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RESUMO

AZEVEDO, Inga Gongalves de; M. Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, julho de 2006, Caracterizacdo das bombas de protons
da polpa de frutos de mamao (Carica papaya L.) e relacdo com a ocorréncia do
disturbio da gelificagdo. Orientador: Prof. Jurandi Goncalves de Oliveira. Co-
orientador: Arnoldo Rocha Facanha.

O Brasil € um dos principais produtores de mamao do mundo, porém o
volume de exportacdo desse fruto néo ultrapassa 2% da producdo. Isto é
resultante de perdas por processos inadequados de manuseio, transporte e
armazenamento além de doencas e disturbios fisiolégicos. Estudos tém sido
realizados a fim de minimizar tais perdas incluindo aqueles que visam o
entendimento dos processos que originam o desenvolvimento dos disturbios
fisiologicos. O presente trabalho teve como objetivos: 1) estudar a fisiologia de
frutos de mamao ‘Golden’ em diferentes estadios de maturacédo e 2) caracterizar a
polpa dos frutos de maméo ‘Golden’ com o disturbio fisiologico da gelificacao,
quanto a alguns aspectos bioguimicos e anatémicos. Os resultados obtidos
mostraram que a emissao de etileno foi maxima no 2° dia de armazenamento. No
teor de sélidos soluveis totais ndo foi observada diferenca significativa. Na analise
da atividade da H*-ATPase tipo P, os dados mostram que a hidrolise de ATP pela
enzima foi descrescente nos 2 primeiros dias de armazenamento, coincidindo
com o pico de emissao de etileno, mostrando um decréscimo de gasto energético
principalmente nos primeiros estadios de maturacdo. O disturbio da gelificagédo

ocorre no periodo entre maio e julho e € caracterizado por uma polpa de aspecto
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de geléia. As primeiras investigacdes a respeito do disturbio caminham no sentido
de uma disfuncdo na capacidade de acumular ions e agua intracelular. Foi
observado que a polpa de frutos acometidos pela gelificacdo apresentaram
células plasmolisadas e grandes espacos intercelulares. Também foram
observados os menores teores de sélidos soluveis totais e vitamina C, por outro
lado ndo foram encontradas diferencas significativas na firmeza e acidez total
titulavel em relagdo aos frutos controle. Foi observada uma diminuicdo da
atividade ATP&sica das vesiculas de plasmalema das células oriundas da polpa
gelificada em relacdo a polpa controle. As bombas de prétons presentes no
tonoplasto (H*-ATPase e H'-PPase) mostraram uma tendéncia ao aumento da
hidrolise dos substratos nas amostras da polpa gelificada. O tecido gelificado
apresentou menor capacidade para manter o gradiente de protons dependente de
ATP no tonoplasto. Os resultados sugerem que ha uma queda na capacidade de
compartimentalizacdo de solutos e retencdo de agua sinalizada através de um

efeito inibitério sobre a H*-ATPase no tecido gelificado.



ABSTRACT

AZEVEDO, Inga Gongalves de; M. Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, julho de 2006, Caracterize of papaya fruit pulp proton
pumps (Carica papaya L.) and relation with flesh gelling disturbance. Adviser:
Jurandi Gongalves de Oliveira. Co-adviser: Arnoldo Rocha Faganha.

Brazil is one the main papaya producers of the world, however the
exportation amount of this not exceed 2% of this production. That is resultant from
losses for inadequate handling processes, transport and storage besides illnesses
an physiological disturbances. Studies have been realized in order to minimize
such losses including those that aim at the understanding of the processes that
originate the development of such physiological disturbances. The present work
had as objectives: 1) to study the physiology of ‘Golden’ papaya fruits in different
maturation stadiums and 2) to characterize the pulp of ‘Golden’ papaya fruits with
the flesh gelling physiological disturbance, in relation to some anatomical and
biochemical aspects. The results achieved had shown that ethylene emission had
its maximum at he second day of storage. In the total soluble solids tenor no
significant difference was observed. In the analysis of the P type ATP ase activity
data show that ATP hydrolysis by the enzime was decreasing in the first two days
of storage, coinciding with the peak of ethylene emission, showing a decrease of
energy expense in firt stadiums of maturation. The flesh gelling disturbance occour
between may and July and is caraterized by a gelling aspect. The first
invertigations regarding the disturbance point towards a dysfunction in the capacity
to accumulate K ions and intracellular water. It was observed that the pulp of
fruits attacked by flesh gelling had present leaked cells and great intracellular

spaces. Lower total soluble solids and vitamin C tenor were also observed, on the



order hand no significant differences in the firmness and total titrable acidity in
relation to control fruits were found. A reduction of the ATPasic activity on plasma
membrane vesicles from cells of flesh gelling pulp in relation to the control pulp
cells shown a tendency to increase the substrate hydrolysis in flesh gelling pulp
samples. The flesh gelling tissue presented lower capacity to keep the ATP
dependet proton gradient in tonoplast. The results suggest that there is a drop in
the solute compartmentalization and water retention capacity signaled through an
inhinitory effect on the H*-ATPase in the flesh gelling tissue.

Xi



1. INTRODUCAO

O Brasil destaca-se como o maior produtor de mamao (Martins e Costa,
2003). A cultura esta distribuida na maioria dos Estados brasileiros, sendo a
Bahia e o Espirito Santo os produtores mais importantes, que juntos respondem
por mais de 70% da area cultivada e da produgéao do pais (Agrianual, 2003).

O mamoeiro (Carica papaya L.) pertence a classe nao monocotiledénea, a
ordem Vidales, a familia Caricaceae e ao género Carica. O fruto de mamao é do
tipo baga, possui cavidade central contendo numerosas sementes.

Frutos da cultivar Golden foram selecionados a partir de uma mutagao
natural de plantas ‘Sunrise Solo’ que foram introduzidas no pais em 1975/76.
Essa cultivar é atualmente a de maior aceitagdo no mercado interno. Entre as
vantagens dos frutos produzidos pela cultivar Golden, que a torna, também, a
preferida para exportagdo, estdo a sua menor susceptibilidade a Mancha
Fisiologica do Maméo e a coloragcdo da casca mais uniforme, resultando em um
produto de melhor aparéncia (Marin et al., 1995; Manica, 1996). Entretanto, a
qualidade desses frutos em certas regides produtoras do Brasil tém sido
comprometida devido a ocorréncia do disturbio fisiolégico conhecido por
gelificacdo de polpa (Oliveira et al., 2002), cuja causa ainda é desconhecida. As
principais investigagcdes a respeito desse disturbio caminham no sentido de uma
disfungdo da capacidade de acumular agua intracelular (Oliveira et al., 2002), o

que, em hipotese, estaria relacionada a atividade das bombas préton-motoras.



As bombas de protons sao complexos protéicos associados as
membranas, responsaveis por gerar e manter um gradiente eletroquimico nessas
membranas, que potencializa a absorgéo de ions (K*, Ca™, Mg™”, etc.) essenciais
a planta. As principais enzimas que compdem esses sistemas préton motor sio:
a) uma H*.ATPase do tipo P na plasmalema; b) uma H*.ATPase do tipo V e c)
uma H’_pirofosfatase (H".PPase) no tonoplasto. Essas enzimas sdo capazes de
acoplar a energia quimica da hidrolise de ATP ou de pirofosfato (PPi) a
translocacao de protons do citoplasma para fora da célula ou desse para o interior

do vacuolo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mamoeiro

O mamoeiro (Carica papaya L.) é uma planta nativa da América tropical
pertencente a divisdo Embryphita siphonogama, sub-divisdo Angiospermae,
classe das Dicotyledoneae, subclasse Archiclamydae, ordem Viodales, subordem
Caricaceae, familia Caricaceae, que compreende 4 genéros, sendo um deles, o
género Carica (Dantas e Morales, 1996; Dantas e Castro Neto, 2000). A espécie
Carica papaya L. pode apresentar trés tipos de flores que sao classificadas como:
plantas hermafroditas, femininas e masculinas. As plantas hermafroditas
apresentam frutificacdo continua, o que favorece altas produgdes (Ritzinger e
Souza, 2000). As plantas hermafroditas podem ser classificadas em dois grupos
distintos, o grupo Solo e o grupo Formosa.

Em 1977 ocorreu um grande aumento na produgcdo comercial do
mamoeiro com a introdu¢do do mamoeiro do grupo Solo (Martins e da Costa,
2003). Os frutos pertencentes a este grupo séo pequenos, de polpa firme, cor
vermelha e sabor agradavel.

A cultivar ‘Golden’ pertencente ao Grupo Solo, selecionada em 1993/96 em
Linhares, ES, pela Caliman Agricola S/A. E descrita por Marin e Gomes (2000)
como tendo frutos e plantas de coloracido verde-clara e acentuadamente

aclorofilada. Ainda, possui casca lisa e é considerada tolerante a “Mancha



Fisiolégica do Mamao”, o que contribuiu para torna-la a de maior aceitacdo ao
mercado internacional.

A cultivar do grupo Formosa “Tainung 01” € um hibrido F1, procedente da
Estacdo Experimental de Fengshan, Formosa, provavelmente resultante do
cruzamento de “Sunrise Solo” com um tipo de mamao da Costa Rica. O fruto é de
formato alongado e obovado, pesando em meédia 900 a 1.200 g. Apresenta
coloracdo da casca verde-claro e polpa de cor vermelho-alaranjada (Marin e
Gomes, 2000 b).

2.1.1 Caracteristicas fisico-quimicas do fruto

A composicao do fruto varia amplamente de acordo com a variedade, com
as condicdes culturais e com o estadio de maturagdao. O mamao é considerado
um fruto climatérico, ou seja, apresenta marcante ascensdao da produgao de
etileno e da taxa respiratéria no final do periodo de maturacdo, que levam ao
completo amadurecimento, mesmo quando separado da planta-m&e. Durante
este processo, ha um significativo aumento na liberagédo de CO, alcangando um
pico climatérico. Apds esse pico a taxa respiratoria decresce iniciando a
senescéncia do fruto. (Martins, 2003).

O teor de solidos soluveis totais expresso em °Brix (°Brix corresponde a
escala de porcentagens de matéria seca nas solugdes de sacarose quimicamente
puras) € usado, na maioria das vezes, como a principal caracteristica para a
determinacdo da qualidade dos frutos. Frutos de mamé&o, por exemplo, para
exportagdo, devem apresentar teor de soélidos soluveis de no minimo 11,5°Brix
(Almeida, 2003).

O teor de acidos orgéanicos € baixo em mamobes, predominando o acido
malico e o citrico. A polpa do mamao possui, em média, valores de pH de 5,0 a
5,5, e acidez total titulavel de 0,096 a 0,12 g de acido citrico/100g de matéria
fresca, caracterizando assim, baixa acidez na fruta. O teor de vitamina C na
cultivar Solo aumenta a medida que o fruto amadurece (Giovannini et al., 2004);
frutos maduros possuem cerca de 60 a 100 mg de acido ascoérbico por 100g de
polpa (Almeida, 2003).

Durante a maturagao do fruto ocorre a degradagao da pectina acarretando

na diminui¢cao da firmeza da polpa. A modificagao da coloragcédo da casca de verde



para o amarelo é decorrente da degradacdo da clorofila e a sintese de
carotenodides que melhoram a coloragao e a qualidade do fruto para o consumidor
(Bleinroth e Sigrist, 1989).

2.1.2 Estadio de maturacéao

Segundo Ritzinger (2000), o ponto de colheita do maméo geralmente é
indicado pela coloragdo da casca do fruto, a descricdo de cada estadio de
maturagao € definida por: estadio 0 (ou verde) — fruto totalmente desenvolvido
com casca 100% verde; estadio 1 (ou amadurecendo) — a cor amarela n&o cobre
mais de 15% da superficie da casca, rodeada de verde-claro; estadio 2 (ou %
maduro) — fruta com até 25% da superficie da casca amarela, rodeada de verde-
claro; estadio 3 (ou 2 maduro) — fruta com até 50% da superficie da casca
amarela, com areas proximas em verde-claro; estadio 4 (ou % maduro) — fruta
com 50% a 75% da superficie amarela com areas proximas verde-claro; estadio 5
(ou maduro) — fruta com 76% a 100% da superficie da casca amarela. Somente a
extremidade do pedunculo é verde, a partir da area de constrigao.

Sendo o estadio de maturagdo um dos fatores que afetam a qualidade do
fruto, varios parametros sao utilizados para determinar o estadio de maturagao
em que o fruto se encontra, por exemplo, a firmeza da polpa, o conteudo de
sélidos soluveis totais, entre outros. Para o mamao, uma informagao importante
para a caracterizacdo do estadio de maturacdo do fruto € a determinacdo das
taxas de emissao de etileno (C2H4) no periodo pos-colheita, uma vez que se trata
de um fruto climatérico.

O etileno é um horménio vegetal gasoso, que pode ser produzido em
quase todas as partes dos vegetais superiores. Embora a taxa de produgao
dependa do tipo de tecido e do estadio de desenvolvimento, a produg¢ao de etileno
€ expressiva durante a abscisdo foliar e a senescéncia da flor, bem como, durante
o amadurecimento dos frutos. O etileno também aumenta quando os tecidos
vegetais sdo atacados por pragas e doencas ou sofrem danos de origem fisica ou

quimica (Abeles et al., 1992).



2.2 Disturbio fisiolégico — Gelificacdo da polpa

Disturbios de ordem fisioldgica sédo alteragdes que ocorrem em decorréncia
de modificacbes no metabolismo ou na estrutura dos tecidos e geralmente estéao
relacionados a fatores ambientais.

Em pomares da regido de Linhares ES, tém sido encontrados frutos de
mamao da cultivar “Golden” apresentando problemas que afetam a qualidade dos
mesmos. Tais frutos apresentam aspectos tipicos de um disturbio fisiolégico. Esse
problema, de ocorréncia sazonal (nas condicbes dos pomares de Linhares, ES,
entre os meses de abril a julho), se caracteriza pela presenca de uma regiao, na
polpa do fruto com aspecto translucido semelhante, muitas vezes, a uma geléia. A
alteragdo na polpa em estado gelificado evolui no sentido do endocarpo para o
epicarpo, semelhante a maturacdo do fruto. Entretanto, quando se observa um
fruto em corte longitudinal, aquele que apresenta gelificagcdo muitas vezes é
marcado por uma distribuicdo desigual de tecido da polpa afetado pelo disturbio,
resultado de uma progressao nem sempre simétrica do disturbio. Esse padréao de
ocorréncia da gelificagdo, além do aspecto da consisténcia do tecido da polpa
mais firme se destaca do padrdo de maturagao da polpa, ndo deixando duvida de
que nao se trata de uma maturagdo acelerada do mesocarpo. Outro aspecto
caracteristico desse disturbio é o grande acumulo de liquido na cavidade das
sementes, o qual pode ser verificado no momento em que o fruto é seccionado
(Oliveira et al., 2002). Segundo Oliveira et al. (2002/2003), o disturbio fisiolégico
da gelificagdo poderia estar relacionado a uma disfungéo celular no processo de
acumular agua intracelular, o que em hipotese, estaria relacionada a atividade de

bombas préton-motoras presentes nas membranas celulares.

2.2.1 O transporte de solutos através das membranas de células

vegetais

O movimento de ions através das membranas bioldgicas (membrana
plasmatica e de endomembranas de diferentes organelas celulares) € um
processo altamente seletivo e fundamental na manutencdo da energia celular
(Harold, 1986). Este processo é desempenhado por complexos protéicos

localizados nas membranas, que podem funcionar como proteinas canais,



proteinas carreadoras (ou transportadoras) ou, ainda, como bombas
eletrogénicas. Em resposta a acdo destas moléculas, alguns compostos s&o
acumulados na célula a concentracbes bem mais elevadas que as encontradas
no ambiente externo, enquanto outros sao totalmente excluidos (Taiz & Zeiger,
1998).

Os sistemas de transporte, presentes nas membranas bioldgicas, podem
ser classificados em sistemas primarios e secundarios. Os sistemas primarios sdo
constituidos pelas bombas eletrogénicas. Estes sdo responsaveis pelo
estabelecimento de um gradiente eletroquimico gerado ao transportar ions contra
um gradiente de concentragdo, utilizando-se para isso compostos ricos em
energia. Ja os sistemas secundarios, constituidos pelas proteinas canais e as
carreadoras ou transportadoras, sdo capazes de transportar substratos (ATP ou
PPi) através da membrana, sem envolver quebra de ligagbes covalentes. Este
processo depende do desequilibrio de cargas, gerado na membrana, pelos
sistemas primarios (Logan et al., 1997).

As proteinas canais, enquanto no estado “aberto”, comportam-se como
poros seletivos através dos quais € permitida a passagem de substratos
especificos sem que ocorram alteragdes morfoldgicas na proteina. Varias classes
de proteinas canais tém sido descritas nos sistemas vegetais, incluindo as
especificas para K*, Ca™ e anions. Nestas, o gradiente elétrico determinara a
diregao e extensao do fluxo passivo de ions (Sze et al., 1999).

Com relagdo as proteinas transportadoras, estas sofrem um ciclo de
alteragbes conformacionais, que acompanham o percurso da molécula ou ion
através das mesmas (Logan et al., 1997).

O transporte mediado pelas proteinas canais e certas proteinas
transportadoras, as “uniporters”, ocorre a favor do gradiente eletroquimico. Por
outro lado, as co-transportadoras - “simporters” e “antiporters” - conseguem mover
seus substratos tanto a favor como contra um gradiente de potencial elétrico,
acoplando esse transporte ao de outro substrato que se movimenta a favor do
gradiente, respectivamente. Esses sistemas de transporte dependem dos
principais nutrientes para o funcionamento da célula vegetal (Faganha & de Meis,
1998).

As adenosinas 5 -trifosfatases sdo complexos protéicos responsaveis pela

movimentacdo de protons através de membranas, denominadas bombas de



protons (H*-ATPases). Essas enzimas sdo responsaveis pela interconverséo de
energia quimica, elétrica e luminosa nas células de todos os organismos vivos.
Elas acoplam a hidrolise de ATP ao transporte de protons em membranas de
células vegetais, gerando uma diferengca de potencial eletroquimico, requerido
para o transporte secundario, o qual € completamente dependente da forca motriz
de protons (FPM). A quantificagdo da FPM pode ser usada para estimar a energia
livre contida no potencial de protons. Este potencial é criado, através da
membrana, por um bombeamento de protons executado pelas H*-ATPases
(préton ATPase) e H*-PPases (préton pirofosfatase) (Sanders & Bethke, 2000).

3. Enzimas de transporte nas membranas

Os principais sistemas de transporte de prétons que operam nas células
vegetais sdo as H-ATPases do tipo P (localizada na membrana plasmatica), H'-

ATPases do tipo V e as H*-PPases ambas localizadas no tonoplasto.

3.1H". ATPase tipo P

A H*.ATPase presente na membrana plasmatica das plantas desempenha
a funcao de transportar ions e moléculas por meio de transporte ativo, através de
gradiente de pH e potencial elétrico. Esta enzima utiliza ATP como substrato para
bombear protons através da membrana plasmatica para o apoplasto. Sendo
constituida por uma cadeia polipeptidica de aproximadamente 100 kDa podendo
formar dimeros. O monémero tem 10 dominios transmembranares e uma alca
hidrofilica contendo a regido de ligagdo do ATP (Sze et al., 1999) (Figura 1). As
H* ATPases formam um gradiente de pH e um potencial elétrico através da
membrana. Com isso, exercem fungdes tais como a acidificagdo da parede
celular, induzindo a plasticidade da mesma e possibilitando a expansao celular.
Também s&o essenciais
na remocgdo de H' do citoplasma. A alcalinizagéo do citoplasma talvez seja um
dos fatores disparadores da divisédo celular (Serrano, 1989).

As ATPases tipo P sao divididas em 5 grupos, baseando-se na seletividade
dos ions que transportam. As Pi—ATPases estdo envolvidas no transporte de
metais pesados como Cd**, Cu** e Hg?'; as P,-ATPases transportam varios
cations monovalentes e bivalentes incluindo, Na*, K*, Mg®* e Ca®*; as Ps-ATPases

transportam H*; e as P4;-ATPases foram identificadas em leveduras e



provavelmente transportam aminofosfolipideos (Catty et al.,, 1997). A ATPase
Cta4, necessaria para o controle da morfologia celular e da dindmica dos
microtubulos em Saccharomyces pombe e a ATPase Cod1p/Spfip de
Saccharomyces cerevisae, que estado localizadas no reticulo endoplasmatico, sao
classificadas como sendo as do tipo Ps-ATPases (Catty et al., 1997; Cronin et al.,
2002; Okorokova-Faganha et al., 2002).

As H'-ATPases tipo P sdo reguladas pela concentragdo de substrato
(ATP), pH e temperatura (Sze et al., 1999). As H*-ATPases podem ser ativadas
ou desativadas em resposta a luz, horménios, ataque de patégenos, dentre outros
(Dietz et al., 2001). Este tipo de regulacdo é mediado por um especializado
dominio, auto-inibitério, da regido C-terminal da cadeia polipeptidica, o qual age
como uma valvula regulando a atividade da bomba de prétons (Taiz & Zeiger,
1998). As ATPases de membrana plasmatica sdo inibidas por ortovanadato
(H2VO4) que compete com o fosfato (Sze et al., 1999) e por complexos de

fluoreto de aluminio (Faganha e De Meis, 1995).
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Figura 1: Modelo estrutural da H*-ATPase da membrana plasmatica. Fonte:
Buchanan et al. (2000).

3.2 H'-ATPase tipo V

As ATPases tipo V (V41Vo H'-ATPase) estdo presentes em diversas
endomembranas de todas as células eucaridticas (membranas vacuolares,
membranas plasmaticas de células vegetais, membranas lisossomais,
membranas endossomais, membranas de granulos secretoérios) (Figura 2). O sitio
catalitico da Vi Vo ATPase é acessivel ao ATP-Mg?, substrato que &

impermeavel a membrana (Lida et al., 1990). Essas ATPases formam um
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complexo, de multiplas subunidades, com massa molecular maior que 700 KDa
(Bowman & Bowman, 1986; Pedersen & Carafoli, 1987).

A configuragdo basica da porcao periférica consiste em trés copias da
subunidade catalitica A, onde se situam os sitios de ligagdo de ATP (Nelson e
Taiz, 1989), intercaladas por trés coépias da subunidade B, subunidade nao-
catalitica de ligagdo do substrato (Ratajczak, 2000). As subunidades A e B
apresentam semelhangas estruturais com as subunidades [ e «q,
respectivamente, da ATPase do tilacoide e da membrana mitocondrial. As
subunidades D e G participam no acoplamento da hidrélise de ATP e no
transporte de H* (Ratajczak, 2000), enquanto as subunidades F e E parecem
estar envolvidas na conexao dos setores Vy e V4, mantendo a estabilidade
estrutural da enzima (Tomashek et al., 1997). A subunidade C é um peptidio
altamente hidrofébico, contendo quatro dominios expandidos na membrana
(Ratajczak, 2000) e parece estar envolvida diretamente na translocagéo de H™.

A ATPase tipo V possui semelhangas significativas com a Fy Fo —ATPase,
que é encontrada nas membranas tilacoides dos cloroplastos (chamada de C4 C,),
na membrana interna da mitocondria e também na membrana de bactérias. A
ATPase tipo F é responsavel pela sintese de ATP e possui pH 6timo entre 8.0 e
9.0. E inibida pela oligomicina (inibidor da porcéo Fo) e pela azida. (Crider et al.,
1994).

As V-ATPases sao estimuladas por anions (por exemplo, cloreto) podendo
ser inibidas por bafilomicina A - um inibidor especifico e potente de ATPase tipo
V, que previne a formacao do ApH vacuolar (Bowman et al., 1988) — e por nitrato
(Bowman & Bowman, 1986; Pedersen & Carafoli, 1987). As V-ATPases também
sdo insensiveis a ortovanadato, oligomicina e fluoroaluminatos, que inibem as
atividades da F-ATPase (Bowman, 1983; Bowman & Bowman, 1986; Perzov et
al., 2001). O ADP também pode ser inibidor dessa enzima por competicdo com o
ATP pelo sitio catalitico da mesma. As ATPases tipo V possuem capacidade de
hidrolisar diferentes nucleotideos tais como, GTP e ITP e em menor extensao
UTP e CTP (Kakinuma et al., 1981).
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Figura 2: Modelo estrutural da H*-ATPase de tonoplasto. Fonte: (uni-tuebingen,
2003)

3.3 H*-PPase

A H'.PPase esta distribuida em vegetais superiores, algas e na bactéria
fotossintética Rhodospirillum rubrum (Rea et al., 1992), e mais recentemente
também foi descrita em protistas (Scott et al., 1998) (Figura 3).

A H'PPase tem um papel vital no metabolismo energético, pois o
pirofosfato (PP;) € um sub-produto natural de varias reagdes biossintéticas
(Buchanan et al., 2000). A hidrolise de PP;, por PPases, favorece estas
polimerizagdes biossintéticas ao diminuir a concentragao citoplasmatica deste
produto. Existem varias PPases, como enzimas soluveis no citoplasma e em sub-
compartimentos celulares, associadas a membranas de bactérias fotossintéticas,
a membrana interna mitocondrial (enzima monomérica de 33 kDa) e a membrana
vacuolar (tonoplasto) (Jiang et al., 1997).

A H'.PPase de tonoplasto, que € uma enzima transportadora de proétons, é
composta por um polipeptideo de 73 kDa e possui aproximadamente 770

residuos de aminoacidos (Maeshima, 1990; Sato et al., 1991), O pH 6timo desta
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enzima varia de 7.0 a 8.0 e tem como substrato o pirofosfato (Maeshima, 2000).
Esta enzima também esta envolvida na acidificagdo do vacuolo (Baltscheffsky et
al., 1999).

Esta enzima nao possui inibidores especificos, mas & sensivel a altas
concentragcdes de vanadato e fluoreto (Maeshima & Yoshida, 1989) e a baixas
concentragdes de pirofosfato inorganico (Zhen et al., 1994). A H* .PPase possui 13
dominios transmembranares e seu sitio catalitico localiza-se em uma alca
citoplasmatica, que apresenta dez residuos de aminoacidos carregados
negativamente (Takasu et al., 1997). Estes aminoacidos facilitam sua ligagao ao
complexo Mg**-PP; (Takasu et al., 1997). A maior caracteristica da H*.PPase é
seu requerimento por cations monovalentes como K*, Rb*, NH;*, Cs*, Na*, Li*
(Rea et al., 1992).

Functional Residues of Vacuolar H -PPase
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Figura 3: Modelo estrutural da H*-PPase de tonoplasto. Fonte: Maeshima, 2000
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4. TRABALHOS

CARACTERIZACAO DO ESTADIO DE DESENVOLVIMENTO DE FRUTOS DE
MAMAO 'GOLDEN': RELACAO COM A EMISSAO DE ETILENO E A
ATIVIDADE DA H*-ATPASE TIPO P

RESUMO

O etileno é um hormdnio vegetal importante no processo de
amadurecimento de frutos. Sendo o mamao um fruto climatérico, isto €, apresenta
liberagdes crescentes de etileno durante seu amadurecimento, o pico de emissao
desse gas é um ponto de referéncia da maturidade fisiolégica do fruto. Alguns
processos relacionados ao periodo de amadurecimento como a homeostase
iGnica na polpa de frutos ainda é pouco conhecida. A enzima H*-ATPase gera um
gradiente eletroquimico através da plasmalema, potencializando a absorgdo de
importantes ions essenciais a célula, sendo relacionado com a homeostase
celular durante o amadurecimento do fruto. No presente trabalho foram utilizados

frutos de mamao da cultivar Golden, preferida para exportagcdo por uma maior
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comercializagédo, com o objetivo de investigar a atividade da enzima H*-ATPase
tipo P (plasmalema) extraida da polpa dos frutos em diferentes estadios de
maturacdo. O estadio de desenvolvimento dos frutos foi acompanhado e
caracterizado a partir da emissdo de etileno e das variaveis fisicas e quimicas
como firmeza, teor de sdlidos soluveis totais e acidez titulavel da polpa. Os
resultados mostram que a emisséo de etileno apresentou um pico no 2° dia de
armazenamento. A firmeza da polpa foi decrescente a medida que os frutos
avancaram na maturagcdo, mostrando a influéncia do etileno na atividade das
enzimas de pectico-hidroliticas. Com relagéo ao teor de sdlidos soluveis totais ndo
foi observada diferenca significativa durante o tempo de armazenamento.
Também foi observado uma diminui¢do na acidez total titulavel com a maturacao
dos frutos. Na analise de hidrdlise de ATP pela enzima H*-ATPase tipo P foi
observada uma diminuigcdo proeminente nos 2 primeiros dias de armazenamento,
que coincide com o pico de emissao de etileno, mostrando um decréscimo de
gasto energético principalmente nos primeiros estadios de maturagao. Isto pode
estar relacionado a um menor transporte de solutos para o citosol celular nestes

estadios de maturacéo.

ABSTRACT

Ethylene is an important vegetal hormone in the maturation process of
fruits. Being papaya a climateric fruit, which is one that presents increasing
ethylene releases during its maturation, the maximum emission of this gas is a
control point for the fruit physiological maturity. Some processes related with the
maturation period as ion homeostasis in the pulp of fruits are still little known. The
H*-ATPase enzyme generates an electrochemical gradient through the plasma
membrane powering the absorption of important ions that are essential to the cell
and related with the cellular homostasis during the maturation of the fruit. In the

present work papaya fruits from the Golden cultivar, which has been preferably
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cultivated for exportation because it is more comercialized, were utilized with the
objective to investigate the activity of the P type (plasma membrane) H*-ATPase
enzyme extracted from the pulp of fruits in different maturation stadiums. The
development stadium of the fruits was accompanied and characterized by the
emission of ethylene and by the physico and chemical variables such as firmness,
total solid soluble tenor and titratable acidity of the pulp. The results has shown
that ethylene emission presented its peak at the second day of storage. The
firmness of the pulp decreased as the fruits advanced in maturation, possibly an
ethylene influence on the activity of peptic-hydrolytic enzymes. In relation to the
total solid soluble tenor no significant difference during the storage time was
observed. A fall in the total titrable acidity was also observed along the fruit
maturation. In the P type H'-ATPase mediated ATP hydrolysis analysis a
prominent fall in the two first days of storage was observed coinciding with the
peak of ethylene emission, showing a decrease in energy expense mainly during
the earlier maturation stadiums. This can be related to the fewer solute

transportation into the cell citosol in these maturation stadiums.

INTRODUCAO

O etileno é um horménio vegetal gasoso importante em todo o
desenvolvimento do fruto, principalmente na fase de amadurecimento (Kays,
1994). O mamao é um fruto climatérico apresentando um pico de liberagdo de
etileno caracteristico durante seu amadurecimento (Silva et al., 2005) e este pico
serve como ponto de referéncia da maturidade fisiolégica do fruto. Dada a
importancia do climatérico na fase de amadurecimento dos frutos, € importante
que os eventos associados a esta fase sejam melhores esclarecidos e
caracterizados em frutos tropicais. Neste trabalho foram investigados aspectos
fisiolégicos e bioquimicos durante o amadurecimento de frutos de mamao visando

oferecer fundamentos cientificos sobre o periodo de pds-colheita. Foram
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utilizados frutos da sele¢ao ‘Golden’ originaria de uma mutacao natural de plantas
“Sunrise Solo”. Entre as vantagens dos frutos produzidos pela selegdo ‘Golden’
que a torna preferida para exportacdo estdo: a sua menor susceptibilidade a
Mancha Fisiolégica do Mamao e o amarelecimento da casca mais uniforme (Marin
et al., 1995; Manica, 1996).

O conhecimento do metabolismo celular e o sistema de transporte de ions
para a célula durante o periodo de amadurecimento dos frutos ainda sdo pouco
conhecidos. A enzima H'-ATPase gera um gradiente eletroquimico através da
membrana plasmatica, potencializando a absorgdo de importantes ions (K", Mg*”,
PO4 etc.) essenciais em diversos eventos metabdlicos como expansao celular,
integridade de membrana (Taiz e Zeiger, 2004; Morsomme e Boutry, 2000), o que
esta relacionado a homeostase celular durante o desenvolvimento do fruto.

Neste trabalho avaliou-se a atividade da enzima H'-ATPase tipo P
(plasmalema) extraida de polpa de mamao, ‘Golden’, em diferentes estadios de
maturagao caracterizados pela emissao de etileno e de variaveis como a firmeza
da polpa, o teor de sélidos soluveis totais e a acidez total titulavel da polpa dos

frutos.

MATERIAL E METODOS

Obtencédo das Amostras

Foram utilizados frutos de mamao ‘Golden’ dos pomares pertencentes a
regido de Linhares, ES, localizada na latitude 19°15’ S e longitude de 39°51’ O. A
regido produtora apresenta temperaturas maximas entre 30°C e 32°C e minimas
entre 15°C e 18°C (INCAPER-ES). Os frutos, apos tratamento hidrotérmico (48 °C
e 8 °C por 20 minutos) e acondicionamento em caixas de papeldao para
exportacao, foram transportados sob refrigeracdo (15 °C) até o Laboratério de

Melhoramento Genético Vegetal onde foram realizados os ensaios.
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No ensaio foram analisados 3 frutos, representando 3 repeticdes para cada
estadio de maturagdo. Foram amostrados frutos em 5 estadios distintos de
maturacao, desde o fruto verde-maduro, estadio 1, até o fruto totalmente maduro,
estadio 5. Segundo Ritzinger (2000), o ponto de colheita do mamao geralmente é
indicado pela coloragdo da casca do fruto, a descricdo de cada estadio de
maturacdo € definida por: estadio 0 (ou verde) — fruto totalmente desenvolvido
com casca 100% verde; estadio 1 (ou amadurecendo) — a cor amarela ndo cobre
mais de 15% da superficie da casca, rodeada de verde-claro; estadio 2 (ou Va
maduro) — fruta com até 25% da superficie da casca amarela, rodeada de verde-
claro; estadio 3 (ou Y2 maduro) — fruta com até 50% da superficie da casca
amarela, com areas proximas em verde-claro; estadio 4 (ou % maduro) — fruta
com 50% a 75% da superficie amarela com areas proximas verde-claro; estadio 5

(ou maduro) — fruta com 76% a 100% da superficie da casca amarela.

Determinacao da taxa de emisséo de etileno

Para detecgdo da emisséo de etileno (C,H4) pelos frutos foi utilizado um
espectrometro fotoacustico que possui a sua célula fotoacustica no interior da
cavidade de um laser CO,. No espectrédmetro fotoacustico, mudangas de pressao
sao detectadas por um microfone no interior de um tubo ressonador da célula
fotoacustica através do qual flui a amostra de ar que contém as moléculas sob
investigacao; o sinal acustico é produzido pela flutuagao periddica de pressao, a
uma frequéncia de ressonancia de 1600 Hz, devido a modulagcdo do laser de
excitacdo. O sinal fotoacustico (S) gerado dentro da cavidade da célula
fotoacustica depende da constante de absorgcao (o) e da concentragdo (Conc.) do
gas, bem como da poténcia do LASER (P) e da geometria da célula fotoacustica
(Cell-ID):

S =P x Cell-ID x a x Conc. (Eq. 1)

A poténcia dentro da cavidade éptica do LASER pode atingir cerca de
100W, operando geralmente entre 50W e 80W. O emprego da espectroscopia
fotoacustica aumenta bastante a sensibilidade na deteccdo de gases numa

comparagdo com a cromatografia gasosa. Dentro da regido espectral do
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infravermelho, o espectro de muitas moléculas, como o etileno, apresenta-se
como uma “impressao digital” unica, o que permite a quantificagdo de etileno na
faixa de 300 ppt. O instrumento de fotoacustica utilizado nesse trabalho foi
desenvolvido na Universidade de Nijmegen ,especificamente para aplicagdes
bioldgicas (Voesenek et al.,1997).

Os frutos foram colocados um por vez, durante 45 minutos, em uma
camara hermeticamente fechada, onde o etileno emitido foi transferido
continuamente para a célula fotoacustica usando ar ambiente como gas de
arraste a um fluxo constante de 2 Lh™, ajustado através de controladores
eletrbnicos. Hidrocarbonetos do gas de arraste (ar) sdo removidos antes de
passar pela camara porta-amostra, por meio de catalisador. Na saida da camara,
filtros contendo KOH e CaCl, sdo empregados para eliminar CO, e agua,
respectivamente, presentes no gas de analise. Finalmente, antes de entrar na
célula fotoacustica, o gas de andlise passa através de uma armadilha de N;
liguido para evitar a interferéncia de gases, hidrocarbonetos de alto peso
molecular e etanol. Apos a passagem pela célula fotoacustica o gas de amostra &
eliminado para o ambiente. O sistema é calibrado usando uma amostra de etileno
sintético, padrdo comercial, na concentracdao de 1 ppm. Os resultados obtidos

foram expressos em uLh™ kg™

Firmeza da polpa

Para a medicdo da firmeza na polpa, cada fruto foi dividido ao meio, no
sentido longitudinal, resultando em duas faces. A firmeza foi determinada em trés
pontos equidistantes de cada face dos frutos e distanciados da casca de 0,5 cm,
por meio da resisténcia a penetracdo na polpa. Para tal foi utilizado um
penetrdmetro de bancada (modelo 53205; Fruit Pressure Tester, Italy) com
adaptador de 8,0 x 8,0 mm (altura x didmetro). Os resultados foram expressos em
Newton (N).

Determinacao do teor de sélidos sollveis totais

O teor de sdlidos soluveis contidos na polpa do mamao foi determinado

utilizando duas gotas do suco extraido de uma amostra da polpa do fruto, de
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cerca de 2 g, que foi colocado sobre o prisma do refratdmetro portatil (Atago N1) e

os resultados expressos em °Brix.

Determinacao da acidez total titulavel

Para determinar a acidez total titulavel da polpa dos frutos foi empregado o
método N° 22.058 descrito pela A.O.A.C. (1970) com concentragdo de alcali de
0,1N de NaOH. Em fungao da polpa dos frutos de maméao possuir coloragéo que
possa ser confundida com a cor résea indicada pela fenolftaleina, utilizou-se o
valor de pH 8,2 para determinar o ponto final da titulagcdo. Para efetuar essa
analise, cerca de 30 g de tecido da polpa foi retirado da regido mediana dos
frutos, e homogeneizado em 50 mL de agua destilada. As amostras assim
preparadas foram tituladas com a solugdo padronizada de NaOH 0,1N. Os
resultados foram expressos em percentagem de acido citrico, sendo obtidos

através da seguinte expressdo matematica:

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

(Eq. 2)

Massa da amostra (g)

Em que:
N = normalidade da base;
Equivalente grama do acido citrico = 64;

f = fator de correc¢ao da base

Atividade das enzimas H*-ATPases

Obtencdo das vesiculas de plasmalema

Vesiculas de plasmalema com as enzimas H*-ATPases foram isoladas a
partir da polpa de frutos de mamao. Para tanto foi utilizado o processo de
centrifugagcéo diferencial - descrito por Giannini & Briskin (1987), com

modificacdes.
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Apds serem pesadas, as amostras de tecido da polpa foram
homogeneizadas em meio tamponado, utilizando um volume de tampéao
proporcional (1:1) a quantidade de material fresco. A homogeneizagédo foi
realizada em graal utilizando um pistilo, sendo todo o procedimento conduzido
sob banho de gelo.

A composigao e concentragao final dos reagentes no tampao de extragao
foram as seguintes: 500 mM Sacarose, 30% (v/v) Glicerol, 210 mM tamp&o Tris
pH 8,0, 100 mM KCIl e 15 mM EDTA, 2 mM PMSF, 2 mM Benzamidina, 10 mM
DTT, 0,4% BSA (p/v) e 0,3% PVPP (p/v). O material homogeneizado foi filtrado
em 4 camadas de gaze e submetido a primeira centrifugacdo (centrifuga
HITACHI, himac CP) a 1.500 x g por 15 min para a remogao de células nao
rompidas e nucleos. O sobrenadante entéo foi coletado e submetido a uma nova
centrifugacgao (ultra-centrifuga HITACHI, himac CP 85 ) a 21.000 x g por 10 min
para a remocao de mitocéndrias. O sobrenadante, finalmente, foi centrifugado a
100.000 x g por 35 min, onde o precipitado foi suspenso em solucdo tampao
contendo: glicerol 15%, Tris-HCI 70 mM (pH 7,6), 1TmM EDTA, 1 mM DTT, PMSF

1 mM e 1 mM Benzamidina, obtendo-se as vesiculas de plasmalema.

Determinac&o da atividade hidrolitica da H*-ATPase tipo P

Apds a obtencdo das vesiculas de plasmalema descritas no item anterior.
A atividade H*-ATPasica foi determinada pelo método descrito por Fiske &
Subbarrow (1925). A metodologia consiste na dosagem colorimétrica de fosfato
inorganico (P;) liberado durante a hidrdlise enzimatica de ATP. A reacéo foi
iniciada com a adicdo das vesiculas ao meio de reagao e interrompida pela adicao
de acido tricloroacético (TCA) numa concentragéo final de 5%.

A leitura das amostras foi realizada em espectrofotometro (SHIMADZU UV-
120) no comprimento de onda de 750 nm. A constituicdo e concentracgao final dos
reagentes no meio de reacao para atividade ATPasica foram as seguintes: 50 mM
Tris-HCI pH 6,5; 3 mM MgCl,, 100 mM KCI, 1 mM ATP e 0,06 mg.mL'1 de
proteina.

A hidrélise de ATP foi representada como atividade sensivel ao inibidor
especifico, ou seja: atividade total subtraida da atividade inibida por 0,2 mM de

ortovanadato de sodio.
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Determinacéo de proteinas totais

A concentracao de proteinas foi determinada em espectrofotometria a 595
nm (espectrofotdmetro SHIMADZU UV-120) - como descrito por Bradford (1976) -

utilizando BSA como proteina padrao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na anadlise da taxa de emissdo de etileno foi observado um pico de
emissdao do hormdnio no 2° dia de armazenamento (Figura 1), indicando que o
fruto entrara no climatério. O aumento da taxa respiratoria (climatérico) € um
evento secundario e dependente dos niveis disponiveis de etileno (Chitarra e
Chitarra, 2005a). Segundo Rhodes (1970), o climatérico pode ser definido como
um periodo da ontogenia de certos frutos, durante o qual mudangas bioquimicas
sao iniciadas pela producao de etileno, marcando a transicéo entre a maturagao e
a senescéncia dos frutos climatéricos, com aumentos marcantes na atividade
respiratoria e condugado ao amadurecimento. As etapas finais do desenvolvimento
dos frutos podem ser classificadas em estadios de maturagéo (Ritzinger, 2000).
Para caracterizar o padrao de amadurecimento de um fruto sao utilizados varios
fatores (fisicos, quimicos e bioquimicos, dentre outros) que estabelecem cada
estadio, entretanto dentre estes fatores a taxa de emissao de etileno é
determinante para a identificagdo do climatérico (Saltveit, 1999).

Outra variavel muito empregada na caracterizacdo dos estadios de
maturagao em frutos de mamao é a firmeza da polpa (Chitarra e Chitarra, 2005b),
um importante atributo de qualidade das frutas (Souza, 1998 a). A figura 2 mostra
que a firmeza da polpa dos frutos decresceu drasticamente no periodo de 0 a 2

dias, coincidindo com o pico de emissao de etileno (Figura 1).
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Figura 1 — Taxa de emissdo de etileno em frutos de maméo, ‘Golden’, em
diferentes dias de armazenamento. Os dados sdo apresentados como uma média

de 3 repeticoes.
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Figura 2 - Avaliagdo da firmeza da polpa em frutos de maméao em diferentes
estadios de maturacdo. A significancia entre os dias foi determinada por analise

de variancia seguida do teste Tukey 5%.
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A associacao entre a perda de firmeza e a emissao de etileno tem sido
frequentemente destacada como uma das influéncias do etileno sobre a firmeza
do fruto (Abeles et al., 1992; Hiwasa et al., 2003). Para Abeles et al. (1992) o
etileno seria o responsavel apenas pelo desencadeamento do processo de
maturagdo, que seguiria com todos os eventos a ele associados, inclusive as
mudancas na textura, através de uma sequéncia de eventos precisamente
controlados. Outros autores como Hiwasa et al. (2003) creditam ao etileno ndo sé
a inicializacdo do processo de amaciamento da polpa, mas sim toda a evolucéo
desse processo.

O amaciamento da polpa de mamao ocorre no sentido do endocarpo para
0 epicarpo e da regido distal para a proximal (Silva, 1995). Paull e Chen (1983)
mostraram que o0 amolecimento da polpa do mamao é resultado da acao
enzimatica sobre compostos da parede celular, sendo a poligalacturonase (PG)
(EC. 3.2.1.15) e a pectinametilesterase (PME) (EC. 3.2.1.11) as principais
enzimas cuja ativagdo acompanha o pico climatérico do fruto. Silva et al. (2004)
observaram que a atividade da enzima PG esta diretamente relacionada a intensa
reducao da firmeza que ocorre no inicio do amadurecimento em frutos de mamao
‘Golden’.

O teor de solidos soluveis totais (SST) fornece uma estimativa da
proporcdo de agucares soluveis contidos na polpa do fruto. Os resultados aqui
apresentados mostram que nao foi observada diferenga significativa no teor de
SST durante o tempo de armazenamento dos frutos (Figura 3). Em média, o teor
de SST dos frutos foi de 10,4 °Brix, um pouco abaixo do que preconiza Bleinroth
(1995) que recomenda que o mamao, em geral, deva ser colhido quando o teor
de SST da polpa atingir pelo menos 11,5 °Brix. O teor de SST é um atributo de
qualidade muito sujeito a variagdes ,assim, o estabelecimento de um intervalo de
SST que represente um estadio de maturacdo ndo € uma tarefa das mais faceis.
Nao foi observada variagéo significativa, no teor de SST nos frutos de mamé&o em
relacdo ao estadio de maturagdo dos mesmos, diferentemente do que foi
verificado por Souza (1998b). Este autor observou efeito significativo do estadio
de maturacéo no teor de SST em frutos de maméo ‘Santa Barbara’, entretanto, o
aumento nos teores de SST ao longo do amadurecimento do maméo é
questionavel, visto que o mesmo possui apenas tracos de amido, quando

destacado da planta-mae (Calegario, 1997), o que nao suportaria variagdes na
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concentracdo de agucares soluveis. Giovannini et al. (2004), trabalhando com a
cultivar Golden encontraram valores médios de 12,30; 10,60 e 9,95 °Brix em
frutos de mamao ‘Golden’, colhidos nos meses de janeiro, agosto e outubro,
respectivamente. Esses dados mostram um padrao sazonal no acumulo de SST
em funcdo do periodo de desenvolvimento dos frutos. Gomes Filho (2005)
também observou o mesmo padrdo sazonal na concentragao de SST da polpa de
frutos de maméo ‘Golden’. Segundo este autor, 0 maior acumulo de SST no final
da estagdao do verdo se deve aos altos indices pluviométricos e as elevadas
médias de temperatura desse periodo. Tais fatores resultariam em um aumento,
de modo geral, da taxa metabdlica da planta (incluindo a atividade fotossintética
da planta e o transporte de agucares para os frutos), o0 que proporcionaria maiores

acumulos de agucares pelos frutos desenvolvidos no verao.
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Figura 3 - Teor de sdlidos soluveis totais em frutos de mamao ‘Golden’ em
diferentes dias de armazenamento. Teste de analise de varidncia nao

significativo.

Ainda de acordo com Gomes Filho (2005), os frutos que se desenvolveram
na estagcdo do outono, onde as temperaturas médias ja se encontravam em

declinio, acumularam menos SST (11,66 °Brix em maio) que os frutos do verao
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(12,27 °Brix em fevereiro), mas ainda acima dos niveis encontrados nos frutos
desenvolvidos no inverno (9,33°Brix em setembro).

A acidez total titulavel (ATT) mostrou uma diminuigédo significativa entre os
dias 0 e 2, coincidente com o pico climatérico, seguido de outra diminuigdo
(P<0,05) nesta variavel de qualidade, entre os dias 2 e 3, nao sendo observada

diferenca significativa a partir do terceiro dia de armazenamento dos frutos (Figura
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Figura 4 - Acidez total titulavel em frutos de maméo ‘Golden’ em diferentes dias de
armazenamento. A significancia entre os dias foi determinada por teste de analise

de variancia seguida do teste Tukey 5%.

Os valores médios observados variaram de 0,064 a 0,024% de &cido
citrico. O mamao é um fruto de baixa acidez apresentando valores menores que
0,3% de acido citrico (Martins e Costa, 2003). As mudangas na ATT em frutos de
mamao, bem como em outras espécies, durante o amadurecimento dos mesmos
tém sido relatadas como bastante variavel. Mosca (1992) descreve que a ATT no
mamao (Improved Sunrise Solo Line 72/12) decresceu inicialmente seguido de
uma subida no final da maturag&o dos frutos mantidos sob temperatura ambiente.
Por outro lado, Draetta et al. (1975) relatam um aumento da acidez titulavel até 72
horas apds a colheita do fruto e relacionam esta variacdo a provavel formacéo de

acido galacturénico como consequéncia da hidrolise da pectina pela
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pectinametilesterase. Souza (1998) citou que os acidos organicos geralmente
diminuem com a maturacdo, em decorréncia do processo respiratorio ou de sua
conversao em agucares. Portanto, a concentracdo desses acidos varia de acordo
com a espécie, cultivar e geralmente ocorre a sua diminuigdo com o
amadurecimento da fruta. Gamarra Rojas e Medina (1996) observaram em frutos
de maracuja amarelo que durante o amadurecimento dos mesmos houve um
acumulo de acidos organicos seguidos por uma diminuicdo dos mesmos. Esses
autores atribuem essa mudanga a utilizagdo desses acidos como importantes
fontes de energia respiratoria, onde os mesmos sdo convertidos ou oxidados e
utilizados nas células.

Na analise de hidrolise de ATP pela enzima H*-ATPase de membrana
plasmatica foi observada uma diminuicdo proeminente nos 2 primeiros dias de
armazenamento (Figura 5), que coincidem com o pico de emissao de etileno

(Figura 1).
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Figura 5 - Atividade ATPasica, vanadato sensivel, em membrana plasmatica de
tecido de polpa de frutos de mamao ‘Golden’, em fungdo dos dias de
armazenamento dos frutos. Os dados sédo apresentados como uma media de 3

repeticoes, acompanhados da barra de erro padréao.

Os dados sugerem a ocorréncia de um abrupto decréscimo na energizacao

da plasmalema, principalmente nos primeiros estadios da maturagdo dos frutos,
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em fungcdo da diminuicdo na atividade ATPasica. Desde que o gradiente
eletroquimico gerado pela H*-ATPase de membrana plasmatica seja responsavel
pela energizagdo dos principais sistemas de transporte de nutrientes da célula
vegetal (Morsomme e Boutry, 2000), tal diminuigdo na atividade desta enzima
implica numa diminuicdo do transporte de solutos desencadeada logo apds o
climatério. Neste estadio, a desativagdo da bomba de H* da plasmalema, que
ocorre em paralelo com o pico de emissao deste horménio (compare Figuras 1 e
5), pode representar uma peg¢a chave do mecanismo pelo qual o processo de
transporte de agucares e outros solutos é controlado em frutos de mamao. Até
onde sabemos, ndo existem trabalhos relacionando as bombas de H* da
plasmalema ao processo de maturagdo de frutos, mas Robinson e Davies (2000)
relataram que ha consideraveis mudancas nas enzimas de transporte vacuolares
afetando a concentragcdo de acidos e acgucares durante o amadurecimento de
uvas. Milner et al. (1995) observaram um aumento da atividade da H*-ATPase e
da H*-PPase de vesiculas de tonoplasto extraidas de pericarpo de tomate nos
primeiros estadios de maturagdo seguida pela diminuicdo nas atividades de
ambas as enzimas. Desde que as bombas de H* da plasmalema e do tonoplasto
trabalhem sincronamente na regulagdo da homeostase do pH e no transporte e
compartimentagao de solutos da célula vegetal (Maeshima, 2000), pode ser que o
processo de amadurecimento envolva uma diminuigdo progressiva da atividade
destas enzimas seguido ao climatério. Futuras incursbées para a investigagao da
atividade e expresséo das bombas de H* das células de frutos climatéricos serdo
necessarias para elucidagado do papel destas enzimas no processo de maturagao

destes frutos.

RESUMO E CONCLUSOES

Este trabalho fornece evidéncias sobre a participacdo da H*-ATPase de

membrana plasmatica no processo de maturacdo de frutos de mamao. A



28

sincronia da modulagdo desta enzima com o pico de emissdo de etileno pode
representar parte do mecanismo pelo qual este horménio regula o transporte de
solutos durante o climatérico no tecido mesocarpico de frutos de maméo cv.
Golden.
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O DISTURBIO DA GELIFICACAO DA POLPA DE MAMAO (Carica
papaya L. cv. GOLDEN): ASPECTOS FiSICO-QUIMICOS, BIOQUIMICOS E
ANATOMICOS

RESUMO

O Brasil tem uma posi¢céo de destaque como produtor mundial de mamao.
A cultivar ‘Golden’, emergida de uma mutacdo ocorrida em plantas de ‘Sunrise
Solo’ foi selecionada por apresentar menor susceptibilidade a Mancha Fisiolégica
da casca. Entretanto, em certas regides produtoras do Brasil tem sido relatada a
ocorréncia de um disturbio fisioldgico caracterizado por uma “gelificacédo” da polpa
dos frutos. As bases fisiolégicas e bioquimicas deste disturbio sdo aqui
investigadas. A observagao microscépica da superficie de cortes da polpa de
frutos controle e gelificados mostrou que a polpa gelificada apresenta células
plasmolisadas e grandes espacos intercelulares. Frutos gelificados apresentam
menor teor de solidos soluveis totais, e teor de vitamina C na polpa, por outro lado
nao foram encontradas diferengas significativas na firmeza e acidez total titulavel
em relacdo aos frutos controle. Foi observada uma diminuicdo da atividade
ATPasica das vesiculas de plasmalema das células oriundas da polpa gelificada

em relacdo a polpa controle. As bombas presentes no tonoplasto (H*-ATPase and
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H*-PPase) mostraram uma tendéncia ao aumento da hidrdlise dos substratos nas
amostras de polpa gelificada. O tecido gelificado apresentou menor capacidade
para manter o gradiente de prétons dependente de ATP no tonoplasto, enquanto
para o gradiente formado pela H*-PPase foi pouco significativo mesmo em frutos
controle. Os resultados sugerem que ha uma diminuigdo na capacidade de
compartimentalizacdo de solutos e retengdo de agua sinalizada através de um
efeito inibitorio sobre a H ATPase no tecido gelificado.

ABSTRACT

Brazil has an important position as a worldwide prominence papaya
producer. The ‘Golden’ cultivar, which has emerged from a mutation occurred in
plants of ‘Sunrise Solo’, was selected by presenting lesser susceptibility to the skin
freckles on papaya that affects the skin. However, in some producing regions from
Brazil the occurrence of a physiological disturbance characterized by flesh gelling
of the fruit pulp has been related. The physiological and biochemical basis of this
disease were investigated in this work. The microscopical observation of surface
cuts from control and flesh gelling fruit pulps showed that flesh gelling pulps
present plasmolysed cells and big intracellular spaces. Flesh gelling fruits present
lower total solid soluble tenor and C vitamin in the pulp, on the other hand
significant differences in the firmness and titratable acid in control fruits. The
reduction in the ATPase activity was observed when comparing plasmalemma
vesicles from cells extracted from flesh gelling pulp in contrast with control pulp
cells. Pumps from tonoplast (H*-ATPase and H*-PPase) had shown a tendency to
the increase of hydrolysis of their substrates in flesh gelling samples. The flesh
gelling tissue has presented lower capacity to keep the ATP-dependent proton
gradient in tonoplast, while the gradient created by the H'-PPase was little

significant ever in control fruits. The results suggest that there is a drop in the
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capacity of solute compartimentalization and water retention signaled though an

inhibitory effect on the H*-ATPase in the flesh gelling tissue.

INTRODUCAO

O Brasil possui uma posicao de destaque como um dos principais
produtores mundiais de mamao. Entre os materiais cultivados no pais destaca-se
a cv. Golden originaria de uma mutagdo natural ocorrida nas plantas ‘Sunrise
solo’. Dentre as vantagens dos frutos da cultivar ‘Golden’, que a torna preferida
para exportagcdo, estdo: menor susceptibilidade a Mancha Fisiolégica do Mamao
(Oliveira, 2005) e amarelecimento da casca mais uniforme, resultando em um
produto de melhor aparéncia (Marin et al., 1995; Manica, 1996). Todavia, a
qualidade dos frutos dessa variedade em certas regides produtoras do Brasil tem
sido comprometida devido a ocorréncia de outros disturbios fisiologicos.

Esse disturbio da gelificagdo de causa desconhecida tem ocorréncia
esporadica, possivelmente relacionado a fatores do ambiente como baixas
temperaturas (Oliveira, 2005), podendo causar perdas significativas na produgao
(anexo). O disturbio fisiologico da gelificagcdo se caracteriza pelo aspecto
gelatinoso do mesocarpo sendo observado apds o corte do fruto. Em uma mesma
planta-méde sao encontrados frutos normais e frutos gelificados. O
desenvolvimento do disturbio ocorre no sentido do endocarpo para o exocarpo,
nao havendo qualquer exteriorizacdo desses sintomas. O fruto gelatinoso
apresenta uma maior quantidade de agua em seu interior na cavidade das
sementes e no mesocarpo, 0 que o torna mais denso que os frutos controle,
facilitando a sua identificacdo no tanque de agua de lavagem dos frutos na
packing house. Outra caracteristica marcante desse disturbio e o descolamento
entre a polpa e a casca. As primeiras investigagcdes a respeito desse disturbio
caminham no sentido de uma disfungdo na capacidade de acumular ions K* e

agua intracelular (Oliveira et al., 2002). Segundo esses autores, a polpa gelificada
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apresenta também um menor conteddo de Mg™ e K' e ndo foi observada
diferenga (P<0,05) no conteudo de Ca*" da polpa em relagédo a frutos controle. A
partir dos resultados desse estudo e com base na literatura pertinente ,Oliveira et
al. (2002) sugeriram que esta anomalia poderia estar ligada a manutengao da
integridade funcional da membrana plasmatica, como exemplo, regular a entrada
e manutengao de solutos responsaveis pelo turgor celular, que em hipotese para
a perda na capacidade de acumular ions e agua intracelular, nos frutos
gelificados. Esta caracteristica demonstra um possivel desbalango na atividade
das bombas préton-motoras. As bombas de prétons sdo complexos protéicos
associados as membranas plasmatica e do vacuolo, responsaveis por gerar e
manter um gradiente eletroquimico nessas membranas que potencializa a
absorgdo de importantes ions (K*, Ca*™, Mg™™, etc.) e outros nutrientes essenciais
a planta. As principais enzimas que compdem esses sistemas sdo: a) H-ATPase
do tipo P na plasmalema, b) H*-ATPase do tipo V e c) H'-pirofosfatase (H'-
PPase), ambas no tonoplasto. Essas enzimas s&o capazes de acoplar a energia
quimica da hidrolise de ATP ou de pirofosfato (PPi) a translocagao de prétons do
citoplasma para fora da célula ou desse para o interior do vacuolo.

Neste trabalho foi investigada a estrutura da polpa de frutos gelificados,
parametros fisico-quimicos e a atividade das bombas de protons presentes na
plasmalema e no tonoplasto extraidos de polpa de mamao, cultivar Golden,
controle e gelificado, visando testar a hipétese do envolvimento destes sistemas

no desenvolvimento do disturbio da gelificagao.

MATERIAL E METODOS

Obtencédo das Amostras

Foram utilizadas amostras de mamao da cultivar ‘Golden’ dos

pomares pertencentes a regido de Linhares — ES. A regido produtora apresenta
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temperaturas maximas entre 30 °C e 32 °C e minimas entre 15 °C e 18 °C
(INCAPER-ES). Os frutos foram selecionados no tanque de recepgao no packing
house. Apds o descarregamento dos frutos no tanque d’agua foram separados
daqueles que afundaram como sendo frutos gelificados, devido a sua maior
densidade em relagdo a solugdo de sanitizagdo. A partir dessa separagao (os
frutos que afundaram) foi feita uma classificagdo de acordo com o estadio de
maturagdo selecionando-se os frutos no estadio 2 para analises seguintes. No
mesmo lote de frutos onde foram selecionados os frutos gelificados foram
amostrados os frutos controle (sem caracteristicas do disturbio fisiolégico da
gelificacdo), no mesmo estadio 2 de maturacéo.

Os frutos selecionados, controle e gelificados, foram transportados para o
Laboratorio de Melhoramento Genético Vegetal da UENF, sob refrigeracéo (15
°C), onde foram realizados os experimentos. Os frutos considerados gelificados
foram cortados ao meio, no sentido longitudinal, sendo utilizados apenas aqueles
que apresentaram os sintomas caracteristicos de polpa gelificada, do qual foram
retiradas amostras de tecido para analises fisicas, fisico-quimicas, bioquimicas e
anatémicas.

Foram utilizados 6 frutos de cada tratamento (controle e gelificado),
representando as repeticdes, retirados aleatoriamente do lote total de frutos

selecionados no laboratorio.

Preparo do material para microscopia 6ptica

Pequenos fragmentos da polpa dos frutos controle e gelificados foram
fixados, a temperatura ambiente, em uma solugdo aquosa contendo glutaraldeido
2,5% grau 1, paraformaldeido 4,0% e tampao cacodilato de sédio [0,05 M] em pH
7,2 por 24 horas. Em seguida, as amostras foram lavadas duas vezes, por 45
minutos cada, em tampao cacodilato de sddio [0,05 M]. Apos duas lavagens, de
45 minutos no mesmo tamp&o, seguiu-se uma série de desidratacdo em alcool:
30%, 50%, 70%, 90% e trés vezes 100%, por uma hora cada etapa. Em seguida,
para o embebimento em resina, o alcool foi substituido gradualmente (alcool 3 x 1
unicryl; alcool 2 x 1 unicryl; alcool 1 x 1 unicryl; alcool 1 x 2 unicryl; alcool 1 x 3
unicryl; unicryl puro; unicryl inclusédo) pela resina unicryl. As amostras em unicryl

puro foram dispostas em moldes e levadas a estufa (50 °C) por 24 horas para a
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polimerizagcdo e obtencdo dos blocos. Com o auxilio de um ultramicrétomo
(Reichert 1ultracut) e facas de vidro, foram obtidos cortes de aproximadamente 1
mm de espessura. Esses cortes foram colocados em laminas de vidro e corados
com azul de toluidina 0.1%. Os cortes foram cobertos com laminulas e selados
com Entellan (Merck). O material foi observado, e documentado, no microscopio

Axioplan ZEISS acoplado a um sistema digital (SIS) de analise de imagem.

Firmeza da polpa

Para a medicdo da firmeza na polpa, cada fruto foi dividido ao meio, no
sentido longitudinal, resultando em duas faces. A firmeza foi determinada em trés
pontos equidistantes de cada face dos frutos e distanciados da casca de 0,5 cm,
por meio da resisténcia a penetracdo na polpa. Para tal foi utilizado um
penetrdmetro de bancada (modelo 53205; Fruit Pressure Tester, ltaly) com
adaptador de 8,0 x 8,0 mm (altura x diametro). Os resultados foram expressos em
Newton (N).

Determinacéo do teor de sélidos solaveis totais

O teor de sdlidos soluveis contidos na polpa do mamao foi determinado
utilizando duas gotas do suco extraido de uma amostra da polpa do fruto, de
cerca de 2 g, que foi colocado sobre o prisma do refratdmetro portatil (Atago N1) e

os resultados expressos em °Brix.

Determinacao da acidez total titulavel

Para determinar a acidez total titulavel da polpa dos frutos foi empregado o
método N° 22.058 descrito pela A.O.A.C. (1970) com concentragdo de alcali de
0,1N de NaOH. Em fungéo da polpa dos frutos de mamao possuir coloragao que
possa ser confundida com a cor résea indicada pela fenolftaleina, utilizou-se o
valor de pH 8,2 para determinar o ponto final da titulagdo. Para efetuar essa
analise, cerca de 30 g de tecido da polpa foi retirado da regido mediana dos frutos
e homogeneizado em 50 mL de agua destilada. As amostras assim preparadas

foram tituladas com a solugao padronizada de NaOH 0,1N. Os resultados foram
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expressos em percentagem de acido citrico, sendo obtidos através da seguinte

expressdo matematica:

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

(Eq. 2)

Massa da amostra (g)
Em que:
N = normalidade da base;
Equivalente grama do acido citrico = 64;

f = fator de correg¢ao da base

Andalise do teor de acido ascorbico

Para determinagdo do conteudo de acido ascoérbico (AA) foi utilizado o
método oficial da A.O.A.C (AOAC, 1970), que consiste na avaliagdo através da
titulagdo com 2,6 - dicloroindofenol (2,6-DCP). Apds retirado uma amostra de 1 g da
polpa a mesma foi macerada em 10 ml de acido oxalico 1%. Desse extrato foi
retirado uma aliquota de 2 ml que foi misturado a mais 5 ml de acido oxalico 1%,
seguindo a titulagdo com 2,6-DCP. A titulagdo foi encerrada quando a solugao
permaneceu na cor rosa por mais de 10 segundos. A titulacdo foi efetuada em
triplicata, descontando-se, ao final, o volume gasto na titulagdo do branco. O
conteudo de acido ascorbico foi determinado ajustando-se os resultados da
titulacdo a curva padrdo preparada a partir de solugdes de acido ascoérbico de
concentragdo conhecida. Os resultados foram expressos em mg/100g de matéria

fresca.

Anélise enziméatica

Preparacéo das fragcdes microssomais

Vesiculas de tonoplasto e membrana plasmatica com as enzimas H'-
ATPases e H'-PPases foram isoladas a partir da polpa de frutos de maméao

controle e gelificado. Para tanto, foi utilizado o processo de centrifugacéo

diferencial - descrito por Giannini & Briskin (1987), com modifica¢des.
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Apos serem pesadas, as amostras de tecido da polpa foram
homogeneizadas em meio tamponado, utilizando um volume de tampéao
proporcional (1:1) a quantidade de material fresco. A homogeneizacgao foi feita em
graal utilizando um pistilo, sendo todo o procedimento realizado em banho de
gelo.

A composigao e concentragao final dos reagentes no tampao de extragao
foram as seguintes: 500 mM Sacarose, 30% (v/v) Glicerol, 210 mM tamp&o Tris
pH 8,0, 100 mM KCIl e 15 mM EDTA, 2 mM PMSF, 2 mM Benzamidina, 10 mM
DTT, 0,4% BSA (p/v) e 0,3% PVPP (p/v). O material homogeneizado foi filtrado
em 4 camadas de gaze e submetido a primeira centrifugacao (centrifuga HITACHI
himac CP) a 1.500 x g por 15 min, para a remog¢ao de células ndo rompidas e
nucleos. O sobrenadante entdo foi coletado e submetido a uma nova
centrifugacgéao (ultra-centrifuga HITACHI himac CP 85B) a 21.000 x g por 10 min
para a remocgao de mitocondrias. O sobrenadante foi centrifugado a 100000 x g
por 35 min, apos o precipitado foi resuspenso em solugdo tampao contendo:
glicerol 15%, Tris-HCI 70 mM (pH 7.6), 1 mM EDTA, 1 mM DTT, PMSF 1 mM e 1
mM Benzamidina, obtendo-se dessa forma as vesiculas de plasmalema e

tonoplasto.

Purificacdo das vesiculas de membrana plasmatica e de tonoplasto

A fracdo microssomal, contendo as vesiculas de membrana plasmatica e
tonoplasto, de polpa de mamao, foi submetida a um processo de purificagéo,
onde foram separadas, por densidade, as vesiculas de membrana plasmatica
daquelas de tonoplastos.

A purificacao foi realizada como descrito por Serrano (1989). Neste caso, 1
mL da fragdo microssomal obtida foi aplicada sobre um gradiente, descontinuo,
bifasico de sacarose (concentracdes de 30 e 46%). Este gradiente continha, além
da sacarose, 100 mM tampéo Tris-HCI (pH 7,6), 5 mM EDTA, 1 mM PMSF, 1 mM
Benzamidina e 2 mM DTT. O gradiente, acrescido da fragdo microssomal, foi
centrifugado a 100000 x g (ultra-centrifuga HITACHI himac CP 85 [3) durante 90
minutos a 4 °C.

Apds a centrifugacdo foram separadas as vesiculas da membrana

plasmatica purificadas, localizadas na fase 46%, enquanto as vesiculas de
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tonoplasto estavam purificadas na fase de 30%. Em seguida, as referidas bandas
foram coletadas e armazenadas em tubos criogénicos, com capacidade para 1
mL, os quais foram congelados em nitrogénio liquido e estocados em freezer (-70

°C), para analises posteriores.

Determinac&o da atividade hidrolitica das H*-ATPases e da H'-PPase

A atividade H*-ATPéasica foi determinada pelo método descrito por Fiske &
Subbarrow (1925). A metodologia consiste na dosagem colorimétrica de fosfato
inorganico (P)) liberado durante a hidrélise enzimatica de ATP ou PP;. A reacao foi
iniciada com a adicéo das vesiculas ao meio de reag¢ao e interrompida pela adi¢ao
de acido tricloroacético (TCA) numa concentragéo final de 5%.

A leitura das amostras foi realizada em espectrofotémetro (SHIMADZU UV-
120) no comprimento de onda de 750 nm. A constituicdo e concentragao final dos
reagentes no meio de reagdo para atividade ATPasica e PPasica foram as
seguintes: 50 mM Tris-HCI pH 6,5, 3 mM MgCl,, 100 mM KCI, 1 mM ATP ou 0,1
mM de PPi e 0,06 mg.mL™" de proteina.

A hidrélise de ATP da H*-ATPase tipo P foi representada como atividade
sensivel, ao inibidor especifico, ou seja: atividade total subtraida da atividade

inibida por 0,2 mM de ortovanadato de sodio.

Determinac&o do gradiente de prétons das H'-ATPases e da H'-PPase

Para a determinagao do gradiente de protons, foi monitorado o decréscimo
da fluorescéncia da sonda ACMA (9-amino-6-cloro-2-metoxiacridina), excitada
com um feixe de A= 415 nm e a emissao captada a A= 485 nm, em fluorimetro
HITACHI F 4500. O meio de reagéo utilizado foi composto de 20 mM Tris-HCI (pH
6,5 para plasmalema e 7,0 para tonoplasto), 50 mM KCI, 3 mM MgSOQOs4, 0,25 M
Sacarose, 1,3 uM ACMA e 0,06 mg mL™ de proteina. A base do grupamento
amina tem a sua capacidade de movimento transmembranar limitada. Portanto,
esta sonda distribui-se através da membrana, em fung¢ao da diferenga de pH entre
o interior e o exterior das vesiculas. Para dissipar o gradiente formado foi
adicionado 13mM de NH4CI. Essa dissipagao ocorre devido a capacidade de a

amonia atravessar livremente a membrana, passando para a forma NHs", a qual
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se liga aos proétons localizados no interior das vesiculas, transportando-os para o
exterior.

A partir dos graficos obtidos no fluorimetro foram determinados os
parametros definidos com o auxilio de um esquadro e respeitando a escala dada
pelo espectrofluorimetro em relagao a fluorescéncia e ao tempo. Os calculos da
velocidade inicial de formacao do ApH (Vo) e da variagao da fluorescéncia maxima

(AFmax.) foram realizados a partir das equacoes, respectivamente:

Vo =[Fo/ (Fmax * T)] * 100 (eq. 1)
Onde:
Fo = fluorescéncia dependente de Vo, em um tempo T qualquer,

determinada pela extrapolagdo de uma reta tangente a maior inclinagao inicial da
curva para o eixo do tempo;
Fmax = fluorescéncia maxima;

T = tempo de reagdao em minutos.

AFméX = Feq / Fméx * 100 (eq. 2)

Onde:
Feq = fluorescéncia de equilibrio, determinada como fluorescéncia que
reflete o equilibrio entre o influxo e o efluxo de H' nas vesiculas, sendo

determinada pela equacéo 3:

Feq = Fmé_x - FF (eq' 3)

Onde:
Fmax = fluorescéncia maxima;

Fe = fluorescéncia final.

Determinagéo de proteinas
A concentragao de proteinas foi determinada em espectrofotometria a 595
nm (espectrofotdmetro SHIMADZU UV — 120) - como descrito por Bradford (1976)

- utilizando BSA como proteina padréao.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise visual podemos observar que na aparéncia externa os frutos
nao se diferem, e na aparéncia interna os frutos gelificados continham maior
quantidade de agua e o aspecto gelatinoso caracteristico do disturbio da

gelificagao.

Gelificado Gelificado

o N

Figura 1 - Foto de frutos controle e gelificados. A: aspecto externo; B: aspecto interno.

A observagao ultraestrutural do fruto gelificado sugere, o preenchimento
dos espacgos intercelulares com grande volume de agua, resultando em um
encharcamento do tecido mesocarpico (Oliveira et al., 2002). Estes dados
preliminares foram aqui confirmados na observagéo microscopica da superficie de
cortes e mostraram que no tecido da polpa ha células intactas com espaco
intercelulares normais no mamao controle. No tecido da polpa gelificada foram
observadas células plasmolisadas e com maiores espagamentos entre as
mesmas (Figura 2). Observagdes feitas por Campos et al. (2003), através de
microscopia eletrbnica de transmissao, revelaram que tecidos dos frutos
gelificados ndo apresentam degeneracéo da parede celular, contudo sugere uma
menor rigidez dessa parede nos frutos que apresentam o estado gelificado,
resultando em uma desestruturagao da parede celular. Estudos realizados para a

compreensao das alteragdes anatdomicas em frutos indicam que as anomalias
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encontradas sao causadas pela diminuigdo do conteudo de calcio na estruturagao
da lamela média como descrito por Natale et al. (2005). Em frutos de goiaba que
nao receberam tratamento de calcio foi relatado a perda de estrutura e
desorganizagcao da lamela média. Glenn e Poovaiah (1990) avaliaram por
microscopia eletrénica de transmissao, as alteracdes da parede celular de magas,
submetidas a aplicacdo de calcio, em comparagcdo as que nao receberam a
aplicagao. Os autores observaram a desestruturagdo da lamela média em frutos
que nao receberam o tratamento com calcio e indicaram extensa degradacéo, e
os frutos que receberam calcio foi observado que a lamela média permaneceu
escura, o que indica a presenga de material intercelular. Evangelista et al. (2002)
avaliaram mangas pulverizadas na pré-colheita com cloreto de calcio e
observaram que os frutos controle da mangueira apresentavam desestruturagéo
da parede celular e dissolugao da lamela média. Oliveira et al. (2002) observaram
que nao houve diferenca significativa na concentragdo de calcio nos frutos
controle e gelificados. Contudo, em meldes no disturbio chamado “water-soaked”
foi observado em microscopia eletrénica de varredura, por analise de raio X, que
ha uma maior concentracdo de calcio na parede celular, mas uma menor
concentracao nos espacos intercelulares (Chatenet et al., 2000), o que poderia
causar uma descompactagdo da lamela média causando a desorganizagéo
celular do mesocarpo dos frutos.

A importancia do calcio na estabilidade da estrutura da lamela média é
fundamental e outro aspecto de importancia desse nutriente é na estabilidade da
membrana. E que seu baixo conteitdo em érgdos de reserva induz a alta
permeabilidade da membrana e permite a difusao de solutos desses tecidos. Essa
maior permeabilidade da membrana poderia estar ocasionando a perda de
solutos das células do tecido gelificado resultando no aspecto plasmolisado das

células.
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Figura 2 - Microscopia Optica de cortes de mesocarpo de frutos de mamao. A fruto
sadio. B fruto gelificado mostrando células plasmolizadas com maior espagamento

intercelular (seta), barra= 100um.

O estado fisico dos frutos gelificados pode ser confundido com um
processo de amadurecimento. O processo de amadurecimento resulta no
afrouxamento do tecido mesocarpico (Chitarra e Chitarra, 2005), mas como as
células se apresentam plasmolizadas esta hipotese foi descartada. A analise de
firmeza realizada em frutos controle e gelificados mostraram que nao ha diferenga
significativa entre os frutos (figura 3). Os frutos apresentaram valores baixos de
firmeza, indicando que os frutos controle e gelificados estavam em estadio
avancado de maturacdo. A relacdo firmeza da polpa de frutos com disturbio
fisiologico semelhante a gelificagdo é controversa, em maga alguns autores
descrevem uma maior rigidez da polpa (Palagge et al., 1935; Gourley e Howlett
1949) e outros sugerem que ocorre um declinio da firmeza em macgas com

“‘watercore” (Carne, 1948).
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Sadio Gelificado

Firmeza (N)

Figura 3 - Avaliagdo da firmeza da polpa dos frutos sadios e gelificados. Teste de

analise de variancia nao significativo.

O resultado obtido nas analises do teor de sodlidos soluveis totais da polpa
dos frutos mostrou que os frutos gelificados apresentaram menores teores se SST
se comparados com os frutos controle (figura 4). Nos resultados de Chen e Paull
(2000) ,em frutos de abacaxi acometidos com disturbio fisiolégico da polpa
translucida, ha um aumento no nivel de solutos no apoplasto que promoveria um
aumento do movimento de agua para o mesmo, resultando em uma diluicdo da
solucado do apoplasto em frutos doentes. Esta diluicdo da solucdo levaria a uma

diminui¢cdo do teor de SST de frutos com disturbio fisioloégico semelhante.

-
N
1

104

Solidos Soluveis Totais ( °Brix)

Sadio Gelificado

Figura 4 - Avaliagao do teor de sélidos soluveis totais da polpa dos frutos sadios
e gelificados. A significancia entre as médias foi determinada por teste de analise

de variéncia seguida pelo teste Tukey 0,1%.
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Em relacdo a acidez total titulavel foi observado que nao houve diferenca
significativa entre os frutos controle e com gelificacdo (Figura 5). Os valores
médios observados variaram de 0,044% a 0,041% de acido citrico. Estes valores
de ATT mostraram que o teor de acido citrico nao é influenciado pelo disturbio da
gelificacdo e que os frutos estavam em estadios de maturacdo proximos.
Rodrigues et al. (2004) relataram que no fruto gelificado sdo produzidos acido
latico, acido acético e etanol, indicando que a gelificagdo esta associada a um
processo de fermentacdo precoce. Em macas também foi observado um sabor
“fermentado” nos frutos com “watercore”, e o tecido desses frutos consomem
menos oxigénio levando a respiragdo anaerdbica e consequentemente a

fermentacgao (Carrick, 1929).
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Figura 5 - Avaliacdo da acidez total titulavel da polpa dos frutos sadios e

gelificados. Teste de analise de variancia nao significativo.

Este processo de fermentagdo precoce poderia estar causando uma
oxidagao do acido ascérbico nas amostras de fruto gelificado. Nas concentragdes
de acido ascorbico da polpa foi observada uma diminuicdo proeminente da
concentragdo desse acido nos frutos gelificados (figura 6). A concentragao de
acido ascorbico varia de acordo com as condi¢gdes de crescimento, maturagao e

tratamento pos-colheita, portanto alteragdes fisiolégicas podem alterar o teor de
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acido ascorbico de frutos. A oxidacao anaerdbica ocorre em menor escala, esta é
independente de pH, mas pode ser acelerada na faixa de pH de 3,0 e 4,0, o que
nao ocorreu neste experimento, pois as médias obtidas de pH nos frutos foram de
5,5 e nado foi observada diferenga significativa nos frutos controle e gelificados.
Constantemente também pode ocorrer a oxidacdo aerébica do acido ascérbico
que é dependente do pH, e em meio alcalino a oxidacdo é acelerada (Araujo,
1999).
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Figura 6 - Avaliacado do teor de acido ascérbico nos frutos sadios e gelificados. A
significancia entre as médias foi determinada por teste de analise de variancia

seguida do teste Tukey 0,1%.

Quando da avaliagdo da atividade ATPasica da plasmalema foi observado
uma diminuicdo da atividade hidrolitica das vesiculas extraidas da polpa de
mamao gelificado em relagdo as vesiculas da polpa controle (Figura 7). Isso
demonstra uma diminuigdo na disponibilizacédo de energia para o transporte de
ions e outros solutos, por exemplo a sacarose, para o citoplasma (Morsomme e
Boutry, 2000). Isto poderia explicar em parte, a menor concentragdo de K
(Oliveira et al., 2002) e solidos soluveis totais (Oliveira et al., 2003) observados no

tecido da polpa dos frutos com o disturbio da gelificagdo. Todavia, nao foi
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verificado um decréscimo semelhante no transporte de H® acoplado a esta
hidrolise de ATP.
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Figura 7 - Atividade ATPasica em plasmalema. O ensaio foi realizado em meio de
reagao contendo Tris-HCI 50 mM pH 7.0, MgSO4 2 mM, KCI 50 mM, ATP 1 Mm,

com e sem 0,2 mM VOq,

Na analise da funcionalidade das bombas presentes nas membranas
vacuolares, a atividade ATPasica e PPasicas mostrou uma tendéncia de aumento
na hidrolise dos substratos (ATP e PPi) no extrato da polpa dos frutos com
gelificagdo, em relagdo ao controle (Figuras 8 A e B). De acordo com esses
dados, possivelmente no tecido gelificado poderia estar havendo uma maior
atividade transportadora de ions para dentro do vacuolo, resultando na maior
demanda de energia (gradiente eletroquimico de H"), fornecida, nesse caso, pela
hidrolise de ATP e PPi (Taiz e Zeiger, 1998). Entretanto, contrariando esta
possibilidade os dados obtidos com a analise do gradiente de H" mostraram que o
tecido da polpa dos frutos com gelificagdo apresentaram um menor gradiente de
prétons, dependente de ATP, no tonoplasto (Tabelas 1 e 2). Porém, no gradiente

de protons formado pela H*-PPase do tonoplasto ndo foi observada diferenca
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significativa entre a atividade das enzimas (formacao de gradiente de prétons)

extraidas da polpa de frutos controle e aqueles gelificados (Tabela 3).
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Figura 8 - (A) Atividade ATPasica em tonoplasto. (B) Atividade PPasica em
tonoplasto. O ensaio foi realizado em meio de reagéao contendo Tris-HCI 50 mM
pH 7.0, MgSO4 2 mM, KCI 50 mM, ATP 1 mM e PPi 1mM.

Tabela 1: Velocidade inicial e fluorescéncia maxima do gradiente de H*
dependente de ATP e PPi em vesiculas da plasmalema e tonoplasto de frutos
controle e gelificados. Os dados sao apresentados com uma média de 3
repeticoes.

Controle Gelificado
Vo F Max Vo F Max
H™-ATPase tipo P 21.7% + 2,198 25,9+ 0,144 21,2% + 1,563 21,6% + 1,962
H™-ATPasetipoV  36,1%+4,45 456%+5,05 18% +1,25 19,3% + 3,4
*H*-PPase 4,7% 5,5% 6,5% 4,7%

* Dados obtidos com uma observacao.

Os resultados mostraram uma tendéncia bastante clara de recuperagao da
fluorescéncia (do gradiente de H* dependente de ATP), apds cerca de 200
segundos de reagéo, indicando, assim, um efluxo de H* no tonoplasto do tecido
dos frutos gelificados (Figura 9). Essa diminuigdo do gradiente formado através do
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tonoplasto, nos frutos gelificados podem ser relacionados ao efluxo de prétons do
vacuolo, sinalizando um possivel aumento na permeabilidade do tonoplasto, que
levaria a um aumento da hidrolise de substratos (ATP e PPi) como forma de
recuperar o gradiente de prétons deficiente. Com base nesses resultados pode-se
inferir a respeito de uma possivel diminuicdo na eficiéncia do tonoplasto em
manter a pressdo de turgor na célula, nos tecidos gelificados. Estes dados
corroboram com as caracteristicas anatdbmicas do fruto de mamao gelificado, que
apresenta células plasmolizadas, além do aumento no volume de liquido no
apoplasto.

Com relagao a integridade da plasmalema no tecido da polpa gelificada, os
dados mostram uma possivel diminuicio em sua capacidade de
compartimentalizacdo sinalizada através de um efeito inibitério sobre a H’-
ATPase mostrado pelas redugdes na hidrélise de ATP (Figura 7). Todavia nao foi
observado uma diminuicdo no gradiente de H*, o que mantém o aumento da
permeabilidade da membrana vacuolar @ H* como principal fator associado a este

disturbio.

100 200 300 400 500 ' 100 200 300 400 500

Figura 9: Gradiente de H" dependente de ATP em vesiculas de tonoplasto de
frutos controle (A) e gelificados (B). Gradiente de prétons das células dos frutos
gelificados mostrando efluxo de prétons (seta). A atividade foi determinada pela
variagdo de pH (ApH) através do decaimento fluorescéncia na presenca de
ACMA (9-amino-6-cloro-2-metoxiacridina). O gradiente foi desfeito com NH4CI.

F= fluorescéncia.
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RESUMO E CONCLUSOES

As causas do disturbio sédo relacionadas a perda da pressédo de turgor
fornecida pelo vacuolo. A atividade das bombas H® mostrou que ha uma
deficiéncia energética no tonoplasto que possivelmente é um dos fatores mais
importantes para a perda da pressao de turgor celular, resultando em um aspecto
plasmolisado da célula do mesorcarpo e a aparéncia de geléia dos frutos

gelificados.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Este trabalho fornece estimativas sobre a participacdo das bombas do
sistema primario de transporte de prétons extraida da polpa de frutos de maméao.

Os resultados sugerem uma estreita relagdo entre a atividade da enzima H'-
ATPase tipo P com a emissdo do etileno, sendo observado uma queda na
atividade dessa apds o pico de emissdo do etileno. Esses dados sugerem que
esteja havendo um decréscimo na demanda energética no mesocarpo, nos
estadios finais da maturagcdo do fruto, paralelamente com o decréscimo da
firmeza e da acidez total titulavel.

No estudo sobre o disturbio fisiolégico da gelificagdo os resultados
mostraram uma diminui¢do na atividade H*-ATPase tipo P e no gradiente de H”
do tonoplasto, que resultaram na perda da capacidade das células do mesocarpo
em manter a pressao de turgor. O disturbio causa uma diminui¢gdo dos teores de

sélidos soluveis totais e de vitamina C na polpa do fruto.
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APENDICE



Quadro 1: Histérico mensal climatico da regido de Linhares — ES, latitude 19° 24’ S, longitude 40° 04’ O e altitude de 28m
no ano de 2004.

Estacéo : LINHARES Estado : Espirito Santo Periodo: 2004
LAT : 19924’ LONG ; 40°04' W.Grw. ALT :28 m
TEMPERATURA DO AR (C9) PRECIPITACAO
Meses Méxima Absoluta |[Minima Absoluta Méxima em 24 h Insolacéo
Presséo Média das|Média das| Graus Data | Graus | Data Média Umidade |Nebulosidade| Altura | Altura | Data |Evaporagéo total Dias
Atimosférica (mb)| maximas| minimas compensadalrelativa (%) 0-10 total (mm)| (mm) total (mm) |(horas e décimos)|de chuva

JAN 29,7 22,5 33,4 01 19,2 20 25,4 85 8 282,3 63,3 31 95,8 112,2 22
FEV 1.010,4 30,8 22,4 35,6 29 19,6 09 25,8 83 6 126,2 22,4 27 85,0 153,2 19
MAR 1.010,9 30,0 21,8 33,0 11 18,6 25 25,2 84 7 298,3 117,8 03 82,6 151,6 22
ABR 1.0124 29,3 21,3 32,4 25 17,2 29 24,6 86 6 305,8 90,6 11 63,0 164,4 19
MAI 1.014,1 28,4 20,0 31,8 14 17,2 31 23,3 83 6 52,7 33,3 21 81,0 158,4 9
JUN 1.017,8 27,1 17,6 30,0 02 15,0 06 215 85 5 90,1 35,0 05 65,8 171,9 10
JUL 1.017,2 25,9 17,5 29,6 09 11,8 25 20,8 85 6 99,0 26,6 02 79,5 161,6 14
AGO 1.017,5 27,3 17,8 30,6 28 14,2 12 21,4 81 4 17,9 7,1 15 102,8 2429
SET 1.016,7 28,8 17,9 31,6 29 13,4 07 22,7 75 4 9,9 8,2 21 127,2 180,0
ouT 1.014,0 29,3 20,2 33,4 19 15,6 08 23,8 78 6 106,1 71,3 27 132,5 116,0 16
NOV 1.012,5 29,2 21,4 33,6 12 18,8 22 24,8 79 7 115,7 64,6 30 120,0 137,2 11
DEZ 1.011,0 30,7 22,7 34,8 09 19,8 02 25,8 83 7 239,5 93,0 13 99,4 173,6 14
ANO 1.013,6 28,9 20,3 35,6 29/02 | 11,8 25/07 23,8 82 6 17435 | 117,8 | 03/03 1134,6 1923,0 170




