polpa de frutos de mamoeiro. Obtidas através do processo de
centrifugacéo diferencial, com devidas adapta¢cdes, o qual foi descrito por
Giannini & Briskin (1987). As adaptacdes no protocolo foram feitas por
Azevedo et al. (2007) a partir das dificuldades encontradas para a extracédo
em mamao, 0s quais sao frutos com altas concentracbes de agua que
dificultava a concentracdo das proteinas. Devido a isto se utilizou um tampao
de extracdo bem mais concentrado.

Azevedo et al. (2008) encontraram dificuldades na obtencdo das
vesiculas seladas em frutos em estadios iniciais de maturacdo, devido as
altas concentracdes de latex nestes frutos. O latex possui grande quantidade
de enzimas proteoliticas, lipoliticas e mucoliticas, o que inviabiliza as
vesiculas extraidas. Devido a estas dificuldades encontradas, adicionou-se
ao tampdao do presente experimento a enzima antipaina que degrada o latex
e um protetor de lipases lisofosfatidiletanolamina, para viabilizar a extracéo
de vesiculas em frutos verdes.

As amostras de tecido da polpa foram pesadas, homogeneizadas em
tampao de extracdo, na propor¢cdo de 1:1 (m/v). O processo de
homogeneizagao foi efetuado em um mixer, sendo todo o procedimento
conduzido sob banho de gelo.

O tampéo de extracao utilizado foi constituido de, 700 mM Sacarose,
30% (v/v) Glicerol, 210 mM tampé&o Tris pH 8,0, 300 mM KCI e 15 mM
EDTA, 2 mM PMSF, 10 mM DTT, 0,3% BSA (p/v) , 0,4% PVPP (p/v). A
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amostra obtida foi filtrada em 4 camadas de gaze. A primeira centrifugagéo
foi efetuada em centrifuga HITACHI, Himac CP a 1.500 x g por 15 min, para
remover células ndo rompidas e nucleos. O sobrenadante foi coletado e
submetido a uma nova centrifugacdo a 8000 x rpm por 15 min (centrifuga
HITACHI, Himac CP) para remocao de mitocondrias. O sobrenadante obtido
foi centrifugado a 100.000 x g por 45 min. A enzima antipaina foi adicionada
ao tampao de suspensdo. O material precipitado foi suspenso em solucéo
tampéo contendo: glicerol 10%, MOPS-Tris 100 mM, EGTA 5mM, MgSO,
6mM, PMSF 2mM e DTT 1 mM, 1uM lisofosfatidiletanolamina, antipaina, pH

7,5 sendo composto das vesiculas de plasmalema.

4.6.2 Determinacédo de proteinas totais

O conteudo de proteinas totais foi determinado pelo método de
Bradford (1976), em espectrofotometro SHIMADZU UV-120 a 595 nm,
usando como proteina padrdo BSA (Bovine Serum Albumine).

4.6.3 Atividade hidrolitica da H*- ATPase do tipo P

As vesiculas de plasmalema obtidas no processo foram submetidas a
analise de sua atividade hidrolitica. Esta foi determinada pelo método
descrito por Fiske & Subbarrow (1925), que consiste na dosagem
colorimétrica de fosfato inorganico (P;) liberado durante a hidrélise
enzimatica de ATP. A reacdao foi iniciada com a adi¢do de material amostral
(vesiculas) ao meio de reacdo, sendo interrompida através da adicdo de
acido tricloroacético (TCA) em uma concentracao final de 20%. As amostras
obtidas foram analisadas em espectrofotometro (SHIMADZU UV-120) em
comprimento de onda de 750 nm. O meio de reacgao é constituido de: 50 mM
MOPS-Tris pH 6,5, 3 mM MgSO,, 100 mM KCI, 1 mM ATP, 10 mM
Molibdato de Sédio e 0,03 mg.mL™ de proteina.

A hidrélise de ATP foi determinada através da atividade sensivel ao
inibidor especifico, neste caso 0,2 mM de ortovanadato de soédio. Da

seguinte forma: atividade total subtraida da atividade inibida.



32

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacdo do amadurecimento dos frutos

Os frutos foram armazenados de forma que pudessem amadurecer
sob condicbes do ambiente sendo avaliados quanto a diferentes
caracteristicas fisico-quimicas. Segundo Salveit (1999), o acompanhamento
da taxa de emisséo do etileno é essencial para a definicdo do climatério. Os
resultados mostram que a emissdao de etileno e CO, durante o
amadurecimento dos frutos apresentou um pico no quinto e no quarto dia de
armazenamento, respectivamente (Figuras 8 e 9). Estes dados mostram
uma defasagem de um dia entre a emissdo maxima de etileno e o pico
respiratorio, contrério ao que diz Chitarra & Chitarra (2005), que afirmam
que 0 aumento na respiragdo seria um evento conseqiente ao aumento do
etileno. Tal diferenca de resposta ndo € novidade, uma vez que este é um
assunto ainda controverso, com muito a pesquisar-se até conhecer a
verdadeira interdependéncia entre estes dois eventos. Segundo Rhodes
(1970), o climatério pode ser definido como o periodo do desenvolvimento
de alguns frutos, chamados de climatéricos, onde ocorrem diversas
alteracdes bioquimicas moduladas pelo aumento na emissao do etileno, que
provocam a transicdo do estado de maturacdo dos frutos para o de
senescéncia, também é caracteristico desta fase o aumento da taxa de
respiragao.

A caracterizagdo do estadio de desenvolvimento de um fruto pode ser

feita através da observacdo de diversos fatores fisicos, quimicos e
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bioguimicos. A avaliacdo da colora¢do da casca do fruto é uma das formas
mais utilizadas de diferenciacdo entre as fases de maturacdo e
amadurecimento. Neste trabalho foi observado que a maior mudanca na
coloracao dos frutos, indicada pela queda no angulo hue, ocorreu entre o 1°
e 0 4° dia de armazenamento (Figura 10), coincidindo com o inicio da
ascensao climatérica (tanto para a emissdo de CO,, quanto de C;H4). O
angulo hue é uma variavel angular que indica a coloracdo da amostra,
valores proximos de 90° representam a cor amarela, enquanto o angulo
préximo de 180° é indicativo de coloracao verde (McGuire,1992).

A firmeza da polpa do fruto é um atributo qualitativo de suma
importédncia na poés-colheita (Chitarra & Chitarra, 2005). Na Figura 11
observa-se que a firmeza do fruto caiu de maneira expressiva a partir do 3°
dia de armazenamento, mantendo-se constante até o final do periodo de

observacao.

0,6
05
0,4
0,3 . .
02 /

0,1

Emiss&o de etileno (ng.kg™s™)

0,0 -

T T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6

Tempo de armazenamento (dias)

Figura 8 — Taxa de emissao de etileno em frutos de mamoeiro ‘Golden’, em fungéo

do tempo de armazenamento. Os dados sao apresentados como uma média de 3
repeticoes.
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Figura 10 — Evolucdo temporal da variacgdo do angulo Hue durante o

amadurecimento natural de frutos de mamoeiro ‘Golden’. Valores de “hue” (°h)

proximos de 90° indicam coloracdo amarelada, angulo proximo de 180° é indicativo

de coloracao verde.
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Figura 11 - Avaliagdo da firmeza da polpa em frutos de mamoeiro em fungéo do
tempo de armazenamento. Barras seguidas de mesma letra ndo diferem entre si

pelo teste de Tuckey a 5%.

A textura é considerada um dos principais atributos de qualidade,
responsaveis pela aceitabilidade do fruto pelo consumidor (Tucker, 1996) e
a firmeza esté ligada diretamente a este atributo. A perda de firmeza do fruto
tem sido frequentemente atribuida ao aumento na emissdo de etileno. O
etileno é o horménio responsavel pelo desencadeamento do processo de
maturacdo, e consequentemente com 0s eventos a ele associados, dentre
0S quais as mudancas na textura (Abeles et al.,1992). A acdo de enzimas
pectino-hidroliticas, que degradam componentes da parede célula, provoca
0 amaciamento da polpa do mamé&o durante o amadurecimento. A atividade
dessas enzimas aumenta no mamao durante o amadurecimento (Chan Jr.,
1986). O amolecimento da polpa dos frutos € provocado, dentre outros
processos, pela degradacdo da lamela média da parede celular, resultando
no afrouxamento da unido célula-célula (Smith et al., 2003).

O teor de sdlidos solaveis (TSS) € um indicador da quantidade de
acucares soluveis contidos na polpa do fruto. Os resultados encontrados
para esta caracteristica corroboram com o encontrado por Azevedo et al.
(2008), onde esta variavel ndo se altera significativamente durante o periodo

de amadurecimento do mamao ‘Golden’. Os valores encontrados ficaram em
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torno de 9,9 ° Brix (Figura 12). A constancia no TSS durante o periodo de
amadurecimento do mamao ja é esperada como verificado por Paull (1996)
e Gomes et al. (2002), que afirmam que estes frutos ndo acumulam amido
durante seu desenvolvimento, ndo permitindo, assim, grandes variacdes no
contelido de agucares solUveis durante o processo de amadurecimento.

A acidez titulavel (AT) n&o variou durante o periodo observado, seus
valores médios ficaram entre 0,11 e 0,08% de acido citrico (Figura 13). Este
resultado foi diferente do encontrado por Azevedo et al. (2008), onde a AT
da polpa do maméao diminuiu coincidentemente com o pico de etileno. No
entanto, os valores de AT encontrados neste trabalho ficaram dentro do
esperado para mamao, abaixo de 0,3% de acido citrico segundo Martins e
Costa (2003). Os valores da AT tém sido descritos como bem variaveis
durante o amadurecimento de frutos. Os &cidos orgéanicos tendem a diminuir
durante o amadurecimento dos frutos devido a sua conversao em acgucares
ou pelo processo respiratério, podendo variar de acordo com a espécie e
cultivar (Souza, 1998).
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Figura 12 - Teor de sdlidos soluveis totais em frutos de mamoeiro ‘Golden’, em
funcdo do tempo de armazenamento. Teste de andlise de varidncia néo

significativo.
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Figura 13- Acidez Total Titulavel (ATT) em frutos de mamoeiro ‘Golden’, em frutos
amadurecidos naturalmente, em funcdo do tempo de armazenamento. Teste de

variancia nao significativo.

A avaliacdo da atividade de hidrdlise da ATPase do tipo P mostrou
um perfil no qual a atividade foi decrescente desde o inicio do
armazenamento até o quarto dia, quando registrou seu menor valor,
elevando-se a seguir e mantendo-se estavel até o final das avaliagbes no
sexto dia (Figura 14). O perfil apresentado sugere que a atividade da bomba
de proétons diminui a partir do momento em que o fruto inicia a subida para o
climatério e consequentemente as taxas de respiracdo e emissédo e etileno
aumentam. Este resultado corrobora com o encontrado por Azevedo et al.
(2008), que verificaram que a atividade ATPasica da bomba de prétons do
tipo P diminuia concomitantemente com o aumento na emissao de etileno
durante o periodo climatério.

Os resultados sugerem que ha uma diminuicdo no aporte energético
da plasmalema durante o periodo do climatério, verificado pela diminui¢céo
na atividade da bomba de prétons do tipo P. As bombas de protons geram
um gradiente eletroquimico responsavel pela energizagdo dos principais
sistemas de transporte secundarios das ceélulas vegetais (Morssomme &
Boutry, 2000). Com a reducdo da atividade desta bomba de protons

(ATPase do tipo P) hd uma diminui¢do no transporte de substancias através
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da membrana neste periodo. Como a diminui¢cdo na atividade desta enzima
parece ser coincidente com o0 aumento na emissdo do etileno, como
verificado por Azevedo et al. (2008) e aqui neste trabalho, pode-se sugerir
gque ha um controle na atividade desta enzima pelo etileno. Ha fortes
indicios, portanto, que o etileno possa estar atuando como um modulador no
transporte de solutos através da membrana durante o periodo do climatério.
Existem poucos trabalhos associando o processo de amadurecimento com a
atividade da bomba de protons. Foi relatado para pepino, que a atividade
diminuia no inicio do amadurecimento e aumentava na fase final deste
processo (Heyes et al.,1997). No entanto, a associacdo da emissdo do
etileno com a atividade da H+-ATPase do tipo P s6 foi verificada , em 2008,

por Azevedo et al., tendo continuidade neste trabalho.
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Figura 14 - Atividade ATPasica, vanadato sensivel, em membrana plasmética de
tecido de polpa de frutos de mamoeiro ‘Golden’, em fungdo do tempo de
armazenamento dos frutos. Os dados sédo apresentados como uma média de 3
repeticdes, a significancia entre os dias foi determinada por analise de variancia

seguida do teste Tukey a 5%.
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5.1 Inducgédo do Amadurecimento dos Frutos

Os frutos induzidos ao amadurecimento apresentaram pico de
emissao de etileno logo no primeiro dia, com antecipacédo de quatro dias em
relacdo aos frutos controle, que emitiram o pico de etileno no quinto dia de
armazenamento (Figura 15). Além da antecipac¢do na ocorréncia do pico, a
taxa maxima de emissdo de etileno dos frutos tratados foi duas vezes maior
gue aquela dos frutos ndo expostos ao etileno exdégeno.

A taxa respiratoria dos frutos tratados com etileno também foi
diferente em relagao ao tratamento controle. Observa-se uma maior emissao
de CO; nos frutos tratados com etileno durante todo o periodo de avaliacéo,
com maior diferenca (cerca de duas vezes) nos dois primeiros dias de
armazenamento (Figura 16). Os frutos controle mantiveram sua taxa
respiratéria baixa até o quarto dia de armazenamento (Figura 16), quando
houve um aumento nesta taxa, coincidente com o inicio do aumento na
emissao de etileno.

Os resultados mostram que os frutos submetidos ao etileno exégeno
anteciparam o periodo climatérico e aumentaram a atividade respiratoria,
antecipando, dessa forma, o seu amadurecimento, com relacdo aos frutos
sem o tratamento com etileno. O aumento na producdo de etileno e a
antecipacao do pico deste nos frutos expostos ao etileno exégeno é possivel
devido a caracteristica deste hormbénio de induzir sua producao
autocatalitica nos frutos climatéricos (McMurchie et al.,1972). Nestes frutos
o etileno modula a atividade de enzimas de sua via de biossintese, 0 que
leva ao aumento na sua producdo durante o amadurecimento dos frutos
(Yang, 1985). Goiabas da variedade ‘Beaumont’ colhidas verdes tiveram seu
processo de amadurecimento antecipado quando expostas a etileno
exégeno (Reyes & Paull, 1995). O mesmo foi verificado para Bananas
expostas a concentragOes crescentes de etileno, que tiveram aumento na
coloragdo, perda de massa, e menor tempo de prateleira devido a
aceleracdo do amadurecimento dos frutos (Alvares, V. S., 2003).
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Figura 15 — Taxa de emisséo de etileno em frutos de mamoeiro ‘Golden’, sob
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Figura 16 — Taxa de emissdo de CO, em frutos de mamoeiro ‘Golden’, sob
amadurecimento natural (FC, frutos controle) e em frutos submetidos a exposicéo
de 1lppm de etileno por 24h (FT, frutos tratados) em funcdo do tempo de
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Figura 17 — Evolugao temporal da variagdo do angulo “hue” durante a indug¢éo do

amadurecimento de frutos de mamoeiro ‘Golden’. Valores de “hue” (°h) proximos

7

de 90° indicam coloracdo amarelada, angulo proximo de 180° é indicativo de
coloracao verde.

A mudanca na cor dos frutos expostos ao etileno exdgeno do verde
para o amarelo aconteceu no segundo dia de armazenamento (Figura 17),
coincidente com a maxima taxa respiratoria dos frutos e posterior a emissao

do pico de etileno. Ja nos frutos controle a maior mudanca na coloracao
ocorreu entre o quarto e o quinto dia de armazenamento, coincidindo com o

momento do inicio do climatério dos frutos (Figura 15). As mudancas na
coloracdo ocorridas durante o processo de amadurecimento dos frutos estéo
relacionadas com processos degradativos e sintéticos das clorofilas e
carotendides, respectivamente (Chitarra & Chitarra, 2005). Andreuccetti et al.
(2007) também verificaram para frutos de tomate expostos a etileno exdgeno
a antecipacdo na mudanca de cor. A antecipacdo na mudanca de cor dos
frutos tratados com relacdo ao controle deve-se ao aumento na velocidade
dos processos metabdlicos provocados pelo etileno exdgeno (Davies &
Robinson, 1981). O surgimento da cor amarela da casca do fruto devido a
reducado de clorofila e producédo de carotendides € estimulado pela presenca
deste hormodnio gasoso (Abeles, 1992).

A firmeza da polpa dos frutos tratados com etileno exdgeno caiu

rapidamente desde o primeiro dia de armazenamento e manteve-se baixa
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(Figura 18). Os frutos controle tiveram uma queda mais acentuada na
firmeza da polpa entre o quarto e o quinto dia de armazenamento
coincidente com a subida na emissdo de etileno. Pode-se inferir a partir
destes resultados que o tratamento dos frutos com etileno provocou uma
diminuicdo na firmeza da polpa destes quando comparados aos frutos
controle. Resultados semelhantes foram observados em frutos de morango,
onde o etileno exdgeno acelerou a alteracdo da cor e 0 amolecimento da
polpa (diminuicdo da firmeza) (Tian et al., 2000).

O TSS néo variou durante o armazenamento dos frutos controle, bem
como, naqueles tratados com o etileno, mantendo-se préximo a 10 °Brix
(Figura 19), resultado semelhante ao observado no ensaio anterior (Figura
12). Azevedo et al. (2007) também ja haviam verificado resultado
semelhante, onde o TSS da polpa do mamao ‘Golden’ variou muito pouco
durante o amadurecimento do fruto. Tal resultado ja era esperado, uma vez
que 0 mamao possui pouquissima reserva de amido, o que impede que haja
grandes variagdes no contetdo de acgUcares durante o seu amadurecimento
(Paull,1996). Frutos de manga colhidos no estadio pré-climatérico e
expostos a etileno exdégeno néo tiveram alteracdes significativas nos valores
de AT, sdlidos soluveis e pH (Coneglian & Rodriguez, 1993). Morangos
tratados com etileno exdégeno também ndo tiveram seu teor de sélidos
soluveis alterado com relacéo aos frutos controle (Tian et al., 2000).

A AT dos frutos tratados diminuiu durante o periodo de
amadurecimento variando entre 0,14 e 0,064% (Figura 20). A variagédo foi
significativa entre o quinto dia e o inicio do armazenamento (tempos 0 e 1).
Entretanto, parece que a aplicacdo de etileno exdgeno induziu a uma

pequena diminui¢cdo no conteudo acido dos frutos.
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Figura 18 - Firmeza da polpa do maméao sob amadurecimento natural (FC, frutos
controle) e em frutos submetidos a exposicdo de lppm de etileno por 24h (FT,
frutos tratados) em funcdo do tempo de armazenamento. A significAncia entre os
dias foi determinada por analise de variancia seguida do teste Tukey a 5%. As
letras correspondem a comparacdo entre os dias de avaliacdio no mesmo
tratamento, o asterisco demonstra que houve diferenca significativa entre os

tratamentos no dia de avaliagao.
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Figura 19 - Teor de solidos soluveis totais em frutos de mamoeiro ‘Golden’ sob

amadurecimento natural (FC, frutos controle) e em frutos submetidos a exposi¢éo

de 1lppm de etileno por 24h (FT, frutos tratados) em funcdo do tempo de

armazenamento. Teste de andlise de variancia néo significativo.
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Figura 20- Acidez Titulavel em frutos de mamoeiro ‘Golden’ submetidos a

exposicao de 1ppm de etileno por 24h, em funcéo dos dias de armazenamento. A

significancia entre os dias foi determinada por teste de analise de variancia seguida

do teste Tukey a 5%. O Asterisco corresponde a dados perdidos.
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A atividade da bomba de prétons nos frutos expostos ao etileno
ex0geno manteve-se mais baixa comparada aos frutos controle, do inicio ao
quarto dia de armazenamento (Figura 21). A taxa minima de atividade da
bomba foi verificada no segundo dia de armazenamento, um dia apés 0 pico
de etileno destes frutos (Figura 15). O tratamento controle manteve o padréo
encontrado nos frutos do ensaio anterior, com a atividade ATPasica em
gueda desde o inicio do armazenamento dos frutos e apresentando uma
gueda mais significativa entre o quarto e o quinto dias, coincidindo com a
ascensao na emissao do etileno.

O resultado que mostra os frutos tratados com o etileno exégeno
apresentando menor atividade da bomba de protons sugere fortemente que
este horménio pode estar atuando como um modulador negativo da bomba
H*-ATPase do tipo P no maméo ‘Golden’. Esta tendéncia se repete nos
frutos amadurecidos naturalmente onde a atividade da bomba diminui
coincidentemente durante o aumento na taxa de emisséo do etileno.

O etileno € um horménio modulador de diversos processos essenciais
para o amadurecimento do fruto e sua atividade esta vinculada a sua ligacdo
a um receptor de membrana, formando um complexo ativado que
desencadeia diversas reacdes em cascata. Estas reacbes levam a
modificacdes da expressao génica com consequentes respostas fisioldgicas
e bioquimicas no fruto (Leliévre,1997). A interacdo entre fitormonios
promotores e reguladores do amadurecimento parece controlar este
processo, o etileno e o acido abscisico (ABA) sdo considerados promotores,
enguanto as giberelinas e as citocininas sao inibidores (Vendrell & Palomer,
1997). Verificou-se em Arabdopsis uma despolarizacdo da membrana
plasmatica induzida por ABA, a qual se atribuiu a uma inibigéo da atividade
da H*-ATPase do tipo P e da ativacdo de canais idnicos (Brault et al.,2004).

A diminuicdo na atividade da bomba de protons de membrana
plasmatica sob influéncia do horménio etileno verificada neste trabalho
parece indicar o inicio do processo de senescéncia no fruto, sendo
desencadeado através da diminuicdo no metabolismo energético celular. As
bombas eletrogénicas sdo mecanismos importantissimos para a
manutencao do estado de energizagdo das membranas celulares. A queda

na atividade destas bombas resulta em uma despolarizacdo da membrana
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plasmatica, o que pode afetar no transporte de solutos através desta e, de
uma forma geral, em toda a dinAmica energética da célula. Como estas
bombas sdo responsaveis por prover todo o potencial energético para os
transportadores secundarios através do gradiente eletroquimico formado, a
diminuicdo em sua atividade podera resultar em grandes alteragbes no

metabolismo celular.

uMol Pi/mg ptn/min
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Figura 21 - Atividade ATPasica, vanadato sensivel, em membrana plasméatica de
tecido de polpa de maméao ‘Golden’ sob amadurecimento natural (FC, frutos
controle) e em frutos submetidos a exposicao de lppm de etileno por 24h (FT,
frutos tratados) em funcéo tempo de armazenamento. Os dados sdo apresentados

como uma média de 3 repeticdes, acompanhados da barra de erro padréo.

5.2 Inibicdo do Amadurecimento de frutos

Os frutos deste tratamento foram expostos ao 1-MCP, um inibidor da
acao do etileno. Como pode ser observado os frutos tratados tiveram um
atraso de dois dias no tempo para a ocorréncia do pico de etileno em
comparacao aos frutos controle (Figura 22). O 1-MCP age como inibidor da
acdo do etileno ao se ligar de forma irreversivel ao receptor deste,
impedindo sua ligagcdo. Neste caso observa-se que mesmo aparecendo um

pico de etileno, caracteristico de frutos climatéricos, estes frutos tratados
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emitiram menos etileno, comparado aos frutos controle, durante todo o
periodo de avaliacéo.

A taxa respiratOria maxima nos frutos tratados com o 1-MCP ocorreu
um dia ap0s a observada nos frutos controle e um dia apdés a emissao do
pico de etileno (Figura 23). Este resultado indica que o 1-MCP teve efeito na
inibicdo da agdo do etileno atrasando o pico climatérico nos frutos tratados.
Outros autores também verificaram em kiwi, mamao, banana e abacate
reducdo na producédo de etileno apos tratamento com 1-MCP (Koukounaras
& Sfakiotakis, 2007; Manenoi et al., 2006; Jiang et al., 1999; Xugiao et al.,
2000).

A alteracdo na coloracdo dos frutos tratados evoluiu mais lentamente
em comparacdo aquela dos frutos controle (Figura 24). A mudanca do verde
para o amarelo nos frutos controle aconteceu concomitantemente com o
aumento na producao de etileno. O surgimento da cor amarela da casca do
fruto é devido a degradacdo das clorofilas e sintese de carotendides,
modulado pelo etileno, responsavel pelo amadurecimento dos frutos (Abeles,
1992). Como os frutos tratados estiveram sujeitos a uma menor acado do
etileno, € entendido porque 0os mesmos tiveram manutencdo da cor verde
por mais tempo. A manutencéo da cor por mais tempo também foi verificada
para frutos de kiwi tratados com 1-MCP (Koukounaras & Sfakiotakis, 2007),
e verificada por Calvo & Sozi (2009) para peras tratadas com este mesmo
inibidor da a¢&o do etileno.
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Figura 22 — Taxa de emissdo de etileno em mamoeiro ‘Golden’, sob
amadurecimento natural (FC, frutos controle) e em frutos tratados com 1-MCP (50
nL/L) por 12h (FT, frutos tratados) em funcdo do tempo de armazenamento. Os

dados séo apresentados como uma média de 3 repeticdes.
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Figura 23 — Taxa de emissdo de CO, em frutos de mamoeiro, ‘Golden’, sob
amadurecimento natural (FC, frutos controle) e em frutos submetidos a exposicéo
de 1-MCP por 12h (FT, frutos tratados) em func&o do tempo de armazenamento.
Os dados séo apresentados como uma média de 3 repeti¢des.
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Figura 24 — Evolugéo temporal da variagdo do angulo Hue durante a inibicdo do
amadurecimento de frutos de mamoeiro ‘Golden’. Valores de “hue” (°h) préximos
de 90° indicam coloracdo amarelada, angulo proximo de 180° é indicativo de

coloracao verde.

A firmeza dos frutos tratados manteve-se alta durante todo o periodo
de armazenamento (Figura 25), enquanto nos frutos controle caiu
rapidamente entre o primeiro e o terceiro dia de armazenamento,
coincidindo com o aumento na emissado do etileno. Esta tendéncia de queda
da firmeza com o aumento na producéo de etileno seguiu 0 mesmo padréo
dos frutos amadurecidos naturalmente (tratamento 1) e dos tratados com
etileno (tratamento 2). O amaciamento da polpa do mamao durante o
amadurecimento € atribuido a acdo de enzimas que degradam componentes
da parede celular (Smith et al., 2003), e o etileno por ser o horménio
responsavel por desencadear os processos do amadurecimento, também é
considerado como o responséavel pela ativacédo destas enzimas que resultam
na perda de firmeza pelo fruto (Paull & Chan, 1983; Abeles et al., 1992).
Como o 1-MCP atua inibindo a acdo deste horménio nos frutos é esperado
que frutos tratados mantenham por mais tempo a firmeza. Foi verificado em
peras, tratadas com 1-MCP, que o amaciamento de sua polpa foi também
fortemente diminuido (Calvo & Sozzi, 2009).

Os resultados verificados em frutos de mamoeiro tratados com o

inibidor diferem dos demais, no sentido em que os frutos mesmo apos terem
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emitido o pico de etileno, mantém a firmeza alta consideravelmente,
retardando o amaciamento da polpa do fruto. Ainda ha dudvidas quanto a
causa desta falha no amaciamento da polpa do maméao, o que se sabe até o
momento € que de certa forma o 1-MCP parece desativar algum dos
mecanismos bioquimicos (Souza, 2008) que acarretam na ativacdo das
enzimas responsaveis pelo amaciamento da polpa.

O teor de sélidos soluveis ndo variou entre os frutos tratados com 1-
MCP e os frutos controle durante o periodo avaliado (Figura 26). Este
mesmo resultado também foi observado para os frutos amadurecidos
naturalmente e induzidos a amadurecer que, conforme descrito
anteriormente, se deve a insignificante reserva de amido na polpa do
mamao (Paull, 1996). Esta tendéncia ja havido sido verificada por Jacomino
et al. (2002) em maméao ‘Sunrise Solo’ submetido a exposigédo a diferentes
concentracoes de 1-MCP.

A acidez tituladvel também n&do mostrou variacdo nos frutos tratados
com o inibidor, durante o periodo avaliado (Figura 27). Os valores da AT
variaram de 0,21 % a 0,22 % de &cido citrico, sendo maiores do que 0s
encontrados para os frutos dos tratamentos 1 e 2. Alguns autores relatam o
aumento na acidez titulavel durante o amadurecimento de mamao (Paull,
1993; Reis Silva & Medina, 1997; Bicalho, 1998), enquanto outros afirmam
que com o fruto totalmente maduro esta acidez diminui (Lopes, 1997,
Bicalho, 1998; Azevedo et al., 2008).
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Figura 25 - Avaliacdo da firmeza da polpa em frutos de mamoeiro sob
amadurecimento natural (FC, frutos controle) e em frutos submetidos a
exposicao de 1-MCP por 12h (FT, frutos tratados) em funcéo do tempo de
armazenamento. A significancia entre os dados foi determinada por analise
de variancia seguida do teste Tukey a 5%. As letras correspondem a
comparacao entre os dias de avaliacdo no mesmo tratamento, o asterisco
demonstra que houve diferenca significativa entre os tratamentos no dia de
avaliacdo. A partir do tempo 8 os frutos controle estavam improprios para

consumo, por isso ndo se apresentam os dados.
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Figura 26 - Teor de sélidos soluveis totais em frutos de mamoeiro ‘Golden’, sob

amadurecimento natural (FC, frutos controle) e em frutos submetidos a exposi¢éao

de

1-MCP por 12h (FT, frutos tratados) em funcdo do tempo de armazenamento.
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Figura 27- Acidez total titulavel em frutos de mamoeiro ‘Golden’ submetidos a

do tempo de armazenamento. Teste de

ao

1-MCP por 12h, em fung

ao de

exposicao

ficativo.

variancia nao signi



53

A atividade ATPasica dos frutos tratados com 1-MCP manteve-se
mais alta que a dos frutos controle durante quase todo o periodo avaliado,
apresentando-se menor apenas no tempo 0 de armazenamento (Figura 28).
Nos frutos expostos ao 1-MCP a atividade ATPasica foi menor no quinto dia
de armazenamento. O 1-MCP é um inibidor ndo competitivo que bloqueia a
ligacdo do etileno ao seu receptor ao se ligar irreversivelmente ao receptor
do hormonio (Sisler & Serek, 1997). Dessa forma, os frutos tratados foram,
em tese, expostos a uma menor concentracdo de etileno, jA que estavam
sobre a acéo do 1-MCP. O resultado que mostra a atividade da bomba de
protons do tipo P mantendo-se mais alta nos frutos tratados, quando
comparados com os frutos controle, € um indicativo de que a auséncia, ou a
diminuicdo da quantidade de etileno nestes frutos é um promotor da
atividade ATPasica da bomba.

Como verificado por Azevedo et al. (2008) e pelos outros tratamentos
efetuados neste trabalho, a atividade da bomba H*-ATPase tipo P tende a
diminuir quando a concentracéo de etileno no tecido aumenta em funcéo do
periodo climatérico. Tais resultados levam a um forte indicio de que o
horménio etileno deve agir modulando negativamente a atividade desta

bomba de protons.
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Figura 28 - Atividade ATPasica, vanadato sensivel, em membrana plasméatica de
tecido de polpa de frutos de mamoeiro ‘Golden’, sob amadurecimento natural (FC,
frutos controle) e em frutos submetidos a exposi¢cdo de 1-MCP por 12h (FT, frutos
tratados) em funcdo do tempo de armazenamento. Os dados sdo apresentados
como uma média de 3 repeticées, acompanhados da barra de erro padréo.

Esta bem esclarecida a acdo do etileno em diversas funcbes
fisiolégicas nas plantas como inducdo do amadurecimento em frutos
climatéricos e o0s varios eventos associados a este periodo tais como a
degradacdo e sintese de pigmentos, por exemplo sintese de carotendides e
a degradacéo de clorofilas (Bleiroth & Sigrist, 1989), as interconversdes de
carboidratos responsaveis pelos sabores, a sintese de compostos volateis
0S processos envolvidos com 0 amaciamento da polpa provocados devido
ao aumento das atividades enzimaticas (celulase e poligalacturonase)
relacionadas com a degradagdo de componentes de parede celular (Chan
Jr., 1991) dentre outros. Ele modula diversos processos metabdlicos
envolvidos no amadurecimento de frutos através da coordenacdo da
expressao génica que envolve o aumento da taxa respiratoria, a degradacéo
de clorofila e a sintese de carotendides na casca do fruto, a interconversao
de acguUcares, o aumento na atividade de enzimas que degradam a parede
celular e até mesmo a producado auto-catalitica de etileno (Gray et al., 1992).

Ao se verificar neste trabalho que o etileno aparece como modulador

do aporte primario de energia na membrana plasmatica durante o processo



55

de amadurecimento, ha um indicativo de diminui¢do no transporte de solutos
e possivelmente da atividade enzimatica celular. Isso pode estar sinalizando
uma diminuicdo gradativa da atividade metabdlica do fruto como inicio do

processo de senescéncia.
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6. CONCLUSOES

Este trabalho evidencia que o hormdnio etileno atua como um modulador
negativo da H'-ATPase do tipo P durante o amadurecimento do mamé&o. A
diminuicdo na atividade desta bomba sob influéncia do etileno durante o
periodo do climatério € um indicativo que essa tenha uma participacéo
efetiva no amadurecimento destes frutos. A consequiente diminuicdo no
aporte energético da membrana celular resultante da modulacdo da H*-
ATPase de membrana plasméatica evidencia uma forma de regulacdo do
transporte secundario pelo etileno durante o amadurecimento, também
podendo sinalizar mudancas metabdlicas relacionadas ao processo de

senescéncia destes frutos.
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