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RESUMO

Oliveira, M. G.; M. Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. Maio de 2012. Armazenamento de frutos de mamoeiro: investigagao
da participacdo da oxidase alternativa e da proteina desacopladora na
respiracdo em mitocOndrias isoladas da polpa do fruto. Orientador: Prof.

Jurandi Gongalves de Oliveira.

O presente trabalho tem como objetivo verificar mudangas no metabolismo
mitocondrial, principalmente a atividade da oxidase alternativa e a proteina
desacopladora de mitocdndrias durante o amadurecimento pés-colheita de frutos
de mamdo ‘Golden’ armazenados & temperatura de 25°C e verificar se o
armazenamento desses frutos sob baixa temperatura (12°C) pode estimular a
atividade dessas vias desacopladoras, promovendo uma aceleragdo do processo
respiratorio apés o retorno a temperatura ambiente, contribuindo, dessa forma,
para a reducdo na vida util destes frutos. A evolugdo do amadurecimento do
mamao foi acompanhada pela analise dos parametros de cor L', a*, b* e angulo
hue, firmeza da polpa e teor de sélidos soluveis (SS). Em cada periodo de
amostragem também foi avaliada a atividade respiratéria em mitocondrias
isoladas da polpa do maméo. Os resultados mostraram que ocorreu um aumento
na atividade das proteinas AOX e UCP em mitocdndrias isoladas, com aceleracao

da atividade respiratéria durante a evolucdo no amadurecimento dos frutos de
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mamao armazenados a 25 °C. Isso indica que estes sistemas de dissipagcao de
energia devem apresentar importante fungdo durante o processo de
amadurecimento dos frutos de maméao. A maior participacdo da AOX ocorreu no
final do amadurecimento, em estreita relagdo com o0 aumento da taxa respiratéria,
enquanto a atividade da UCP foi maior aos cinco dias de armazenamento dos
frutos, indicando maior proximidade com o padréo de resposta verificado para a
emissao de etileno. Para os frutos armazenados sob refrigeragdo, de modo geral,
ndo foi observado um pico na produgdo de etileno e de CO; nos frutos
previamente refrigerados. Os resultados mostraram a participacdo da via
resistente ao cianeto e a proteina desacopladora mitocondrial no aumento da
atividade respiratoria do fruto, sendo variavel com o tempo de exposicdo a
refrigeragcdo. Os resultados indicam que a maior participacdo da AOX e UCP
ocorreu apoés 20 dias de refrigeracdo, em estreita relacdo com o aumento da taxa
respiratoria nos frutos intactos, ao contrario da emisséo de etileno que apresentou
tendéncia de queda em igual periodo de armazenamento. Dessa maneira é
possivel afirmar que longos periodos de refrigeracdo podem afetar a taxa
respiratoria na medida em que promovem um estimulo da respiracdo no periodo

de prateleira, afetando diretamente o produto na fase final de comercializag&o.
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ABSTRACT

Oliveira, M. G.; M. Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. Maio, 2012. Storage of papaya fruit: investigation of the involvement
of alternative oxidase and protein uncoupling respiration in mitochondria

isolated from the fruit pulp. Advisor: Prof. Jurandi Gongalves de Oliveira.

The present study aims to determine changes in mitochondrial metabolism,
especially the activity of alternative oxidase and uncoupling protein in mitochondria
during postharvest ripening of papaya 'Golden’ stored at 25 °C and verify that the
storage of fruits under low temperature (12 °C) can stimulate the activity of
alternative routes, promoting an acceleration of the breathing process after
returning to room temperature, thus contributing to the reduction in the useful life
of these fruits. The evolution of the ripening of papaya was accompanied by
analysis of color parameters L, a *, b * and hue angle, fruit firmness and soluble
solids (SS). In each sampling period was also assessed respiratory activity in
mitochondria isolatedpulp of the fruit of the papaya. The results showed that an
increase in the activity of proteins AOX and UCP in isolated mitochondria, with
acceleration of respiratory activity during evolution in ripening of papaya fruit
stored at 25 ° C. This indicates that these systems of energy dissipation must have

an important role during the ripening of papaya. The increased participation of
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AOX occurred at the end of ripening, in close relation with increased respiratory
rate, while the activity was higher at UCP five days storage of fruits, indicating a
greater proximity to the response pattern observed for the emission of ethylene.
For the fruits stored under refrigeration, in general, there was one peak of CO2
and ethylene production in fruit previously chilled. The results show the
involvement of the track resistant cyanide and uncoupling protein to increase the
mitochondrial respiratory activity of the fruit being variable with time of exposure to
cooling. The results indicate that the greater participation of AOX and UCP
occurred after 20 days of refrigeration, in close relation with the increase in
respiratory rate in intact fruit, unlike the emission of ethylene tended to fall in the
same period of storage. Thus we can say that long periods of cooling can affect
the respiratory rate as an incentive to promote breathing during shelf, directly

affecting the product in the final stages of commercialization.



1. INTRODUCAO

Originario da América tropical, 0 mamoeiro (Carica papaya L.) é cultivado
em vérias regides do mundo, sendo atualmente um dos maiores produtores o
Brasil, responsével por 25,23% da produgdo mundial (IBRAF, 2012).

O maméo é um fruto que, quando maduro, apresenta polpa macia, rica em
acucares soluveis e sabor agradavel. Consumido em grande parte do mundo e
altamente valorizado por seu potencial nutracéutico, € muito procurado pelos
mercados interno e externo (Saloméo et al., 2007).

Entretanto, por apresentar um padréo de respiracao do tipo climatérico, os
frutos de mamoeiro sdo bastante pereciveis, o que pode ser um fator limitante
dificultando a sua exportac@o. Segundo Saloméao et al. (2007), a natureza fragil do
mamao o torna altamente susceptivel a injdrias e moléstias, devido a sua fina
casca.

Dada essa alta perecibilidade, o controle do amadurecimento é
fundamental para o aumento na vida util apos a colheita, visando o mercado
interno e a exportagdo de frutas. Dessa forma, estudos tém sido feitos para
ampliar o conhecimento dos processos bioquimicos envolvidos no
desenvolvimento de frutos com o objetivo de elucidar fatores passiveis de
manipulagéo, controle ou interferéncia, possibilitando modificagdes que permitam

estender a vida Util destes frutos.



A manutencdo da qualidade dos frutos de mamoeiro, principalmente
durante um periodo mais prolongado, depende de uma interagdo entre as
condicdes envolvidas no armazenamento. As principais condicdes que
influenciam na qualidade dos frutos sdo a temperatura, a umidade relativa e o
periodo de armazenamento.

Neste contexto, 0 uso de baixas temperaturas durante o armazenamento
faz com que os frutos tenham uma vida pés-colheita mais longa. Isto permite a
exportacdo dos frutos por meios de transporte mais demorados, cujo frete € de
menor custo, possibilitando, assim, sua competicdo no mercado internacional com
outros exportadores e com as demais frutas existentes na época (Sampaio,
1993).

A manutencdo do fruto de maméo sob baixa temperatura aumenta sua
vida-util apenas enquanto o0 mesmo esta sob baixa temperatura. Porém, apos a
saida deste fruto da condicdo de resfriamento, o que se observa é uma
aceleracdo do processo de amadurecimento, perdendo rapidamente a
pigmentacao verde da casca e a consisténcia da polpa (An e Paull, 1990; Souza
et al., 2009). Tais transformacgdes fazem com que o fruto perca, em pouco tempo,
a qualidade para o consumo, além de dificultar a sua comercializagdo, uma vez
que se tornam mais susceptiveis a danos mecénicos quando manipulados (Paull
et al., 1997).

Diversos estudos na literatura envolvendo outras espécies vegetais, tém
demonstrado que a baixa temperatura pode alterar o metabolismo respiratério
pela dissipagédo do gradiente eletroquimico de protons e que estes efeitos estdo
relacionados a operacdo de “rotas alternativas” como a respiracdo resistente ao
cianeto e a atuacdo da proteina desacopladora (Duque e Arrabaca, 1999;
Gonzalez-Meler et al., 1999; Calegario et al., 2003; Pinheiro et al., 2004).

As informagdes obtidas a cerca do funcionamento das rotas alternativas em
mitocdndrias de maméo poderdo ajudar em um possivel ajustamento de um
protocolo de manejo em pés-colheita (temperatura ideal e tempo de exposicao) de
frutos de mamoeiro, visando o prolongamento da vida-util dos frutos.

Este trabalho tem como objetivo verificar as mudangas no metabolismo
mitocondrial, principalmente a atividade da alternativa oxidase e da proteina
desacopladora de mitocondria, durante o amadurecimento pos-colheita de frutos

de mamao ‘Golden’ armazenados a temperatura de 25°C. Além disso, o trabalho



ird verificar se 0 armazenamento dos frutos de mamao sob baixa temperatura
(12°C) pode estimular a atividade das rotas alternativas da respiracdo em
mitocOndrias isoladas da polpa do fruto de maméo, promovendo uma aceleragao
do processo respiratério apds o retorno a temperatura ambiente, contribuindo,

dessa forma, para a reducéo na vida util destes frutos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Importancia econdmica do mamoeiro

O Brasil € o segundo maior produtor mundial de maméao, com producéo de
1,9 milhdes de toneladas no ano de 2010, atras apenas da india. O Brasil também
€ 0 segundo maior exportador mundial de mamé&o in natura depois do México,
segundo dados da Organizagcdo das Nagbes Unidas para a Alimentagdo e a
Agricultura (FAOSTAT, 2012). Quanto a producdo nacional, os principais
produtores sdo os Estados da Bahia (902 mil toneladas), o Espirito Santo (630 mil
toneladas), o Rio Grande do Norte (106 mil toneladas) e o Ceara (100 mil
toneladas), de acordo com dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE, 2012).

O volume de maméo exportado por produtores da Bahia cresceu sete
vezes em dez anos, atingindo a marca recorde de 7,6 mil toneladas vendidas para
outros paises em 2010. Principal produtor de maméo do Brasil, a Bahia tem no
Extremo-Sul e o Oeste do estado as principais areas de cultivo. No ano passado,
o destaque da produgéo foi para o municipio de Luis Eduardo Magalhédes, que,
com apenas trés fazendas, foi responsével por mais da metade das exportacdes

de maméao do estado com cerca de 4,6 mil toneladas (IBGE 2012).



Apesar de o estado da Bahia ser responsavel pela maior produ¢éo nacional
do maméo, é no estado do Espirito Santo que se observa o principal polo
exportador de mamao do pais, de acordo com dados do Instituto Brasileiro de
Frutas (IBRAF, 2012). O estado abriga as maiores produtoras e exportadoras de
mamao, que ha mais de 10 anos exportam tanto para os Estados Unidos, quanto
para a Europa (Ruggiero et al., 2003; Prates, 2005), respondendo por 50% do
total de exportacéo nacional.

No Espirito Santo os principais municipios produtores sdo Linhares e
Pinheiros, que apresentam um elevado nivel em infraestrutura comercial e
qualidade do produto. Nestas regides predomina a produgcdo de mamao do grupo
Solo em Linhares e do grupo Formosa em Pinheiros (Martins, 2003).

A manutencdo desse nivel de comercializagdo, bem como a conquista de
novos mercados depende da capacidade dos exportadores brasileiros em se
adequar aos crescentes custos do transporte aéreo, como também a extensdo do

tempo de vida-util dos frutos para o transporte maritimo (Assis, 2005).

2.2. Metabolismo do mamao

2.2.1 Padréo Respiratério

A respiragdo tem como fungdo principal o fornecimento de energia
prontamente disponivel (adenosina trifosfato) para as atividades celulares, além,
da sua fundamental participacdo no fornecimento de intermediérios (estruturas
carbbnicas) de vérias rotas biossintéticas (p. ex. sintese de aminoé&cidos, de
acucares, de componentes de parede celular, etc.) (Chitarra e Chitarra, 2005).

Apos a colheita do fruto, a respiracdo e a transpiracdo séo 0s principais
processos fisiolégicos responséveis pela perda de qualidade do produto. Toda
acdo que vise prolongar a vida-util dos frutos ap6s a colheita deve atentar para o
controle destes dois processos (Paull et al., 1997). O controle da transpiracao é
feito por meio do resfriamento do fruto (redugéo do calor latente) ou aumentando-
se a umidade relativa da atmosfera que envolve o fruto (Ferguson et al., 1999).

A respiracdo resulta em modificacdes profundas no perfil de diversos
compostos organicos (proteinas, carboidratos, acidos organicos, volateis, etc.) de

um fruto. Algumas destas modificagbes podem ser interessantes, enquanto que



outras podem ser altamente indesejaveis sob o ponto de vista da qualidade do
produto para o consumidor (Sams, 1999). Em condigbes ndo controladas, estas
mudancas podem levar rapidamente & perda de firmeza da polpa, ao aumento no
contetdo de liquido extracelular e a0 aumento na acidez da polpa dentre outros.
Tais altera¢des tornam o fruto mais susceptivel ao ataque de micro-organismos e
a perda de umidade, levando & senescéncia deste 6rgédo (Ali e Lazan, 1998). A
respiracdo, portanto, é um indice de atividade fisiolégica e potencial de
armazenamento de um fruto (Chitarra e Chitarra, 2005).

Para a conservacdo dos frutos € desejavel a reducdo na atividade
respiratoria, porém nunca a repressdo total, pois as consequéncias do
metabolismo anaerdbico frequentemente resultam na perda de qualidade dos
frutos.

Segundo Maia et al. (2009), cada espécie possui taxa respiratoria propria e
mesmo dentro da mesma espécie, esta atividade pode variar entre as cultivares.
Fatores tais como a relacdo entre a area superficial e o volume, aumento da
temperatura, aumento da concentracdo de oxigénio, acumulo de etileno e danos
mecanicos, também influenciam a atividade respiratéria dos frutos. Este padrao
de amadurecimento caracteriza o0 mamao como bastante perecivel em pos-
colheita (Paull, 1993).

Os frutos de um modo geral podem ser classificados como climatérico ou
ndo climatérico de acordo com a auséncia ou presenca da producédo autocatalitica
do etileno durante a maturacéo (Chaves e Melo-Faria, 2006). Frutos climatéricos
como tomate, abacate, banana e manga sdo caracterizados pelo acentuado
incremento da produgdo de etileno e atividade respiratéria durante o
amadurecimento. Por outro lado os frutos ndo climatéricos como morango, uvas e
os citrus, ndo apresentam grandes mudancas no padrdo respiratério durante o
amadurecimento.

O maméo é considerado um fruto climatérico, pois apresenta em
determinada etapa de seu ciclo vital, um aumento rapido e acentuado na atividade
respiratoria e producdo de etileno, com amadurecimento imediato, podendo
amadurecer na planta ou fora dela se colhidos fisiologicamente maduros (Chitarra
e Chitarra, 2005; Bapat et al., 2010).



2.2.2 Fisiologia do amadurecimento

Durante o desenvolvimento, os frutos passam, de modo geral, por quatro
diferentes estadios fisiolégicos que se iniciam apos a fertilizacdo: 1) o
crescimento, marcado por sucessivas divisoes celulares e alargamento celular,
seguido pela 2) maturacéo, caracterizada por mudancas bioguimicas e estruturais
dos frutos; 3) o amadurecimento, processo irreversivel marcado por mudangas
fisicas e quimicas que afetam a qualidade sensorial do fruto e, finalmente; 4) a
senescéncia, processo que ocorre apoés a maturidade fisioldgica e que, por ser
predominantemente marcado por processos degradativos, resulta na morte dos
tecidos (Balbino e Costa, 2003; Chitarra e Chitarrra, 2005).

O tempo de desenvolvimento do mamao é variavel em fungédo do periodo
do ano em que esses se desenvolvem devido as mudancgas de fatores como
temperatura, principalmente, e umidade relativa do ar. Em geral, o tempo entre a
antese e a colheita pode variar cerca de 120 dias - para frutos que se
desenvolvem no periodo mais quente do ano - até aproximadamente 180 dias -
nos frutos desenvolvidos no periodo de temperaturas mais baixas (Berilli et al.,
2007).

O amadurecimento € a fase mais estudada na pés-colheita de frutos,
principalmente por ser nessa fase que as mudangas na cCOmposi¢ao ocorrem com
maior intensidade. De acordo com Bron (2006), o amadurecimento é a fase que
ocorre no final da matuacgéo e inicio da senescéncia, composta por processos que
determinam as caracteristicas de qualidade, evidenciadas por mudancas na
composicdo da polpa, principalmente, dada por varias transformacdes
bioquimicas. Entre essas transforma¢fes destacam-se a mudanca na coloracao,
devido a degradacgdo das clorofilas e a sintese dos carotenoides (Jain et al.,
2003), alteragdo do metabolismo dos carboidratos, amolecimento da polpa,
modificacdo na textura e sintese de volateis (Jain et al.,, 2003; Fonseca et al.,
2007; Cara e Giovannoni, 2008; Bouzayen et al., 2009).

O amadurecimento do maméao é caracterizado por mudancas em seus
constituintes, como o0 aumento no teor de acidos organicos e vitamina C (Draetta
et al., 1975; Roberts et al., 2008), degradagdo da clorofila e sintese de
carotenoides (Birth et al., 1984; Yamanishi et al., 2005) e degradacéo da pectina
levando & perda da firmeza (Lazan et al., 1989; Jacomino et al., 2003; Lopes et
al., 2005; Shiga et al., 2009).



As mudancas de textura sdo atribuidas a atividade das enzimas que
degradam a parede celular e ndo a degradacdo de amido, uma vez que ja foi
constatado que o fruto de maméo apresenta apenas tragos deste constituinte
durante seu desenvolvimento (Chan Jr. et al.,, 1979; Gomez et al., 1999). A
pectinametilesterase (PME; EC 3.1.1.11) e a poligalacturonase (PG; EC 3.2.1.67)
sdo algumas das enzimas que participam do processo de amaciamento da polpa
do maméao (Lazan et. al., 1995).

A enzima poligalacturonase tem maior afinidade pelo substrato linear,
desmetilado, resultante da acdo da pectinametilesterase. Portanto, a atividade da
pectinametilesterase, responsavel pela desmetilacdo do poliuronidio, deve
preceder a atividade da poligalacturonase (Paull et al., 1999). Manrique e Lajolo
(2004) sugerem que a pectinametilesterase participa diretamente dos primeiros
passos do processo de amolecimento dos frutos, desesterificando o polimero de
acido galacturdnico (pectina), enquanto que a poligalacturonase catalisa a
hidrolise das ligacdes a-1,4 entre os residuos de acido galacturénico no interior da
cadeia da pectina. D’lnnocenzo (1996) quantificou as atividades da
poligalacturonase e da pectinametilesterase em varios estadios de
desenvolvimento dos frutos de mamé&o e concluiu que o amolecimento ocorria
quando a atividade da pectinametilesterase era minima e a da poligalacturonase
era maxima.

Dada a alta perecibilidade do maméao, o controle do amadurecimento do
fruto é fundamental para o aumento da sua vida-atil pdés-colheita, visando os
mercados interno e externo. Os principais fatores que depreciam a qualidade
pés—colheita do maméo sdo o rapido amolecimento e a elevada incidéncia de

podriddes (Lazan et al., 1995; Jacomino et al., 2002).

2.2.3 Producéo de etileno

O amadurecimento do maméao esta sensivelmente ligado a produgéo de
etileno (Fabi et al., 2007). O etileno (C,Hs) € um horménio gasoso vegetal que
participa efetivamente da modulagdo dos processos que ocorrem durante o
amadurecimento dos frutos climatéricos, resultando na reducéo do periodo de
armazenamento desses frutos (Kays, 1994; Paull et al., 1997).

Estudos enfocando a acgdo do etileno apontam que ndo é somente a



presenca do mesmo que desencadeia as respostas nos vegetais, mas também a
sensibilidade dos tecidos ao horménio, o que estaria diretamente ligado ao
estadio de desenvolvimento do fruto (Corréa et al., 2005).

Inicialmente, a participagdo do etileno nas transformagfes que resultam
nas modificagdes de textura em frutos carnosos era atribuida apenas como um
fator inicializador (Abeles et al., 1992). Atualmente tem sido demonstrado que o
etileno também age como um fator envolvido na manutencgéo e regulagdo de uma
serie de transformacgdes sensoriais nos frutos, como na firmeza, cor e sabor da
polpa (Hiwasa et al., 2003; Fabi et al., 2007; Rossetto et al., 2008).

A producdo de etileno pode ser aumentada por Vvarios tipos de estresse,
incluindo danos mecanicos, temperatura (resfriamento, congelamento e,
ocasionalmente, alta temperatura) e produtos quimicos (auxinas, herbicidas e
varios poluentes) (Rossetto et al., 2008). O estresse provocado por altas
temperaturas acelera o amadurecimento do fruto, induzindo outras mudancgas
fisiologicas, tais como o aumento na taxa de respiracdo e metabolismo de
fenilpropanoides (Saltveit, 1999).

Frutos climatéricos como tomate, abacate e banana séo distinguidos dos
ndo climatéricos como morango, uvas e 0s citrus, ndo s6 pelo aumento na
atividade respiratoria, mas também pela producdo de etileno durante o
amadurecimento (Lelievre et al., 1997). Nos climatéricos em especial, a presenca
do etileno estimula o amolecimento, havendo uma correlagcdo direta entre o
aumento na atividade das enzimas responsivas ao etileno e o amolecimento da
polpa (Brummell e Harpster, 2001).

A via de biossintese do etileno tem como precursor o aminoacido metionina
e compreende a conversdo da S-adenosil-metionina (SAM) em &cido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), sob a acdo da ACC sintetase (ACS) e a
conversdo do ACC em etileno, pela enzima formadora do etileno (EFE) ou ACC
oxidase (ACO) (Taiz e Zeiger, 2010). Em alguns casos, o etileno regula sua
propria sintese, a partir da inducdo de nova sintese de ACS e ACO. O ACC,
precursor imediato do etileno, pode ser também convertido em malonil-ACC sob a
acado da enzima N-maloniltransferase (NMT) e, entdo, transportado nessa forma
para os vacuolos, regulando a sintese de C,H, (Grierson, 1998; Taiz e Zeiger,
2010).
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2.3. Conservagéo dos frutos - armazenamento refrigerado

O uso de refrigeragdo, quando bem aplicado, € um dos meios mais
eficazes na manutencdo da qualidade e extensdo do periodo de comercializacao
dos produtos hortifruticolas. A funcdo do resfriamento € retardar os processos
metabdlicos, reduzindo a producéo de etileno, porém sem ocasionar disturbios
fisioldgicos, prolongando assim o tempo de comercializagcdo (Chitarra e Chitarra,
2005). Com a reducdo da temperatura, as reacgfes enzimaticas ligadas a
respiragdo e senescéncia, ocorrem mais lentamente, minimizando a perda de
qualidade dos frutos. Entretanto, a refrigeracdo deve diminuir o metabolismo do
fruto sem, no entanto, alterar a fisiologia do amadurecimento a ponto de causar
algum distarbio (Zagory e Kader, 1989; Awad, 1993).

Por ser uma fruta tropical sensivel ao frio, o0 mamdo n&o tolera
temperaturas de armazenamento muito baixas. A temperatura minima para o
armazenamento do mamao é determinada pela sua suscetibilidade & injaria ao
frio. Temperaturas compreendidas entre 9 e 12 °C sdo geralmente as mais
utilizadas para o seu armazenamento, dependendo de fatores como estadio de
maturacéo, tipo de cultivar e condigbes ambientais de producéo (Chen e Paull,
1986; Almeida et al., 2006).

Segundo Kader (2010), a respiragdo do maméao diminui significativamente
quando o fruto é transferido da temperatura de 20°C para a temperatura de 10°C.
A tolerdncia do mamdo a temperaturas baixas varia com o estadio de
desenvolvimento e o tempo de exposicdo do fruto. Chen e Paull (1986)
observaram que mamdes colhidos na maturidade fisiolégica, apresentaram
sintomas de danos por frio apds duas semanas a 7°C, caracterizados pelo atraso
e desuniformidade no amadurecimento, aumento na susceptibilidade a fungos e,
em casos mais severos, escaldaduras na casca e falha de amadurecimento.

Como verificado, o emprego da refrigeracéo pode modificar a fisiologia do
amadurecimento do mamdao, contudo a conservacdo do fruto sob baixa
temperatura pode estender a vida-Util destes enquanto o mesmo estiver sob baixa
temperatura. Apos a saida do fruto da condi¢éo de resfriamento, o que se observa
€ uma aceleracdo do processo de amadurecimento, ocorrendo transformacgdes
fisico-quimicas como a despigmentacgdo verde da casca e a perda da firmeza da
polpa (An e Paull, 1990). Tais transformac¢fes fazem com que os frutos percam,

em pouco tempo, a qualidade para o consumo, dificultando a sua
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comercializagdo, uma vez que se tornam mais susceptiveis a danos mecanicos,
quando manipulados (Paull et al., 1997).

Segundo An e Paull (1990), a indugdo ao amadurecimento nos frutos de
mamé&o armazenados a 10°C poderia estar relacionada a mudancas nos
receptores de ligagédo do etileno durante o armazenamento, fazendo com que os
frutos se tornem mais sensiveis a este hormdnio.

Por outro lado, sabe-se que a baixa temperatura pode alterar o
metabolismo respiratério em batata (Calegario et al., 2003; Pinheiro et al., 2004),
Vigna radiata (Gonzalez-Meler et al., 1999), maca (Duque e Arrabaga, 1999) e
tomate (Holtzapffel et al., 2002), pela dissipacdo do gradiente eletroquimico de
protons gerado na cadeia mitocondrial transportadora de elétrons (CMTE). Tal
efeito estd relacionado a operacdo de “rotas alternativas” como a respiracdo
resistente ao cianeto, pela atividade da oxidase alternativa (AOX) e & atuagéo da
proteina desacopladora (UCP).

Trabalhos mostram que a AOX e a UCP, sob condi¢cdes especificas,
podem atuar no mesmo 6rgdo (p.ex. o fruto), dependendo do estédio de
desenvolvimento deste, com regulagdo e eficiéncia distintas (Calegario et al.,
2003; Vercesi et al., 2006).

2.4. Mitocondrias de plantas

A mitocondria é responsével por, aproximadamente, 90% da producéo de
energia celular, a qual ocorre por meio do processo de fosforilagéo oxidativa. Esta
organela também é responsavel pela maior parte da producdo enddgena de
espécies reativas de oxigénio como biometabdlitos, sendo considerada a
reguladora central da apoptose celular (Copeland, 2002). A mesma participa,
também, de forma moduladora no desenvolvimento em plantas, da produtividade,
da fertilidade e da resisténcia a doenca em plantas (Miller et al., 2007).

Em termos de estrutura e fungcdo, as mitocondrias vegetais sé&o
significativamente similares as de outros organismos eucariotos. Tanto
mitocOndrias de animais, quanto de vegetais possuem na membrana interna a
cadeia transportadora de elétrons, bombeadora de protons e produtora de ATP,
além de fornecer um fluxo elevado de precursores metabdlicos a partir do ciclo

dos &cidos tricarboxilicos (Miller et al., 2007).
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Entretanto, mitocdndrias de vegetais possuem além da NADH-UQ
oxidoredutase (complexo 1), que & bombeadora de prétons, quatro NAD(P)H
desidrogenases (NAD(P)H-DH) ndo bombeadoras de prétons e insensiveis a
rotenona. Destas, duas estdo localizadas na face externa da membrana
mitocondrial interna (NAD(P)H-DHext) e duas localizadas na face interna da
membrana mitocondrial interna (NAD(P)H-DHint). Na membrana mitocondrial
interna estdo também presentes a AOX insensivel ao cianeto e a UCP (Luethy et
al., 1991; Moller, 2001).

As duas NAD(P)H-DHext sGo NADH e NADPH especificas e requerem a
presenca de Ca?" para a atividade maxima. Acredita-se que o Ca®" facilite a
associacdo da NAD(P)H-DHext com a membrana mitocondrial e ainda regule a
atividade da enzima (Rasmusson e Moller, 1991; Rasmusson et al.,, 2004).
Contudo, somente a NADPH-DHint é dependente de Ca*" para a sua maxima
atividade (Rasmusson e Moller, 1991). As NAD(P)H-DHext permitem que a
mitocdndria vegetal utilize o NAD(P)H exdgeno, transferindo elétrons para a
ubiquinona, resultando na transferéncia de elétrons pela cadeia respiratoria e na
producéo de ATP (Luethy et al., 1991).

A AOX é uma enzima que participa de outro mecanismo de dissipacdo de
energia. Encontrada nas membranas internas das mitocondrias vegetais, utiliza os
elétrons provenientes da ubiquinona para reduzir o O, a HyO, impedindo a
passagem desses pelos complexos Il e IV (Moller, 2001). Inibida especificamente
por alguns agentes complexantes de ferro, como o acido salicilhidroxamico
(SHAM) e o acido benzohidroxamico (BHAM), a sua atuac&o resulta na formagéo
de um menor gradiente eletroquimico de protons, com diminui¢cdo na producgéo de
ATP e consequente liberagdo da energia sob a forma de calor (Vanlerberghe e
Maclintosh, 1997).

A UCP foi descrita primeiramente por Vercesi et al. (1995) em mitocondrias
isoladas de tubérculos de batata e confirmada por clonagem do seu cDNA (Laloi
et al.,, 1997). O aumento da sintese desta proteina tem sido relacionado ao
envelhecimento e ao estresse pelo frio e segundo Moller (2001), funciona como
protecdo contra as espécies reativas de oxigénio, assim como a AOX e as
NAD(P)H-DH alternativas.
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2.4.1. Oxidase Alternativa

A respiracdo insensivel ao cianeto foi observada primeiramente nas plantas
em 1929 por Genevois em ervilha doce (Genevois, 1929). A maioria dos estudos
realizados em plantas inteiras indicava a ocorréncia da respiracdo resistente ao
cianeto ligada a producgdo de calor (Lance, 1972; Meeuse, 1975). Quando as
mitocOndrias isoladas foram usadas, os estudos eram centrados sobre a atividade
relativa da rota insensivel ao cianeto e do citocromo c oxidase, medindo taxas de
respiragcdo na presenca de um inibidor de cada rota. Em 1978, uma oxidase foi
solubilizada a partir de mitocondrias de Arum maculatum (Hug e Palmer, 1978;
Rich, 1978) e a respiragdo alternativa resistente ao cianeto foi atribuida a uma
enzima a qual se chamou oxidase alternativa.

Ap0s décadas de estudos, descobriu-se que a AOX catalisa a oxidag&o do
ubiquinol e a redugdo do oxigénio a agua, sem passar por dois sitios de
conservacdo de energia em nivel dos complexos Ill e IV. Portanto, ndo existe o
reforco no gradiente eletroquimico de prétons (AuH") pelo transporte de elétrons
entre a ubiquinona reduzida e ocomplexo IV (Vanlerberghe e Macintosh, 1997). A
AOX é insensivel ao cianeto, a antimicina A ou mixothiazol, mas é inibida por
agentes complexantes de ferro, os &acidos hidroxdmicos como o &cido
salicilhidroxadmico (SHAM), o acido benzohidroxamico (BHAM), o N-propilgalato e
o tiocianato de potassio e estimulada por acidos organicos como o piruvato (Millar
et al., 2007).

A proteina AOX é expressa constitutivamente e o gene que a codifica
possui regides que sao conservadas, sugerindo que essa via alternativa é uma
rota importante no metabolismo das plantas (Vanlerberghe e Mcintosh, 1997).
Apesar da fungdo dessa via ndo estar totalmente esclarecida, a termogénese tem
sido relatada em Anonaceas, Araceae, Arecaceae, Aristolochiaceae, Cycadaceae,
Nymphaeaceae, Winteraceae, Illliciaceae, Magnoliaceae, Rafflesiaceae e
Nelumbonaceae, participando da liberacéo de volateis atrativos para polinizadores
e prevencdo de danos ocasionados pela exposicdo a baixa temperatura (Elthon e
Mclntosh, 1986; Seymour, 2001; Watling et al., 2006; Grant et al., 2009).

Outras participagdes da AOX tém sido descritas na literatura, como a
protecdo contra o0 estresse oxidativo mitocondrial em tubérculos de batata
armazenados a baixa temperatura (Calegario et al., 2003; Pinheiro et al., 2004),

em feijdo, Vigna radiata, (Gonzalez-Meler et al., 1999), em células de tabaco
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(Vanlerberghe e Mcintosh, 1992), no amadurecimento de abacate (Solomos e
Laties, 1974; Moreau e Romani, 1982; Fergunson et al.,, 1985), em banana
(Kumar e Sinha, 1992), em manga (Kumar et al., 1990; Cruz-Hernandez e
GoOmez-Lim, 1995) e no armazenamento de maca sob baixa temperatura (Purvis,
1988; Duque e Arrabaga, 1999).

Segundo Pinheiro et al. (2004), a atividade da AOX em mitocondrias
isoladas de tubérculos de batata armazenados a baixas temperaturas por mais de
5 dias foi bastante elevada. Este mesmo efeito foi visualizado em frutos de maca
que, armazenados a 4°C, apresentaram aumento na respiragdo dos frutos e
ativacdo da AOX causado pelo frio. Para Duque e Arrabaga (1999), a baixa
temperatura altera o sincronismo entre a atividade glicolitica (producdo de
piruvato e NADH) e a cadeia mitocondrial trasnportadora de elétrons
(reoxidacdode NADH), favorecendo ao acumulo dos produtos da glicélise. Como
consequéncia deste desequilibrio haveria uma ativagdo das rotas alternativas,
como forma de aumentar o fluxo de elétrons na CMTE (Vanlerberghe e Mcintosh,
1997; Vercesi et al., 2006).

As proteinas AOX séao classificadas em duas subfamilias, AOX1 e AOX2,
codificadas por genes nucleares (Considine et al., 2002). Membros da familia
AOX1, presentes em mono e ndo monocotileddneas s&o mais largamente
estudados, sendo reguladas de maneira diferenciada em diferentes 6rgaos e
estadios de desenvolvimento, além de responderem ao estresse. J4 a AOX2, por
outro lado, possui expressdo génica constitutiva e esti presente somente em néo
monocotiledéneas (Considine et al., 2002). Essa distingdo molecular sugere uma
divergéncia entre as AOX nas familias de plantas e pode ter implicacdes nas rotas

fisioldgicas nas diferentes espécies de plantas (Considine et al., 2002).

2.4.2. Proteina desacopladora em plantas (UCP)

A UCP esta localizada na membrana mitocondrial interna e, pela
dissipacdo do gradiente eletroquimico de protons, desacopla a fosforilacao
oxidativa da sintese de ATP, produzindo apenas calor (Sweetlove et al., 2006).

A primeira UCP, conhecida como termogenina ou UCP1, foi descoberta na
década de 70, por David Nicholls da Universidade de Dundee na Escdcia
(Nicholls e Akerman, 1982). A principal funcdo até entdo conhecida era a

producéo de calor no tecido adiposo marrom, presente em recém-nascidos, ursos
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e outros mamiferos (Ricquier e Kader, 1976). Contudo, apenas duas décadas
depois, a UCP foi identificada e isolada de tubérculos de batata (Vercesi et al.,
1995) e tomate (Jezek et al., 1996) utilizando métodos que foram aplicados para
mitocondrias de tecido adiposo marrom.

Segundo Vercesi et al. (2006), a UCP é uma proteina integral de
membrana com cerca de 300 aminoacidos e com massa molecular aparente de
30 a 33 kDa. A ativacdo da UCP é feita por &cidos graxos de cadeia longa, como
0 acido linolénico, acido oléico, acido palmitico, acido miristico e acido laurico,
podendo ainda ser inibida por BSA, ATP, GTP, GDP e ADP (Jezek et al., 1996;
Jezek et al., 1998; Vercesi et al., 1998).

Em estudos realizados com mitocondrias de tubérculos de batata, a UCP
foi ativada pela adi¢cdo de &cido linoléico, levando a uma diminui¢cdo da producéo
de espécies reativas de O, (EROs) nessas mitocdndrias. Por outro lado, quando a
UCP foi inibida, ocorreu um aumento na producdo do peroxido de hidrogénio
(Kowaltowskl et al., 1998). Em tomate, o &cido linoléico também aumentou a
atividade de UCP (Almeida et al., 2002). Coerentemente, a ativagdo da UCP em
tubérculos de alcachofra de Jerusalém, por acidos graxos, esta relacionada com a
diminuicdo de EROs e com a diminuicdo da producdo de anions superéxidos
(Paventi et al., 2006).

Entre as funcgdes fisiologicas da UCP esta uma possivel agdo termogénica
(Ito-Inaba et al., 2008), além da participa¢@o na regulacdo da geracdo de EROs,
resposta a situagdes de estresse, como a baixa temperatura, a seca, dano por
ferimento e ataque de patégenos (Moller, 2001; Pinheiro et al., 2004; Vercesi et
al., 2006) e regulagdo do metabolismo energético (Sluse e Jarmuszkiewicz, 2000).

Trabalhos relatados na literatura tém sugerido que a atividade da UCP é
fortemente aumentada ao longo dos estadios de desenvolvimento de frutos de
manga (Considine et al., 2001) e tomate (Holtzapffel et al., 2002). Em
mitocdndrias de tubérculos de batata que sofreram estresse pelo frio, houve um
aumento da expressdo da UCP com a consequente estimulagdo da respiragao
(Calegario et al., 2003). Laloi et al. (1997) verificaram que em mitocondrias de
folhas de batata a UCP teve sua expressao aumentada com o estresse pelo frio.
Deste modo, a funcdo da UCP em cada um desses casos esta relacionada a
capacidade desacopladora e ao metabolismo especifico de cada tecido (Vercesi
et al., 2006).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O trabalho visa investigar se as condi¢cdes de armazenamento do maméao
podem induzir a atividade da oxidase alternativa e da proteina desacopladora da
respiracdo mitocondrial, promovendo uma aceleragdo do processo respiratorio e

contribuindo, dessa forma, para a reducéo na vida-util destes frutos.

3.2. Objetivos especificos

a) Fornecer subsidios ao entendimento dos processos biogquimicos e
fisiologicos da atividade respiratéria em frutos de mamoeiro armazenados sob
condi¢des controladas;

b) Determinar a velocidade do consumo de oxigénio em mitocondrias
isoladas utilizando malato e glutamato como substratos oxidaveis;

c) Verificar se h4 atividade da AOX e da UCP em frutos de mamoeiro
armazenados a temperatura ambiente (25°C) e sob baixa temperatura (12°C);

d) Investigar o efeito das condigbes de armazenamento sobre a emisséo de
gases (CO; e C,H4) em frutos de mamao;

e) Associar as determinagfes da atividade respiratéria em frutos intactos
com procedimentos para estudo do metabolismo respiratério em mitocondrias

isoladas.
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4. TRABALHOS

4.1. Respiracdo resistente ao cianeto, a proteina desacopladora mitocondrial
e a emisséo de etileno durante o amadurecimento do maméao armazenado a

temperatura ambiente.

4.1.1 Resumo

Com o objetivo de verificar mudangcas no metabolismo mitocondrial,
principalmente no que se refere & atividade da oxidase alternativa (AOX) e da
proteina desacopladora (UCP) de mitocondrias durante o amadurecimento poés-
colheita, frutos de maméao ‘Golden’ no estadio 0 de maturacdo (verde - fruto
desenvolvido com casca 100% verde) foram armazenados, por até nove dias, em
camaras com controle de temperatura (25 °C £ 1°C) e de umidade relativa (80% *
5%). Diariamente foram avaliados: a taxa de emissdo de etileno e de CO, de
frutos intactos; a coloracdo da casca, a firmeza da polpa e o teor de soélidos
solluveis para caracterizar a evolugdo do amadurecimento dos frutos. Em cada
periodo de amostragem também foi avaliada a atividade respiratoria em

mitocOndrias isoladas, usando um eletrodo de oxigénio tipo Clark, tendo malato e
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glutamato como substratos oxidaveis. Utilizando meio de reagdo com BSA para
inibir a atividade da UCP, acrescido de DTT e piruvato para estimular a AOX, a
respiracao resistente ao cianeto foi avaliada pelo consumo de O,. Para avaliar a
atividade da UCP, o meio de reacéo foi suplementado com propranolol para inibir
o canal anibnico, além de N-propilgalato e atractilosideo para eliminar as
interferéncias da AOX e da ATP-sintase, respectivamente. Foi possivel observar
aumento da velocidade respiratéria e desacoplamento na presenca de &cido
linoléico, um indutor da atividade da UCP. Com a evolu¢cdo no amadurecimento
dos frutos de mamao houve aumento na atividade das proteinas AOX e UCP em
mitocdndrias isoladas, com aceleracdo da atividade respiratoria. Isso indica que
estes sistemas de dissipagcdo de energia devem apresentar importante funcéao
durante o processo de amadurecimento dos frutos de mamédo. A maior
participagdo da AOX ocorreu no final do amadurecimento, em estreita relagao
com o aumento da taxa respiratdria, enquanto a atividade da UCP foi maior aos
cinco dias de armazenamento dos frutos, indicando maior proximidade com o

padréo de resposta verificado para a emisséo de etileno.

4.1. Cyanide-resistant respiration, mitochondrial uncoupling protein activity
and ethylene emission during papaya ripening stored at controlled

temperature

4.1.2. ABSTRACT

In order to verify changes in mitochondrial metabolism, especially as regards the
activity of alternative oxidase (AOX) and uncoupling protein (UCP) in mitochondria
during ripening after harvest, fruits of '‘Golden’ papaya ripening stage O (green -

fruit peel developed with 100% green) were stored for up to nine days in chambers
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with controlled temperature (25 ° C £ 1 ° C) and humidity (80% + 5%). Daily were
evaluated: the rate of emission of ethylene and CO2 intact fruit, the peel color,
flesh firmness and soluble solids to characterize the evolution of fruit ripening. In
each sampling period was also assessed respiratory activity in isolated
mitochondria using a Clark-type oxygen electrode, with glutamate and malate as
oxidizable substrates. Using the reaction medium with BSA to inhibit the activity of
UCP, plus DTT and pyruvate to stimulate AOX, cyanide-resistant respiration was
assessed by O2 consumption. To assess the activity of the CPU, the reaction
medium was supplemented with propranolol to inhibit anion channel, and N-propyl
gallate and Atractyloside to eliminate interference of AOX and ATP synthase,
respectively. It was observed increase in respiratory rate and uncoupling in the
presence of linoleic acid, an inducer of CPU activity. With the evolution in ripening
of papaya was no increase in the activity of proteins AOX and UCP in isolated
mitochondria, with accelerated respiration. This indicates that these systems of
energy dissipation must have an important role during the ripening of papaya. The
increased participation of AOX occurred at the end of ripening, in close relation
with increased respiratory rate, while the activity of UCP was increased to five
days storage of fruits, indicating a greater proximity to the response pattern

observed for the emission of ethylene .

4.1.3. Introdugéo

Os frutos de mamao se caracterizam por apresentar uma vida pos-colheita
relativamente curta e o prolongamento do tempo de prateleira destes frutos é um
fator de importancia econdmica para a sua comercializagdo, principalmente, no
mercado externo. Sendo um fruto climatérico, 0 mamao apresenta um surto
respiratorio bastante elevado durante a fase de amadurecimento, com
consequéncias diretas na vida pos-colheita do fruto (Jones and Kubota, 1940;
Azevedo et al., 2008; Pereira et al., 2009; Corréa et al., 2011). Varios estudos tém

sido feitos para ampliar o conhecimento dos processos bioquimicos envolvidos no
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desenvolvimento de frutos, com o objetivo de elucidar fatores passiveis de
manipulagéo, controle ou interferéncia e possibilitar modificacdes que permitam
estender a vida util destes frutos (Azevedo et al., 2008; Souza et al., 2009).

O amadurecimento é uma fase de desenvolvimento dos frutos,
desencadeada por alteragbes no equilibrio hormonal, relacionadas com a
programacdo das células para responder a tais mudancas. Os processos
relacionados as mudancgas na textura da polpa, na coloracdo da polpa e da casca,
0 aumento no teor dos sélidos sollveis e 0 aumento na taxa respiratoria durante o
amadurecimento dos frutos sdo atribuidos a acéo do etileno (Abeles et al., 1992;
Hiwasa et al., 2003; Krongyut et al., 2011). Iniciada a fase de amadurecimento,
tais transformagdes ocorrem muito rapidamente fazendo com que o fruto atinja a
maxima qualidade para o consumo, seguindo-se a fase de senescéncia, que
culminard na completa decomposic&o do fruto.

A intensidade da atividade respiratéria estd diretamente ligada a
conservacdo dos frutos. Quanto maior a atividade respiratoria, menor a vida util
destes. Portanto, qualquer estratégia para retardar a senescéncia e assim a perda
de qualidade do fruto para o consumo, deve atuar sobre a sua respiragao.

Diversos estudos na literatura tém demonstrado que as condigbes de
armazenamento de diferentes tecidos das plantas podem alterar o seu
metabolismo respiratério, principalmente, pela dissipagdo do gradiente
eletroquimico de protons. Alguns destes estudos tém associado as alteragfes na
atividade respiratoria a operagdo de rotas mitocondriais alternativas, como a
respiracao resistente ao cianeto e a atuacao da proteina desacopladora, em frutos
de macad (Duque e Arrabaca, 1999), em sementes de feijdo e soja (Gonzalez-
Meler et al., 1999) e em tubérculos de batata (Calegario et al., 2003; Pinheiro et
al., 2004).

Outros relatos da literatura demonstram também que alguns genes que
codificam para UCP sao regulados temporalmente, especialmente durante o
estadio de maturagdo de frutos. Uma expressdo fortemente aumentada desses
genes foi observada em manga em estadio de senescéncia (Considine et al.,
2001) e nos estadios tardios da maturagdo de tomate mantidos na propria planta
(Holtzapffel et al., 2002). Estes dados corroboram com a observagdo de maior
acoplamento encontrado em mitocondrias isoladas de tomates verdes, quando

comparado com mitocondrias obtidas de tomates maduros (Costa et al., 1999),
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sugerindo uma maior participacdo da UCP nos estadios de maturacdo mais
avancados em frutos climatéricos.

Varios estudos com o papaya tém fornecido informag6es sobre eventos
bioquimicos e fisiologicos (Azevedo et al., 2008; Pereira et al., 2009; Bron e
Jacomino, 2009; Souza et al., 2009; Godoy et al., 2010; Jacomino et al., 2010;
Tezotto et al., 2011) que ocorrem durante o amadurecimento do fruto, associados
com as mudancas na emissdo de etileno e na taxa respiratéria. Porém, ha uma
caréncia de informacdes na literatura a respeito da atividade respiratria em
mitocOndrias isoladas do fruto do mamoeiro e a participagéo das rotas alternativas
durante o amadurecimento do fruto. Estas informagdes poder&o contribuir para
melhor compreensdo do metabolismo respiratorio dos frutos climatéricos e podem
ser Uteis nas estratégias de manejo pés-colheita destes produtos.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a participagdo da via resistente ao
cianeto e da proteina desacopladora na atividade respiratoria de mitocéndrias

isoladas da polpa de maméao, durante o amadurecimento dos frutos.

4.1.4. Material e Métodos

4.1.4.1. Material vegetal e condigcdes de armazenamento

Foram utilizados frutos de maméo ‘Golden’, procedentes de pomar
comercial da empresa Caliman Agricola S/A, localizado em 19°15°S e 39°51°70”
W, na cidade de Linhares — ES. Os frutos foram colhidos e apds lavagem e
selecdo no packing house transportados para o Setor de Fisiologia Vegetal do
Laboratorio de Melhoramento Genético Vegetal da UENF, em Campos dos
Goytacazes (RJ), a cerca de seis horas do local da colheita. Os frutos no estadio
0 de maturagao (fruto desenvolvido com casca 100% verde) foram armazenados
por até nove dias em camaras com controle de temperatura (25°C + 1°C) e

umidade relativa (85% + 5%). Os frutos foram amostrados diariamente, com trés
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repeticdes, abrangendo oito estadios de desenvolvimento (EO; E1; E2; E3; E4; E5;
E6; E9) conforme figura 1. A evolucdo do amadurecimento do fruto foi
caracterizada pela analise dos atributos fisico-quimicos e pela emissédo dos gases

CO; e etileno, conforme descrito a seguir.

4.1.4.2. Avaliacéo dos atributos fisico—quimicos

As medi¢Oes da coloracdo da casca do fruto foram realizadas utilizando um
colorimetro portatil (Chroma Meter, modelo CR-300, Minolta, Jap&o), registrando-
se as variaveis de cor dentro do espaco CIELAB: L*, a*, b* e o &ngulo de cor hue
(McGuire, 1992). A firmeza da polpa foi obtida por meio da resisténcia a
penetragdo, utilizando-se um penetrometro digital de bancada (Fruit Pressure
Tester, modelo 53205, TR, Italia), com corpo de prova de 8 mm. O teor de sélidos
soluveis (SS) foi determinado utilizando-se um refratbmetro portatil (Atago N1,

Franca) e os resultados expressos em °Brix.

4.1.4.3. Avaliagdo da emisséo dos gases CO; e etileno

Para a quantificagdo da producgéo dos gases CO;, e C,H4 foi utilizado um
espectrémetro fotoacustico, acoplado a um analisador de gés no infravermelho.
Neste sistema as mudancas de pressdo sdo detectadas por um microfone
colocado no interior de um tubo ressonador da célula fotoacustica, através do qual
flui a amostra gasosa contendo as moléculas sob investigagdo. O sinal acustico é
produzido pela flutuagdo periddica de pressdo dentro da célula fotoacustica
(Corréa et al., 2011).

Individualmente os frutos foram colocados dentro de uma camara (porta
amostra) de cerca de 1,0 L, com o ar ambiente sendo utilizado como géas de
arraste a partir do monitoramento por controladores eletronicos.

Este fluxo passa pelo analisador de gas no infravermelho - URAS, para
medi¢&o do conteddo de CO; e, posteriormente, por filtros contendo KOH e CaCl,
para eliminar CO, e agua, respectivamente, no gas analisado. Antes do gas entrar
na célula fotoacustica 0 mesmo passa através de uma armadilha de N, liquido,

evitando-se assim a interferéncia de tracos de gases. ApOs a passagem pela
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célula fotoacustica o fluxo é lancado para o ambiente. Por meio dessa montagem
experimental é possivel monitorar simultaneamente a producdo de etileno e de
CO; em frutos intactos na ordem de partes por bilhdo (ppb), apresentando a
vantagem de medir os gases em tempo real, ndo havendo a necessidade de
acumulo do gas. (Corréa et al., 2005; Silva et al., 2005; Azevedo et al., 2008;
Pereira et al., 2009; Corréa et al., 2011).

4.1.4.4. Isolamentos das mitocondrias

As mitocondrias foram isoladas a 4°C, utilizando-se cerca de 300g da polpa
dos mesmos frutos utilizados para as andlises fisico-quimicas. O tecido foi
homogeneizado em centrifuga (Juicer, modelo R16720, Walita, Brasil) em cerca
de 1,0 L de tampéo de isolamento [manitol 0,35 M, MOPS 50 mM, EDTA 3 mM,
Cys 8 mM, BSA 0,1% (p/v), PVP-25 0,4% (p/v), pH 7,4] sob agitacéo constante.
O homogenato foi filtrado através de quatro camadas de gaze e uma de Miracloth
(Calbiochem, CA, USA) e centrifugado a 1.500 g, por 15 min. O sobrenadante foi
centrifugado a 15.000 g, por 15 min, sendo o pellet ressuspendido em tampéo de
lavagem [manitol 0,35 M, MOPS 10 mM, EDTA 0.5 mM, BSA 0,1% (p/v), pH 7,2].
Esta suspenséo foi centrifugada a 1.000 g por 8 min, sendo o sobrenadante
novamente centrifugado a 9.000 g, por 15 min para obtencdo das mitocondrias no
precipitado.

Para a purificagcdo das mitocondrias foi utilizado um gradiente em percoll. O
precipitado coletado foi suspenso em 1 a 2 mL do tampéo de lavagem e vertido
sobre 30 mL de tampéao de purificagdo [percoll 22,5 % (v/v), manitol 0,6 M, MOPS
10 mM, BSA 0,5% (p/v), pH 7,2] sendo centrifugado a 12.000 g por 45 min. As
mitocdndrias purificadas foram coletadas com o auxilio de uma pipeta Pasteur, na
regido basal dos tubos, sendo diluidas aproximadamente dez vezes com tamp&o
de lavagem e centrifugadas a 10.000 g por 15 min. O procedimento seguiu 0
protocolo proposto por Duque e Arrabacga (1999), com modificagdes.

A concentracd@o de proteinas foi determinada espectrofotometricamente, a

595 nm como descrito por Bradford (1976), utilizando BSA como proteina padréo.
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4.1.4.4.1. Atividade respiratoria

Foi utilizado 1 mg de proteina para determinagéo da atividade respiratoria
das mitocéndrias isoladas, pelo método poralografico, usando um eletrodo de O,
tipo Clark (Hansatech, Respire 1, UK) em 1,0 mL de meio de reagdo [manitol 0,35
M, tampao fosfato 10 mM, KCI 10 mM, MgCl. 5 mM, BSA 0,5% (p/v), pH 7,2] a
temperatura de 25°C. Todo o ensaio foi realizado na presenca de ATP 200 uM,
além de malato 10 mM e glutamato 20 mM como substratos oxidaveis. Apos a
adicdo de 100 nmoles de ADP ao meio de reagao foram registrados os estados 3
e 4 da respiragéo, evidenciando a capacidade fosforilativa das mitocondrias. Os
controles respiratérios calculados para as adicbes de 100 nmoles de ADP
variaram de 6,0 (nas amostras preparadas com frutos no estadio EOQ) a 2,6 (nas
amostras preparadas com frutos no estadio E9), considerados bons indices para
mitocOndrias vegetais (Duque e Arrabaga, 1999; Pinheiro et al., 2004; Mariano et
al., 2008), indicativos de boas preparagdes mitocondriais.

A avaliagdo da via respiratéria resistente ao cianeto foi obtida através da
atividade da AOX a partir da medi¢céo da taxa de consumo de O, na presenga de
KCN 3 mM, em mitocondrias no estado 4 (Duque e Arrabaca, 1999).

A capacidade da AOX foi avaliada utilizando o meio de reagdo descrito
acima, suplementado com 2,5 pug de oligomicina e 300 uM de propranolol para
inibir a ATP-sintase e o canal anidnico, respectivamente (Beavis e Vercesi, 1992;
Martins et al., 1993; Calegario et al., 2003), além de adicbes de 1 mM de
ditiotreitol (DTT) e 0,15 mM de piruvato para ativar a AOX (Wagner et al., 1995) e
BSA 0,5% (p/v) para inibir a atividade da UCP. A inibicdo da citocromo c oxidase
se deu a partir da adigdo de 3 mM de KCN ao meio de reagéo, enquanto a adigcao
de 20 puM de n-propilgalato (PG) visou a inibicdo da AOX.

Obtidos os tragados e calculadas as taxas de consumo de O, das
mitocOndrias isoladas, foram calculados os percentuais da respiragéo total e da
respiragcdo resistente ao cianeto para efeito de comparagédo entre as vias de
consumo de O..

A capacidade funcional da UCP foi medida usando-se 5 mg de proteina
mitocondrial em 1,0 mL de meio de reacdo sem BSA, suplementado com 300 pM
de propranolol e 20 uM de PG, pelas mesmas razdes descritas anteriormente. A
este meio de reagdo foram adicionados 2,5 pg de oligomicina e 20 pM de

atractilosideo, bloqueadores da ATP-sintase e do transportador de ADP/ATP,
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respectivamente, além de 10uM de acido linoléico (LA), para promover a atividade
da UCP (Mariano et al., 2008). Para inibir a atividade UCP foram adicionados BSA
0,5% (pN) e 1 mM de ATP. Finalmente, para promover o completo
desacoplamento das mitocondrias foi adicionado 5 pM de CCCP ao meio de
reacdo (Almeida et al., 1999).

A capacidade funcional da UCP foi obtida pela diferenga entre o consumo
de O, pelas mitocdndrias ap6s indugcdo da atividade UCP (registrado a partir da
adicdo de LA ao meio) e a respiracdo apos a inibicdo da UCP pela adigdo de BSA
e ATP, isto é: declividade (2) — declividade (3) na Figura 5.

Os resultados apresentados sdo valores médios de trés diferentes
preparagdes mitocondriais obtidas a partir de polpa de maméo armazenados a 25

°C, por até nove dias.

4.1.4.5. Avaliacdo do potencial elétrico de membrana

O potencial elétrico de membrana (AY) foi determinado utilizando um
eletrodo de cloreto de tetrafenilfosfénio (TPP"), construido no Setor de Fisiologia
Vegetal do LMGV/UENF, de acordo com Kamo et al. (1979). Para as avaliagoes
foram utilizadas 5 mg de proteina mitocondrial em 1,0 mL de meio de reagdo sem
BSA, suplementado com 2,5 ug de oligomicina, 300 uM de propranolol, 20 uM de
atractilosideo e 20 puM de n-propilgalato. Durante o registro do potencial de
membrana foram adicionados ao meio de reacdo 10 uM de LA para induzir a
atividade da UCP, seguido de BSA 0,5% (p/v) e 1 mM de ATP para inibir a
atividade da UCP, além de 5 pM de CCCP para promover o completo

desacoplamento mitocondrial.

4.1.4.6. Andlises estatisticas

Os dados experimentais foram submetidos & analise de variancia e ao teste
de Tukey para a comparagdo das medias. Foram considerados estatisticamente

significativos os valores comparados em nivel de significancia p < 0,05.
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4.1.5. Resultados e discussao

Neste trabalho, frutos do mamoeiro foram armazenados em condi¢bes
controladas de temperatura (25°C + 1°C) e umidade relativa (85% + 5%), sendo
acompanhada a evolugdo do amadurecimento dos frutos. Para tanto, foram
realizados o monitoramento da taxa de emissédo de etileno e de CO, de frutos
intactos e a avaliagdo dos atributos fisico-quimicos dos frutos. Também foram
feitos ensaios para avaliagdo da atividade respiratéria em mitocdndrias isoladas
da polpa dos frutos, mais precisamente no que se refere & atividade da via
alternativa da CMTE envolvendo a participacdo da proteina AOX, além da UCP.

A evolugdo do amadurecimento do maméo foi acompanhada pela anélise
dos parametros de cor L*, a* b* e angulo hue, firmeza da polpa e teor SS, no
periodo de nove dias, como apresentado na Tabela 1. Os dados mostram uma
diminuicdo do angulo hue de 117 h° para 78 h°, entre o inicio e o final do periodo
de avaliagdo, mostrando a evolugdo da cor da casca do verde para o amarelo, o
que também pode ser evidenciado na Figura 1. A evolucdo da cor da casca
também pode ser observada na Tabela 1 pela tendéncia de aumento dos valores
dos parémetros a* e b* que refletem, respectivamente, a perda da coloragdo
verde e o amarelecimento da casca durante o amadurecimento do mamaéo.
Durante o amadurecimento dos frutos a média dos valores de L* foi superior a 50,
0 que corresponde a cores claras (Tabela 1). Esses dados estdo préximos
aqueles mencionados na literatura, confirmando a variagdo de tonalidade da
casca do mamao do verde para o amarelo brilhante, durante o amadurecimento
do fruto (Oliveira et al., 2002; Azevedo et al., 2008; Pereira et al., 2009; Souza et
al., 2009).
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Figura 1. Imagens fotograficas das alterac6es visuais durante o amadurecimento

de frutos de maméo 'Golden’ ao longo de seu armazenamento por nove dias. EO
= fruto no dia da colheita no estadio zero de maturacdo; os numeros indicam o

namero de dias de armazenamento apds a colheita.

Tabela 1: Parametros de cor L, a*, b* e angulo hue (h°), firmeza da polpa (N) e

teor de SS (°Brix) em frutos de maméo ‘Golden’ armazenados a 25°C, por até

nove dias.
Parametros de cor
Tempo de Anaul
armazenamento L a* b* h nguhg Firmezada SS
(dias) ue (h%) polpa (N)  (°Brix)

0 63,5ab** -22,7d 43,4bc 117,7a 94,1a 91a

1 535D -18,8d 38,6 c 1159 a 102,7 a 9.4 a
2 55,5b -20,3d 40,3c 116,7a 90,8 a 9,1a
3 58,2b -17,2cd 443bc 111,6Db 72,0 a 9,8a
4 63,4ab -16,9cd 46,3bc 110,0b 735a 9,8a
5 70,7ab -11,5c 55,4abc 101,7c 8,1b 9,8a
6 70,4 ab -49b 62,0ab 94,0d 3,7b 10,0 a
9 84,8 a 15,9 a 74,2 a 78,4 e 1,1b 9,6 a

" Médias seguidas pelas mesmas letras, nas colunas, ndo diferem entre si pelo

teste de Tukey a 5%.

A mudanca na coloragéo da casca do fruto, do verde para o amarelo, € um
evento tipico que ocorre durante a fase de amadurecimento do fruto do maméo
(Figura 1). Alteragdes na pigmentagdo da casca durante essa fase envolvem,

entre outros, a degradacdo das clorofilas e a biossintese de carotenoides (Wills e
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Widjanarko, 1995). Os resultados mostram, também, uma tendéncia de aumento
na luminosidade da casca, verificado a partir do indice L™ (Tabela 1).

A perda da firmeza da polpa do mamao, aliada a mudanca da colora¢céo da
casca, sdo as transformagbes mais caracteristicas que ocorrem durante o
amadurecimento do fruto, sendo estes importantes atributos de qualidade para a
comercializagdo do mesmo (Lazan et al., 1989; Pereira et al., 2009). Na Tabela 1
observa-se um decréscimo na firmeza da polpa do mamao de 102,7 N, no
primeiro dia, para 1,0 N no nono dia de armazenamento dos frutos.

O amolecimento da polpa do maméo na fase de amadurecimento envolve
uma série de reagbes enzimaticas. Estas reagfes sdo desencadeadas pelo
aumento da respiragéo e, principalmente, a producéo de etileno, que modula a
atividade das enzimas hidroliticas que atuam na degradagdo de componentes de
parede celular. S&o conhecidas as enzimas de degradagéo da parede celular em
maméo: celulase (EC 3.2.1.4), pectinametilesterase (PME, EC 3.2.1.11),
endopoligalacturonase (endoPG, EC 3.2.1.15), endoglucanase (EGase, EC
3.2.1.4), B-xilosidase (EC 3.2.1.37), B-galactosidase (B-Gal, EC 3.2.1.23) e endo-
1,4-B-xilanase (EC 3.2.1.8) (Paull e Chen, 1983; Paull at al., 1999; Chen e Paull,
2003; Lazan et al., 2004; Fontes et al., 2008; Thumdee et al., 2010; Oliveira e
Vitoria, 2011).

O teor de SS ndo apresentou alteragdo significativa durante o periodo de
armazenamento, oscilando entre 9,1 °Brix a 10,0 °Brix. Estes resultados s&o
semelhantes aqueles observados por Azevedo et al. (2008), que verificaram
também pouca variacdo neste atributo durante o amadurecimento do mamao.
Apesar de Coultate (2004) afirmar que o teor de SS € um bom parametro utilizado
na avaliagdo da qualidade de um fruto, em maméao frequentemente observa-se
muito pouca variacdo desse atributo ap6s a colheita do fruto (Azevedo et al.,
2008; Pereira et al., 2009; Souza et al., 2009). Atribui-se esta pequena variacado
no teor de SS na pos-colheita do maméao a baixa quantidade de amido encontrada
na polpa destes frutos (Balbino, 2003). Gomez et al. (2002) estudaram a evolugao
dos acUcares sollveis e a sua relagdo com a dogura durante o amadurecimento
do maméo e confirmaram que esse fruto ndo tem amido suficiente para ser
hidrolisado para a produgé&o da dogura na polpa. Ainda segundo esses autores, a

fonte de carbono para a sintese de sacarose durante o amadurecimento do
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mamao é de origem estrutural, com liberacdo de galactose, cujos niveis
observados na parede celular diminuem durante o amadurecimento.

O acompanhamento da taxa de emissdo de etileno durante o
amadurecimento do fruto é essencial para a definicdo do climatério (Saltveit,
1999). Na Figura 2 é possivel observar um aumento na taxa de emisséo de
etileno a partir do segundo dia de armazenamento, com registro do pico no quinto
dia, a partir do qual se observou rapida queda. A acuracia na determinacdo do
pico climatério é garantida pela alta sensibilidade do espectrometro fotoacustico
empregado para a determinacéo da emissdo de gases durante o amadurecimento
do mamao (Silva et al., 2005; Corréa et al., 2011).
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Figura 2. Taxas respiratérias e de emissdo de etileno em frutos de maméo

‘Golden’, armazenados a 25°C, ao longo de nove dias de armazenamento.

A taxa de emissdo de etileno foi de 0,14 pL.h'.kg” no inicio do
armazenamento dos frutos e de 7,8 pL.h™*.kg™ no quinto dia, quando foi registrado
0 pico climatério. A ocorréncia do climatério coincide com as transformag6es mais
marcantes observadas nos atributos fisico-quimicos do maméo, como o
amarelecimento da casca (angulo hue proximo de 90 °h) e a perda de firmeza da
polpa, bastante significativa entre o quarto e o quinto dia (Tabela 1). A

proximidade entre a ocorréncia do pico climatério e as mudangas em alguns
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atributos fisico-quimicos durante o amadurecimento do maméo j& foi relatada na
literatura (Azevedo et al., 2008; Souza et al., 2009).

Enquanto a emissdo de etileno apresentou um pico caracteristico, a
respiracdo ndo apresentou similaridade na emissao de CO,. O que se observa é
uma tendéncia crescente na taxa de emissdo de CO, pelos frutos durante seu
armazenamento (Figura 2). A taxa respiratoria dos frutos variou de 7,25 mL.h™ kg’
1 a 34,32 mL.hh.kg™ entre o inicio e o final do amadurecimento dos frutos de
mamao.

A relagdo de causa e efeito entre a producéo de etileno e a respiragdo nao
esta bem definida na literatura, sendo ainda controversas as opinides sobre qual
processo modula ou sofre modulagédo um do outro. Segundo Chitarra e Chitarra
(2005), o aumento da taxa respiratdria € um evento secundario e dependente dos
niveis disponiveis de etileno. Por outro lado, Romani (1984) afirma que o
climatério seria a resposta homeostatica méxima das mitocondrias para
compensar os efeitos degradantes da senescéncia celular, sendo o0 aumento na
producdo de etileno, também, uma resposta a esse estresse. As afirmacgfes de
Romani (1984) foram baseadas em experimentos que comprovam que a energia
gerada pelo metabolismo basal j& seria suficiente para as transformacoes
bioguimicas durante o amadurecimento (Solomos, 1977) e que algumas destas
transformagdes ocorrem sem qualquer aumento na respiragdo (Romani et al.,
1983). Trabalhando com maméo, Selvaraj e Pal (1982) registraram a atividade
crescente da respiragdo, com ocorréncia de um pico, durante o amadurecimento
do fruto, embora n&do tenham observado nenhuma mudanga expressiva na
firmeza da polpa e desverdeciamento da casca apoés o climatério.

Neste trabalho observam-se mudancas, principalmente, na coloracdo da
casca e na firmeza da polpa (Tabela 1) coincidentes com o pico de emissdo de
etileno, sem que a respiragdo apresentasse o padrdo climatérico tipico. A maxima
taxa respiratéria foi registrada no final do armazenamento dos frutos, quatro dias
ap6és o pico na producdo de etileno (Figura 1), quando as principais
transformag6es nos atributos fisico-quimicos ja haviam ocorrido. Estes resultados
sugerem que a auséncia de um pico na respiracdo talvez esteja ligada a
capacidade homeostatica mitocondrial e que os niveis de etileno observados e a
atividade respiratoria, ja seriam suficientes para estimular as transformacoes

bioquimicas (Romani, 1984). Apesar de ndo ter sido verificado o climatérico
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respiratorio neste trabalho, outros trabalhos na literatura, em alguns casos
utiizando a mesma metodologia de deteccdo de gases utlizada aqui,
identificaram um pico respiratorio durante o amadurecimento de frutos de mamao,
podendo este ser coincidente (Correia et al., 2011), anterior (Silva et al., 2003) ou
posterior (Jacomino et al., 2002) & maxima emissao de etileno.

O isolamento e a purificagéo das mitocondrias em percoll, na presenga de
BSA, permitiu a obtencdo de mitocondrias acopladas, com bons valores de
controle respiratorio, durante todo o tempo de armazenamento dos frutos. A
Tabela 2 mostra as taxas de consumo de O, e o0 CR das mitocdndrias isoladas da
polpa do maméo, ao longo do periodo de armazenamento.

O consumo de O, no estado 3 refere-se & respiracdo acelerada na
presenca de ADP e a respiracdo consecutiva, a partir do término da fosforilagéo
do ADP, refere-se ao estado 4. O controle de ADP sobre o consumo de O, é
indicativo do grau de acoplamento da fosforilagcdo oxidativa e é caracterizado pela
razdo entre a velocidade de respiragdo no estado 3 e no estado 4. Os valores do
CR variaram de 6,0 a 2,6, indicando que as preparagdes estavam boas, com bom
nivel de acoplamento das mitocéndrias na oxidagdo do malato e do glutamato
(Duque e Arrabaca, 1999; Mariano et al., 2004; Pinheiro et al., 2004; Mariano et
al., 2008). Os dados mostram que, com o amadurecimento do maméo, houve
uma tendéncia de reducdo no nivel de acoplamento das mitocéndrias, verificado
pela reducéo no CR (Tabela 2). E provavel que essa tendéncia esteja relacionada

a ativacao de rotas alternativas na CMTE (Mariano et al., 2004; 2008).
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Tabela 2. Taxa de consumo de O, nos estados 3 e 4 e controle respiratorio (CR)
de mitocondrias isoladas de polpa de frutos de maméao ‘Golden’ armazenados a
25 ° C, por até nove dias. Os dados se referem as médias + desvio padrao, de

trés diferentes preparagdes mitocondriais.

Tempo de Taxa de cons_uTo dgloz
armazenamento (nmol Op.min".mg") CR
(dias) Estado 3 Estado 4
0 109,0+ 2,0 18,1 +2,0 6,0+2,0
1 83,6 £6,0 15,7 +4,0 52+0,4
2 106,6 £ 5,0 33,920 3,1+£0,9
3 120,0+ 7,0 31,5+4,0 3,9+0,8
4 117,7 £ 10,0 351+£9,0 38x14
5 126,6 £ 4,0 47,2 +£6,0 28+0,8
6 140,6 + 6,0 53,3+9,0 26+0,2
9 204,8 + 10,0 81,2+10,0 26+04

No inicio do armazenamento a taxa respiratoria das mitocondrias no estado
3 foi de 109,09 nmol O,.min"".mg™ e no estado 4 de 18,18 nmol O..min"".mg™. A
tendéncia observada durante o armazenamento dos frutos foi de aumento na taxa
de consumo de O, das mitocéndrias, tanto na respiracdo sustentada pela sintese
de ATP (estado 3), quanto na respiragdo de repouso (estado 4) (Tabela 2). Este
padrdo confirma a tendéncia observada para a taxa respiratéria do fruto intacto
(Figura 2), onde a atividade respiratéria maxima foi verificada no nono dia de
armazenamento dos frutos.

O desacoplamento das mitocondrias resulta em menor resisténcia ao fluxo
de elétrons na CMTE, devido & reducdo no potencial de membrana (Vercesi,
2001; Kadenbach et al., 2010), levando a um aumento na oxidacdo de substratos
respiratorios e na taxa de reducdo de O,, o que justificaria as maiores taxas
respiratorias caracteristicas dos frutos climatéricos. O maméao, como um fruto
climatérico, se caracteriza por apresentar na fase de amadurecimento um
aumento na taxa respiratéria acompanhado de um pico na taxa de emissdo de
etileno, além de intencas transformacdes metabdlicas (Paull et al., 1999; Chen
and Paull, 2003; Silva et al., 2005; Azevedo et al., 2008). Neste trabalho néo foi
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observada a ocorréncia de um pico caracteristico na taxa respiratoria dos frutos
intactos, apenas na emissao de etileno (Figura 2). Apesar de ndo ter sido
verificado neste trabalho o pico caracteristico na taxa respitatoria, houve aumento
na respiragdo do fruto intacto ao longo do armazenamento (Figura 2) confirmado,
também, por um aumento na respiragdo das mitocondrias isoladas (Tabela 2).

O desacoplamento das mitocondrias se deve, entre outros, a atividade de
rotas alternativas na CMTE (Vercesi, 2006). O mesmo pode ser resultante da
atividade da AOX (Jarmuszkiewicz et al., 2001; Jastroch et al., 2010), estimulada
pelo etileno (Solomos e Laties, 1976), ou ainda pela agdo da UCP (Almeida et al.,
1999; Vercesi, 2001; Jastroch et al.,, 2010). Os dados obtidos neste trabalho
sugerem que o desacoplamento da respiragdo, durante o amadurecimento de
frutos de maméo, é devido provavelmente & acéo de duas vias desacopladoras,
envolvendo a atuagdo das proteinas AOX e UCP. Os resultados apresentados a
seguir revelam que a atividade destas proteinas, assim como a participacéo
relativa de cada uma no aumento da atividade respiratoria, € variavel com a
evolucao do amadurecimento do fruto.

A atividade da via respiratoria insensivel ao cianeto, resultante da atividade
da AOX, também foi avaliada durante o amadurecimento dos frutos de mamao. A
partir da taxa de consumo de oxigénio pelas mitocondrias isoladas foram feitas
estimativas da participagéo da via da COX e da AOX. Os resultados revelaram
qgue no inicio do armazenamento do mamao, cerca de 90% do consumo total de
O, das mitocdndrias extraidas da polpa dos frutos foram devidos a atividade da
COX, enquanto o restante, cerca de 10%, se deve a atividade da AOX (Figura 3).
Com o amadurecimento dos frutos observa-se uma tendéncia de diminuigcdo na
participagdo da COX, paralelamente ao aumento na participagdo da AOX,
chegando a 22 % a contribuicdo da via resistente ao cianeto, no consumo total de
Oz, no nono dia de armazenamento (Figura 3). Nao foi verificada respiracéo
residual, ndo relacionada com a atividade COX nem AOX, uma vez que a adicdo
de 20 pM de PG paralizou totalmente o consumo de O, pelas mitocondrias

isoladas.
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Figura 3. Participagdo das vias do citocromo c oxidase (COX) e da oxidase
alternativa (AOX) no consumo total de O, de mitocondrias isoladas de polpa de
frutos de maméao, armazenados a 25 °C por nove dias. As barras representam as
médias + desvio padrdo de trés diferentes prepara¢cdes mitocondriais. Os dados

relativos ao sétimo e oitavo dia de armazenamento foram perdidos.

O aumento na participacdo da via resistente ao cianeto no consumo total
de O, com o amadurecimento do fruto ja foi verificado também em outros frutos
climatéricos como a manga (Considine et al., 2001) e a mag¢éa (Duque e Arrabaca,
1999). No caso do maméao, a via resistente ao cianeto parece ser constitutiva nos
frutos (Vanlerberghe e Mcintosh, 1997), pois foi verificada atividade da AOX
desde o inicio do processo de amadurecimento (Figura 3). Em manga, os niveis
de AOX foram constantes durante quase todo o amadurecimento, sendo maximo
no fruto completamente maduro. Esse aumento foi correlacionado com o
incremento da respiragdo resistente ao cianeto (Kumar et al, 1990; Cruz-
Hernandez e Gomez-Lim, 1995), indicando que a atividade AOX esta relacionada
a resposta climatérica destes frutos. A atividade da AOX em frutos climatéricos

parece ser mesmo intrinseca ao desenvolvimento deste 6rgdo e, juntamente com
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a UCP, complementam a atividade da COX determinando a taxa de consumo de
O, (Vercesi et al., 2006).

Além da atividade AOX ser dependente do estadio de desenvolvimento do
fruto, essa enzima também responde de forma variavel em fung¢éo do 6rgdo em
que se encontra. Pinheiro et al. (2004) n&o verificaram atividade da AOX em
mitocondrias isodadas de tubérculos de batata armazenados a 28°C, ou apds um
dia de estresse por frio (4°C). Neste caso, a atividade AOX s6 foi observada
quando os tubérculos foram submetidos ao frio, por no minimo cinco dias, ou a
tratamento de envelhecimento artificial (imersédo em solugdo de CaSO, sob
agitagdo por 24 h). Segundo Dizengremel et al. (1982), a atividade da AOX em
tubérculos de batata parece ser estimulada de maneira dependente do tempo de
exposicao ao estresse.

O papel da AOX no metabolismo vegetal ainda ndo estd bem estabelecido,
a excecdo da funcdo termogénica em tecidos florais de algumas espécies de
Ar4ceas, onde essa enzima é responsavel pela geragdo de calor, usado para
volatilizar compostos aromaticos capazes de atrair insetos polinizadores durante o
desenvolvimento floral (Raskin et al., 1989). Também € atribuida & AOX a
capacidade de minimizar a geragdo de EROs, sob condi¢cbes de estresse, por
consumir mais rapidamente os eletrébns da CMTE, evitando-se assim que estes
possam ser utilizados para a reducgdo parcial do O, que formaria superdxido ou
radical hidroxila (Moller, 2001). Para Siedow e Umbach (2000), a AOX tem a
funcdo de ajustar o fluxo de elétrons da CMTE quando o metabolismo respiratério
é perturbado, sendo gerado um sobrefluxo de elétrons, nem sempre associado ao
aumento na producao de energia (ATP) nas mitocondrias. Segundo estes autores,
o sobrefluxo de elétrons é necessario para manter a ciclagem de esqueletos
carbbnicos através da glicolise e do ciclo dos acidos tricarboxilicos, quando a via
COX esta reprimida por algum fator de estresse, evitando-se dessa forma a auto-
oxidacgao da ubiquinona reduzida e a subsequente formagéo de EROs.

A participagdo da AOX na respiracdo dos frutos climatéricos e sua
correlagdo com os varios processos metabdlicos associados ao amadurecimento
de frutos precisam ser melhor compreendidos, podendo ser uma ferramenta Util
no desenvolvimento de métodos e procedimentos para prolongar a vida Util,
principalmente, de frutos climatéricos. Xu et al. (2011) aplicaram PG, um inibidor

especifico da acdo da AOX (Onda et al 2008), na pds-colheita do tomate e
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verificaram efeito desse como inibidor do amadurecimento dos frutos. A aplicagéao
do PG no tomate inibiu a taxa respiratoria e a produgéo de etileno dos frutos, além
de interferir em varios atributos ligados & qualidade do fruto, como coloracao,
firmeza e teor de sdlidos soluveis da polpa. Esses autores sugerem que, durante
0 amadurecimento dos frutos, a AOX teria agdo estimuladora na formacao de
etileno enddgeno, através do sistema 2 de producdo autocatalitica do etileno.
Assim, a aplicacdo do inibidor da AOX teria efeito sobre a produgéo autocatalitica
de etileno, retardando o amadurecimento dos frutos. Se isto realmente for
confirmado em outros frutos climatéricos e, a depender de como é a resposta em
frutos ndo climatéricos, pode estar ai uma “chave” importante na distingdo do
metabolismo respiratorio entre frutos climatéricos e ndo climatéricos.

ApoGs verificar a participacdo efetiva da via resistente ao cianeto no
consumo de O, buscou-se avaliar a capacidade maxima da oxidase alternativa.
Para isso, otimizou-se o meio de reacdo conforme descrito em material e
métodos. A Figura 4 mostra o consumo total de O, e aquele dado na presenca de
KCN, inibidor da COX. A taxa respiratéria total foi crescente durante o
armazenamento dos frutos, sendo mais elevada no nono dia, quando atingiu
110,2 nmol O,.min.mg™. J& a respiracéo resistente ao cianeto foi similar durante
0 armazenamento dos frutos, com exceg¢ao do primeiro dia, quando foi a mais
baixa entre todos os dias avaliados e no nono dia, quando foi maxima, chegando
a valores da ordem de 60,2 nmol O,.min™".mg™. A respiracéo resistente ao cianeto
no nono dia foi superior aos niveis verificados para a taxa respiratéria total dos

frutos durante os primeiros dias de armazenamento.
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Figura 4. Atividade respiratéria de mitocdndrias isoladas de polpa de frutos de
mamao armazenados a 25 °C, por até nove dias. O meio de reacdo foi
suplementado com 300 pM de propranolol, 1 mM de ditiotreitol (DTT) e 0,15 mM
de piruvato, para maxima atividade da AOX. Os dados representam a média +

desvio padrédo de trés ensaios independentes.

Enquanto a participagéo relativa da via resistente ao cianeto no consumo
total de O, em mitocondrias isoladas se mostrou crescente com O
amadurecimento do maméo (Figura 3), a capacidade da AOX se mostrou pouco
varidvel até o sexto dia de armazenamento, apresentando taxa média de
consumo de O, de 29,5 nmol Oz.min‘l.mg‘l (Figura 4). Entretanto, no nono dia de
armazenamento observou-se um aumento significativo na atividade da AOX, com
valor trés vezes maior que aquele verificado no inicio do armazenamento dos
frutos.

E sabido que a AOX de plantas € um homodimero, ativado por reducéo de
ponte dissulfeto entre os mondmeros (Umbach e Siedow, 1993; Day et al., 1995).
Segundo Siedow e Umbach (2000) o sitio de ativacdo da AOX € bastante
conservado nas suas diferentes isoformas. Porém, segundo esses autores a
diferengca mais marcante entre essas isoformas esti na sua regulagdo pos-
tradugdo. E provavel que, nas mitocondrias da polpa do mamio, o

amadurecimento avangado do fruto tenha aumentado a disponibilidade de
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piruvato ou succinato, regulando a AOX pds-traducédo (Siedow e Umbach, 2000),
determinando a diferenca na atividade da enzima (Figura 4).

A atividade da UCP nas mitocOndrias isoladas da polpa do maméao foi
investigada através do consumo de oxigénio e da determinacdo do potencial de
membrana na presenca de um indutor da proteina, o LA. A comprovacdo da
atuacdo da UCP foi feita a partir da adicdo de seus inibidores, BSA e ATP, ao
meio de reagdo contendo oligomicina e PG, respectivamente, inibidores da
sintese de ATP e da atividade AOX. Os resultados mostraram que na presenca
do LA houve aumento da taxa respiratoria e queda no potencial de membrana nas
mitocdndrias dos frutos ao longo do periodo de armazenamento (Figura 5, Tabela
3). Enquanto nos frutos recém-colhidos a taxa respiratoria na presencga de LA foi
de 70,4 nmol Oz.min'l.mg'l, apos cinco dias de armazenamento a mesma foi de
135,3 nmol O,.min".mg™* e 173,2 nmol O,.min":.mg™ nas mitocéndrias isoladas de
frutos armazenados por nove dias (Figura 5). Estes valores representam um
aumento na taxa respiratéria das mitocéndrias, com a participagdo da UCP, de
cerca de 93,0 % e 147,0 %, respectivamente, apds cinco e nove dias de
armazenamento do mamao.

Na Tabela 3 observa-se reducdo no A¥ no inicio do armazenamento dos
frutos, diminuindo de 146,76 mV no estado 3 para 122,39 mV, ap6s a adicdo do
LA. No quinto dia de armazenamento a queda no AY, em fungéo da adi¢do de LA,
foi de 174,78 mV para 142,26 mV, enquanto no nono dia a queda foi de 144,78
mV para 108,32 mV. Esses dados mostram redugdes no AY de 16,6%, 18,6% e
24,8%, respectivamente, no inicio (tempo 0 de armazenamento), no quinto e no
nono dia de armazenamento do maméao, como consequéncia da ativacdo da UCP
pela adicdo do LA. Esta queda crescente no AY estd associada ao aumento na
atividade da UCP, evidenciando o progressivo desacoplamento das mitocondrias
com o amadurecimento do maméo (Tabela 2). Uma vez que o fluxo de elétrons na
CMTE aumenta com o desacoplamento das mitocondrias, a maior atividade da
UCP observada com o amadurecimento do fruto contribuiu para o aumento na

atividade respiratoria verificada nos frutos intactos de maméo (Figura 2).
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Tabela 3. Potencial de membrana (AY) de mitocondrias isoladas de polpa de
frutos de maméo ‘Golden’, armazenados a temperatura de 25 °C, por nove dias.
Os dados se referem as médias * desvio padrdo de trés diferentes preparacdes
mitocondriais. Mito: se refere ao potencial inicialmente estabelecido ao se
adicionar mitocondrias isoladas ao meio de reacdo; + LA: adicdo de &cido
linoléico; + LA + BSA + ATP: adicédo de acido linoléico, seguida de BSA e ATP; +
LA + BSA + ATP + CCCP: adicdo de CCCP as adi¢des anteriores.

Tempo de Potencial de membrana - A¥Y (mV)
armafg{;i;“e”to | | Mito+LA+  Mito+LA+BSA+

Mito Mito+LA BSA+ATP ATP+CCCP
0 146,76 £+ 6,0 122,39+4,0 166,27 +50 131,95+7,0
1 153,08 +5,0 114,66+3,0 133,08+8,0 137,92+8,0
2 150,95+3,0 104,97+8,0 150,95+9,0 112,80+4,0
3 144,37 +4,0 108,85+5,0 147,37%5,0 124,82 + 7,0
4 147,33+5,0 109,19+4,0 147,33+6,0 111,11+ 9,0
5 174,78 + 8,0 142,26+7,0 184,45+7,0 101,52 £ 6,0
6 158,72 +7,0 112,92+6,0 153,58+50 127,58+5,0
9 144,78 + 6,0 108,32+8,0 142,45+4,0 85,02 +9,0

A posterior adigdo de BSA e ATP ao meio de reagéo resultou em aumento

significativo no AY destas mitocondrias, em muitos casos restaurando
completamente ou suplantando o AY registrado antes da adigdo de LA (Tabela 3).
A recuperacdo do AY apds a adicdo de BSA e ATP ocorreu em funcdo da
capacidade de energizacao da membrana ser restaurada apdés a inibicdo da UCP.
O BSA assim como os nucleotidios de purina (p.ex. ATP) s&@o conhecidos
inibidores da UCP (Vercesi et al., 1995; Costa et al., 1999), o que comprova a
participacdo dessa proteina na atividade respiratéria durante o amadurecimento
do mamao.

Estes dados mostram que entre o inicio e o quinto dia de armazenamento

do mamao houve aumentos mais expressivos na taxa respiratoria e quedas no
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potencial de membrana com a participagcdo da UCP (com a AOX inibida) (Figura
5, Tabela 3), do que aqueles verificados apenas com a participagdo da AOX,
quando a UCP estava inibida (Figura 4). Por outro lado, quando se compara o
aumento da taxa respiratéria entre o inicio e o nono dia de armazenamento, 0s
dados mostram que o maior aumento se deu quando foi estimulada a atividade da
AOX (Figura 4), em comparagdo ao aumento verificado quando esta via estava
inibida e a atividade da UCP era estimulada (Figura 5).

Estes resultados mostram a contribuicdo das duas proteinas, AOX e UCP,
para as taxas respiratorias das mitocondrias isoladas da polpa do maméao durante
0 seu amadurecimento. Porém, essas vias estdo atuando mais intensamente em
tempos distintos, iniciando principalmente pela UCP e seguindo com a AOX.
Sluse et al. (1998) também observaram diferencas na participacdo das duas
proteinas na respiracdo do tomate em funcdo do estadio de amadurecimento do
fruto, porém a ordem de atuacdo dessa proteinas foi inversa a observada em
mamao. Segundo aqueles autores, a atividade da AOX foi maior no inicio do
amadurecimento do tomate, enquanto que a UCP apresentou maior atividade na
fase final do amadurecimento, o que estaria associado a um concomitante
aumento na concentracdo de acidos graxos livres nos frutos de tomate.

A participagdo da UCP na atividade respiratdria das mitocondrias isoladas
da polpa do maméao também foi avaliada a partir da capacidade funcional da
proteina. A Figura 5 mostra uma representacdo dos tracados relativos a taxa de
consumo de O, das mitocondrias isoladas, utilizados para calcular a capacidade

funcional da UCP, conforme descrito em Material e Métodos.
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Figura 5. Consumo de O, em mitocOndrias isoladas de polpa de maméo
armazenado a 25 °C por até nove dias demonstrando a participagdo da UCP. (EO)
Frutos recém-colhidos antes de iniciar o armazenamento; Frutos armazenados
por um (E1), dois (E2), trés (E3), quatro (E4), cinco (ES), seis (E6) e nove dias
(E9). Designacdo de declividade (em negrito) refere-se a: (1) - respiragdo no
estado 3, representa a taxa respiratoria de mitocondrias acopladas; (2)

respiracdo no estado 4 na presenca de 10 pM delA, representa a taxa
respiratoria total da mitocondria que inclui o bombeamento de prétons para o
espago intermembranas pelos complexos |, 1l e IV com a participagdo da UCP
transportando prétons de volta para a matriz sem passar pela ATP sintase e (3) —
respiragcdo no estado 4 na presencga do BSA 0,5 % e ATP 0,1 mM, representa a

taxa respiratoria total da mitocondria com a UCP inibida.

Os resultados mostram uma tendéncia de aumento na capacidade
funcional da UCP com o amadurecimento dos frutos. A capacidade funcional da
UCP, dado pela diferenca entre a respiragdo com a participagdo da UCP
(declividade 2 na Figura 5) e a respiragdo com a UCP inibida (declividade 3 na
Figura 5), dos frutos no 1°, 5° e 9° dia de armazenamento foi de 38, 60 e 100 nmol
O..mint.mg™, respectivamente. De acordo com esses resultados € possivel
afirmar que houve um aumento de aproximadamente 58 % na capacidade

funcional da UCP ap6s 5 dias de armazenamento e de cerca de 163 % entre o
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inicio e o nono dia. Calegario et al. (2003) avaliaram a capacidade funcional da
UCP em diferentes temperaturas de armazenamento de tubérculos de batata. Os
autores observaram um aumento de 44 % na capacidade funcional da UCP
quando os tubérculos estavam armazenados a baixa temperatura. No caso do
mamado, o0 aumento mais intenso foi observado apdés nove dias de
amadurecimento dos frutos e deve estar correlacionado com o aumento do
desacoplamento mitocondrial, verificado pela reducéo nos valores de CR (Tabela
2) e pelas redugbes no AY em presenca de LA (Tabela 3). A pesar desses
resultados, a presenca de UCP nessas mitocondrias deve ser confirmada pelo
uso de anticorpos anti-UCP.

Os resultados aqui apresentados sobre as mudangas na respiracdo de
mitocOndrias isoladas com a participacdo da COX, da AOX e da UCP, durante o
amadurecimento do mamaéao, foram obtidos em condi¢cbes experimentais onde
pelo menos uma das vias alternativas (envolvendo UCP ou AOX) estava
bloqueada, enquanto a outra estava ativa. Nestas condi¢gbes, pode-se, por
exemplo, determinar a participagdo de cada uma dessas duas proteinas na
respiracdo mitocondrial total, como também inferir a respeito da capacidade de
determinada via. Na literatura ha relato mostrando a capacidade da UCP durante
o amadurecimento do tomate (Costa et al., 1999), um fruto climatérico, assim
como o mamao, onde os autores verificaram uma tendéncia crescente ao
desacoplamento com o amadurecimento do fruto. Dados semelhantes também
foram obtidos para a atividade da AOX em tubérculos de batata armazenados a
temperatura ambiente e sob refrigeragéo (Zhou e Solomos, 1998, Calegario et al.,
2003). Estes autores observaram que a baixa temperatura influenciou a atividade
respiratéria dos tubérculos de batata, com aumento na atividade da AOX e na
taxa respiratoria, semelhante ao obervado no presente trabalho com o
amadurecimento do mamao.

Nossos resultados mostraram que a emisséao de CO; e de etileno durante o
amadurecimento do mamao a temperatura de 25°C aumentou consideravelmente,
apresentando padrdo climatérico apenas para o etileno. A atuagdo da AOX
ocorreu paralelamente ao aumento na taxa respiratoria, enquanto a atuacdo da
UCP apresentou maior semelhanga com o ocorrido com a taxa de emissao de
etileno. O amadurecimento do mamé&o é uma etapa do desenvolvimento do fruto

onde ocorrem profundas transformagbes, por exemplo, na composicdo de
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acucares (Gomez et al., 2002), de pigmentos (Fonseca et al., 2007) e
constituintes de parede celular (Paull et al., 1999; Chen e Paull, 2003; Lazan et
al., 2004; Fontes et al., 2008; Thumdee et al., 2010). As rotas metabdlicas que
envolvem tais transformagdes dependem do fornecimento de estruturas organicas
derivadas do metabolismo respiratério. A necessidade crescente por novos
esqueletos carbdnicos justifica 0 aumento na taxa respiratéria, que pode estar
ligada ao aumento na producdo de etileno. Este aumento na demanda por
intermediérios da rota respiratoria pode ndo estar necessariamente associado ao
aumento na demanda por moléculas energéticas como o ATP. Como forma de
equilibrar a demanda por intermedidrios do metabolismo respiratorio e a
necessidade de producdo de ATP, a ativacdo das proteinas AOX e UCP é
fundamental para manter uma alta taxa de fluxo de elétrons na CMTE, com baixa
producéo de ATP. Isto justifica, portanto, 0 aumento significativo na capacidade
funcional destas duas proteinas, verificado durante o amadurecimento do mamao.
Dessa forma, pode-se sugerir que ambas as proteinas AOX e UCP podem ter
contribuido para o aumento da respiragdo dos frutos de maméo durante o seu
amadurecimento, em consonancia com o aumento da respiragdo observado nos
frutos intactos.

Tanto a UCP quanto a AOX sdo conhecidas também por terem a
expressdo elevada sob condi¢cBes de estresse abibtico por baixa temperatura,
baixa concentragdo de O,, aplicagdo éxogena de perdxido de hidrogénio (Zhou e
Solomos, 1998; Brandalise et al., 2003; Calegario et al., 2003; Boreck et al., 2005)
e por estresse bidtico (Hanging et al., 2010). Mais estudos sdo necessarios para
determinar a ligac&o funcional entre os dois sistemas de dissipacdo de energia,
envolvendo a UCP e a AOX, em mitocOndrias de plantas, especialmente durante
periodos tais como o amadurecimento dos frutos, quando o contetdo de acidos

graxos livres aumenta significativamente (Rouet-Mayer et al., 1995).
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4.1.6. Conclusao

Este trabalho confirma que o processo de amadurecimento de frutos de
mamaé&o resulta em transformagdes na firmeza da polpa, na coloragdo da casca,
na emissdo de etileno e na taxa respiratoria dos frutos. Verificou-se um pico
climatérico tipico apenas na emisséo de etileno, ndo sendo observado o mesmo
para a taxa respiratéria que aumentou continuamente até o final do periodo de
armazenamento. A respiracdo foi maxima no nono dia de armazenamento dos
frutos, quando os mesmos j& apresentavam a casca totalmente amarelada e
muito baixa firmeza de polpa. H& fortes evidéncias da participacdo da via
resistente ao cianeto e da proteina desacopladora mitocondrial no aumento da
atividade respiratoria do fruto. Os resultados indicam que a maior participacdo da
AOX ocorreu no final do amadurecimento, em estreita relagdo com o aumento da
taxa respiratdria, enquanto a atividade da UCP foi maior aos cinco e nove dias de
armazenamento dos frutos, indicando maior proximidade com o padrdo de

resposta verificado para a emissédo de etileno.
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4.2 Participacdo da oxidase alternativa e da proteina desacopladora na

conservacao de frutos de mamao pds-resfriamento

4.2.1. Resumo

Frutos de maméo ‘Golden’ no estadio verde maduro (fruto desenvolvido com
casca 100% verde) foram armazenados sob baixa temperatura (12°C) e umidade
relativa de 85%. ApO6s um periodo armazenamento sob baixa temperatura os
frutos foram transferidos para a temperatura ambiente (25°C), com o objetivo de
verificar se a baixa temperatura poderia induzir a atividade das rotas alternativas
na atividade respiratéria em mitocdndrias isoladas. Foram avaliadas a atividade
da AOX e da UCP. Os resultados mostraram um aumento da velocidade
respiratoria e desacoplamento na presenca de &cido linoléico, demonstrando a
participagdo da UCP. De modo geral, ndo foi observado um pico de producéo de
etileno e CO, nos frutos previamente refrigerados. Os resultados mostraram a
participacdo da via resistente ao cianeto e da proteina desacopladora mitocondrial
no aumento da atividade respiratoria do fruto, sendo varidvel com o tempo de
exposicao a refrigeragcdo. Os resultados indicam que a maior participagdo da AOX
e UCP ocorreu apo6s 20 dias de refrigeragdo, em estreita relacdo com o aumento
da taxa respiratéria nos frutos intactos, ao contrario da emissédo de etileno que
apresentou tendéncia de queda em igual periodo de armazenamento. Dessa
maneira é possivel afirmar que longos periodos de refrigeracdo podem afetar a
taxa respiratéria na medida em que promovem um estimulo da respiragdo no
periodo de prateleira, afetando diretamente o produto na fase final de

comercializagao.
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4.2. Involvement of alternative oxidase and uncoupling protein in the

conservation of papaya post-cooling

4.2.2 ABSTRACT

Fruits of papaya 'Golden’ in mature green stage (fruit developed with 100% green
bark) were stored at low temperature (12 ° C) and relative humidity of 85%. After a
period under low temperature storage the fruit were transferred to room
temperature (25 ° C), in order to verify that the low temperature could induce the
activity of the alternative routes in the respiratory activity in isolated mitochondria.
We evaluated the activity of AOX and UCP. The results showed an increase in
respiratory rate and uncoupling in the presence of linoleic acid, demonstrating the
involvement of CPU. Overall, there was one peak of ethylene production and CO2
in previously chilled fruit. The results show the involvement of the track resistant
cyanide and the uncoupling protein to increase the mitochondrial respiratory
activity of the fruit being variable with time of exposure to cooling. The results
indicate that the greater participation of AOX and UCP occurred after 20 days of
refrigeration, in close relation with the increase in respiratory rate in intact fruit,
unlike the emission of ethylene tended to fall in the same period of storage. Thus
we can say that long periods of cooling can affect the respiratory rate as an
incentive to promote breathing during shelf, directly affecting the product in the

final stages of commercialization.
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4.2.3. Introducéo

7

O mamdo é um fruto climatérico cujas transformacfes resultantes do
amadurecimento ocorrem rapidamente apds a colheita do fruto fisiologicamente
maduro. Estas transformacdes sdo desencadeadas pela producéo do etileno e
aumento da taxa respiratoria (Paull, 1993). Isso caracteriza 0 mamao como um
fruto com vida pés-colheita relativamente curta, o que faz com que o
prolongamento do tempo de prateleira destes frutos seja um fator de importancia
econOmica para a comercializagéo deste produto no mercado externo.

Dada essa alta perecibilidade, o controle do amadurecimento é
fundamental para o aumento na vida util apos a colheita do mamao, visando o
mercado interno e a exportagéo dos frutos. Dessa forma, estudos tém sido feitos
para ampliar o conhecimento dos processos bioquimicos envolvidos no
amadurecimento de frutos, com o objetivo de elucidar fatores passiveis de
manipulagéo, controle ou interferéncia, possibilitando modificagées que permitam
estender a vida util destes frutos.

O armazenamento refrigerado dos frutos de maméao tem sido empregado
como uma das principais estratégias para conservacdo (Nunes e Emond, 2003). A
redugdo na temperatura de armazenamento do fruto diminui a atividade
metabdlica, em geral, especialmente a respiratéria. O processo respiratério é
estritamente dependente da temperatura ambiente. Dentro da faixa bioldgica, uma
reducdo de 10°C na temperatura ambiente reduz a taxa respiratéria & metade

(Atkin e Tjoelker, 2003). Com a queda na atividade respiratoria, 0 metabolismo do
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fruto, de modo geral, também sera reduzido, consequentemente, 0 seu
amadurecimento, prolongando a sua vida-util.

A conservagao do fruto de maméo sob baixa temperatura pode ajudar a
estender sua a vida util. No entanto, ap0s a saida deste fruto da condigdo de
resfriamento, o0 que se observa é uma aceleracdo do processo de
amadurecimento com subsequentes transformagdes dos atributos de qualidade
dos frutos, como a perda da pigmentagédo verde da casca e a diminuigdo da
consisténcia da polpa (An e Paull, 1990). Isto faz com que o fruto perca, em muito
pouco tempo, qualidade para o consumo, além de dificultar a sua
comercializagdo, uma vez que se tornam mais susceptiveis a danos mecéanicos
quando da sua manipulacdo (Paull et al., 1997).

Por outro lado, sabe-se que a baixa temperatura pode alterar o
metabolismo respiratério em batata (Calegario et al., 2003; Pinheiro et al., 2004),
Vigna radiata (Gonzalez-Meler et al., 1999), maca (Duque e Arrabaga, 1999) e
tomate (Holtzapffel et al., 2002), intensificando a dissipagdo do gradiente
eletroquimico de prétons. Tal efeito estd relacionado & operacdo de “rotas
alternativas” como a respiragdo resistente ao cianeto, pela operacédo da AOX e a
atuacédo da UCP.

A UCP ou proteina desacopladora de plantas superiores foi isolada pela
primeira vez a partir de mitocondrias de tubérculos de batata e foi caracterizada
como uma proteina de 32 kDa (Vercesi et al., 1995; Laloi et al., 1997). Esta
proteina é semelhante & proteina desacopladora animal, atuando como
dissipadora do gradiente eletroquimico de prétons gerado pela atividade
respiratoria. A UCP é estimulada por acido linoleico e inibida por albumina de soro
bovino (BSA) ou por bases purinicas como o ATP, GTP, ADP e GDP (Jezek et al,
1996; Vercesi al et., 1998). Entre as fungfes fisiologicas da UCP estd uma
possivel acdo termogénica, além da participagdo na regulagdo da geracdo de
espécies reativas de oxigénio, como resposta as situagdes de estresse, como por
exemplo o frio (Vercesi et al., 2006).

A AOX é uma oxidase alternativa do ubiquinol resistente ao cianeto que
pode promover o fluxo de elétrons na CMTE, sem a participacdo da oxidase do
citocromo c. A sua atuagdo resulta na formagcdo de um menor gradiente
eletroquimico de prétons, com diminuicdo na producdo de ATP e consequente

liberacdo da energia sob a forma de calor. A atividade AOX pode ser inibida por
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acidos hidroxamicos como o SHAM e o PG (Day et al., 1995; Siedow e Umbach
1995; Wagner e Krab 1995; Vanlerberghe e Mcintosh 1997) e estimulada por
acidos organicos como o piruvato (Millar et al., 1996).

A AOX tem sido atribuida a participagdo na termogénese (Elthon e
Mcintosh, 1986), protecdo contra o estresse oxidativo mitocondrial em tubérculos
de batata armazenados a baixa temperatura (Calegario et al., 2003; Pinheiro et
al., 2004), em feijdo, Vigna radiata, (Gonzalez-Meler et al., 1999) e células de
tabaco (Vanlerberghe e Mcintosh, 1992), no amadurecimento de abacate
(Solomos e Laties, 1974; Moreau e Romani, 1982), de banana (Kumar e Sinha,
1992) e de manga (Kumar et al., 1990; Cruz-Herndndez e Gomez-Lim, 1995) e no
armazenamento de maga sob baixa temperatura (Duque e Arrabaga, 1999).

Segundo Duque e Arrabaca (1999), frutos de magéd apresentaram um
aumento (climatério) na taxa respiratéria quando armazenados a baixa
temperatura (4°C). Segundo esses autores, 0 aumento na respiragao dos frutos
sob baixa temperatura seria devido & ativacdo (atividade cinco vezes maior) da
AOX pelo frio.

Em mitocondrias isoladas de frutos de tomate, o nivel de proteina AOX
diminuiu com o amadurecimento da fruta (do verde para a fase de vermelho). Em
contraste, os niveis da UCP diminuiram a partir da fase amarela, sugerindo um
papel diferencial destas proteinas sobre o processo de amadurecimento pés-
colheita do tomate (Jezek et al., 1996; Almeida et al., 1999).

Trabalhos mostram que as duas rotas alternativas de desacoplamento da
CMTE, através da UCP e da AOX, sob condi¢cdes especificas, podem estar
atuando no mesmo oOrgdo (p.ex. o fruto), dependendo do estadio de
desenvolvimento deste, com regulagdo e eficiéncia distintas (Calegario et al.,
2003; Vercesi et al., 2006).

Em maméo alguns estudos tém fornecido informacdes sobre eventos
bioquimicos (Azevedo et al.,, 2008) e fenoldgicos (Pereira et al., 2009) que
ocorrem durante o amadurecimento do fruto, associados com as mudancas na
emissédo de etileno e na taxa respiratoria. Porém, ha uma caréncia de informacdes
na literatura a respeito da atividade respiratoria em mitocdndrias isoladas do fruto
do mamoeiro e a participagdo das rotas desacopladoras durante o
amadurecimento do fruto.

As informacbes obtidas a cerca do funcionamento das rotas
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desacopladoras em mitocondrias de maméo poderdo contribuir para um maior
entendimento do metabolismo respiratério em mamé&o, com possibilidade de
utiizacdo dessas informagBes para prolongamento da vida util dos frutos
armazenados.

O objetivo do trabalho foi verificar se o armazenamento de frutos de
maméo sob baixa temperatura poderia estar induzindo a atividade das rotas
desacopladoras, promovendo uma aceleragdo do processo respiratorio apos o
retorno a temperatura ambiente, contribuindo, dessa forma, para a reducao na

vida util destes frutos.

4.2.4. Material e Métodos

4.2.4.1. Material vegetal e condi¢cbes de armazenamento

Foram utilizados frutos de maméao ‘Golden’, procedentes de pomares
pertencentes a empresa Caliman Agricola S/A localizados em 19°15'S e
39°51°70” W na cidade de Linhares, ES. Os frutos foram colhidos no campo e,
apoés lavagem e selecdo na casa de embalagens, imediatamente transportados
para o Setor de Fisiologia Vegetal da UENF, em Campos dos Goytacazes (RJ), a
cerca de seis horas do local da colheita. Os frutos no estadio 0 de maturacao
(fruto desenvolvido com casca 100% verde) (Prates, 2005) foram armazenados
por 4, 12 e 20 dias a 12°C (x 2°C), em camaras com controle de temperatura e
umidade relativa (80% + 5%). Ao final de cada periodo de armazenamento a
baixa temperatura, os frutos foram transferidos para camaras a 25°C (+ 2°C) com
umidade relativa de 80% (+ 5%), sendo avaliados aos 0, 2, 4 e 6 dias de prateleira
(Figura 1). A progressdo do amadurecimento dos frutos foi caracterizada pela
emissao de gases CO; e etileno nos frutos intactos e através da andlise dos

atributos fisico-quimicos.
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4.2.4.2. Avaliacéo dos atributos fisico—quimicos

As medi¢Oes da coloracdo da casca do fruto foram realizadas utilizando um
colorimetro portatil (Chroma Meter, modelo CR-300, Minolta, Jap&o), registrando-
se as variaveis de cor dentro do espaco CIELAB: L*, a*, b* e o &ngulo de cor hue
(McGuire, 1992). A firmeza da polpa foi obtida por meio da resisténcia a
penetragdo, utilizando-se um penetrometro digital de bancada (Fruit Pressure
Tester, modelo 53205, TR, Italia), com corpo de prova de 8 mm. O teor de sélidos
soluveis (SS) foi determinado utilizando-se um refratbmetro portatil (Atago N1,

Franca) e os resultados expressos em °Brix.

4.2.4.3. Avaliagdes da emisséo de CO; e etileno

Para a quantificagdo da producgéo dos gases CO, e C,H, foi utilizado um
espectrémetro fotoacustico, acoplado a um analisador de gés no infravermelho.
Neste sistema as mudancas de pressdo sdo detectadas por um microfone
colocado no interior de um tubo ressonador da célula fotoacustica, através do qual
flui a amostra gasosa contendo as moléculas sob investigagdo. O sinal acustico é
produzido pela flutuagdo periddica de pressdo dentro da célula fotoacustica
(Corréa et al., 2011).

Individualmente os frutos foram colocados dentro de uma camara (porta
amostra) de cerca de 1,0 L, com o ar ambiente sendo utilizado como géas de
arraste a partir de monitoramento por controladores eletronicos.

Este fluxo passa pelo analisador de gas no infravermelho - URAS, para
medi¢do do conteddo de CO; e, posteriormente, por filtros contendo KOH e CaCl,
para eliminar CO, e &gua, respectivamente, no gas analisado. Antes de o gas
entrar na célula fotoacustica o mesmo passa através de uma armadilha de N,
liquido, evitando-se assim a interferéncia de tracos de gases. ApOs a passagem
pela célula fotoacustica o fluxo é langcado para o ambiente. Por meio dessa
montagem experimental € possivel monitorar simultaneamente a producdo de
etileno e de CO, em frutos intactos na ordem de partes por bilhdo (ppb),
apresentando a vantagem de medir os gases em tempo real, ndo havendo a
necessidade de acumulo do gas. (Corréa et al., 2005; Silva et al., 2005; Azevedo
et al., 2008; Pereira et al., 2009; Corréa et al., 2011).
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4.2.4.4. Isolamentos das mitocondrias

As mitocondrias foram isoladas a 4°C, utilizando-se cerca de 300g da polpa
dos mesmos frutos utilizados para as andlises fisico-quimicas. O tecido foi
homogeneizado em centrifuga (Juicer, modelo R16720, Walita, Brazil) em cerca
de 1,0 L de tampéo de isolamento [manitol 0,35 M, MOPS 50 mM, EDTA 3 mM,
Cys 8 mM, BSA 0,1% (p/v), PVP-25 0,4% (p/v), pH 7,4] sob agitac&o constante.
O homogenato foi filtrado através de quatro camadas de gaze e uma de Miracloth
(Calbiochem, CA, USA) e centrifugado a 1.500 g, por 15 min. O sobrenadante foi
centrifugado a 15.000 g, por 15 min, sendo o pellet ressuspendido em tampéo de
lavagem [manitol 0,35 M, MOPS 10 mM, EDTA 0.5 mM, BSA 0,1% (p/v), pH 7,2].
Esta suspenséo foi centrifugada a 1.000 g por 8 min, sendo o sobrenadante
novamente centrifugado a 9.000 g por 15 min para obtenc&o das mitocondrias no
precipitado.

Para a purificagcdo das mitocondrias foi utilizado um gradiente em percoll. O
precipitado coletado foi suspenso em 1 a 2 mL do tampéo de lavagem e vertido
sobre 30 mL de tampdao de purificagdo [percoll 22,5 % (v/v), manitol 0,6 M, MOPS
10 mM, BSA 0,5% (p/v), pH 7,2] sendo centrifugado a 12.000 g por 45 min. As
mitocdndrias purificadas foram coletadas com o auxilio de uma pipeta Pasteur, na
regido basal dos tubos, sendo diluidas aproximadamente dez vezes com tamp&o
de lavagem e centrifugadas a 10.000 g por 15 min. O procedimento seguiu 0
protocolo proposto por Duque e Arrabacga (1999), com modificagdes.

A concentracdo de proteinas foi determinada espectrofotometricamente a

595 nm como descrito por Bradford (1976), utilizando BSA como proteina padréo.

4.2.4.4.1. Atividade respiratoria

Foi utilizado 1 mg de proteina para determinagéo da atividade respiratoria
das mitocondrias isoladas pelo método poralografico usando um eletrodo de O,
tipo Clark (Hansatech, Respire 1, UK) em 1,0 mL de meio de reagdo [manitol 0,35
M, tampao fosfato 10 mM, KCI 10 mM, MgCl. 5 mM, BSA 0,5% (p/v), pH 7,2] a
temperatura de 25°C. Todo o ensaio foi realizado na presenca de ATP 200 uM,
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além de malato 10 mM e glutamato 20 mM como substratos oxidaveis. Apos a
adicdo de 100 nmoles de ADP ao meio de reagao foram registrados os estados 3
e 4 da respiragéo, evidenciando a capacidade fosforilativa das mitocondrias. Os
controles respiratérios calculados para as adicbes de 100 nmoles de ADP
variaram de 3,8 (4 dias a 12°C + 4 dias a 25°C) a 2,1 (20 dias a 12°C + 6 dias a
25°C), considerados bons indices para mitocondrias vegetais (Duque e Arrabaca,
1999; Pinheiro et al., 2004; Mariano et al.,, 2008), o que demonstra boas
preparagdes mitocondriais.

A avaliagdo da via respiratéria resistente ao cianeto foi obtida através da
atividade da oxidase alternativa a partir da medicao da taxa de consumo de O, na
presenca de KCN 3 mM em mitocondrias no estado 4 de fosforilagdo (Duque e
Arrabacga, 1999).

A capacidade de AOX foi avaliada utilizando o meio de reagdo descrito
acima, suplementado com 2,5 pug de oligomicina e 300 uM de propranolol para
inibir a ATP-sintase e o canal anibnico celular, respectivamente (Beavis e Vercesi,
1992; Martins et al., 1993; Calegario et al., 2003), além de adi¢cdes de 1 mM de
DTT e 0,15 mM de piruvato para ativar a AOX (Wagner et al., 1995) e BSA 0,5%
(p/v) para inibir a atividade da UCP. A inibicdo da citocromo oxidase se deu a
partir da adigdo de 3 mM de KCN ao meio de reacgdo, enquanto a adicdo de 20
MM de PG visou a inibicdo da AOX.

Obtidos os tragados e calculadas as taxas de consumo de O, das
mitocOndrias isoladas, foram calculados os percentuais da respiragéo total e da
respiragcao resistente ao cianeto para efeito de comparagédo entre as vias de
consumo de O..

A capacidade de UCP foi medida usando-se 5 mg de proteina mitocondrial
em 1,0 mL de meio de reagdo sem BSA suplementado com 300 pM de
propranolol e 20 uM de PG pelas mesmas razdes descritas anteriormente. A este
meio de reagdo foram adicionados 2,5 pg de oligomicina e 20 pM de
atractilosideo, bloqueadores da ATP-sintase e do transportador de membrana
ADP/ATP, respectivamente, além de 10uM de LA para promover a atividade da
UCP (Mariano et al., 2008). Para inibir a atividade da UCP foram adicionados BSA
0,5% (p/v) e ATP 1 mM. Finalmente, para promover o completo desacoplamento
da mitocondria foi adicionado 5 pM de Cianeto de Carbonil Meta-Clorofenil

Hidrazona (CCCP) ao meio de reagao (Almeida et al., 1999).
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4.2.4.5. Avaliacéo do potencial elétrico de membrana

O potencial elétrico de membrana (AY) foi determinado utilizando um
eletrodo de cloreto de tetrafenilfosfénio (TPP™), construido no Setor de Fisiologia
Vegetal do LMGV/UENF, de acordo com Kamo et al. (1979). Para as avaliagdes
foram utilizadas 5 mg de proteina mitocondrial em 1,0 mL de meio de reagdo sem
BSA, suplementado com 2,5 ug de oligomicina, 300 uM de propranolol, 20 uM de
atractilosideo e 20 puM de n-propilgalato. Durante o registro do potencial de
membrana foram adicionados ao meio de reagdo 10 uM de LA para induzir a
atividade da UCP, seguido de BSA 0,5% (p/v) e 1 mM de ATP para inibir a
atividade da UCP, além de 5 pM de CCCP para promover o completo

desacoplamento mitocondrial.

4.2.4.6. Andlises estatisticas

Os dados experimentais foram submetidos & analise de variancia e ao teste
de Tukey para a comparagdo das meédias. Foram considerados estatisticamente

significativos os valores comparados em nivel de significancia p < 0,05.

4.2 .3. Resultados e Discussao

A evolugédo do amadurecimento do maméo sob baixa temperatura a 12°C,
seguido do periodo de prateleira a 25°C foi acompanhada pela analise dos
parametros de cor L', a* b* e angulo hue, firmeza da polpa e teor de SS, como
apresentado nas Figuras 1, 2 e 3, respectivamente. Os dados apresentados aqui
mostram uma diminuicdo do angulo hue durante o armazenamento dos frutos,

que evidencia a evolugado da cor da casca do verde para o amarelo (Figura 1 e 2),
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confirmada pelo aumento dos valores dos parémetros a* e b* que também
mostram a perda da coloracdo verde e o0 amarelecimento da casca,
respectivamente, durante o amadurecimento do mamao. Foi observado também
um aumento da luminosidade da casca, dado pelo indice L (Figura 2). Durante o

amadurecimento dos frutos a média dos valores de L foi superior a 50, em todos

os periodos de armazenamento, o que corresponde a cores claras.

Controle (1°dia de experimento) 4diasa12°C+0diasa25°C 4 dias12°C + 2 dias 25°C

Controle (1°dia de experimento} 12 dias a 12 °C + 0 dias a 25 °C 12dias12°C+2dias 25°C

Controle (1°dia de experimento) 20 dias a12°C + 0 dias a 25 °C 20 dias12° C + 2 dias 25° C 20 dias12°C + 4 dias 25°C 20 dias12°C+6 dias 25°C

Figura 1. Imagens fotograficas da visdo geral dos frutos ap6s o armazenamento a
temperatura de 12°C e durante o periodo de prateleira a que os frutos foram

submetidos.

Nos frutos armazenados por 4 dias sob baixa temperatura, os parametros
a* e angulo de cor hue indicaram uma maior retencdo de coloragcédo verde em
relacéo ao controle (Figura 1 e 2). Nestes frutos o angulo de cor hue apresentou
maiores valores. Esta mesma resposta foi observada também nos frutos
armazenados por 12 dias sob baixa temperatura. Entretanto, quando estes frutos
foram armazenados por 20 dias sob baixa temperatura, observou-se uma reducao
na perda de coloracdo verde. Para os parametros a* e b* os valores indicam
mudanca em todos os periodos de armazenamento em relacdo ao controle,
indicando que o tempo de armazenamento influenciou na perda de coloragéo
verde, assim como redugdo nos valores do angulo hue, indicando intenso
processo de amarelecimento da casca (Figura 2). Esses dados estdo proximos
aqueles mencionados na literatura, confirmando a variagdo de tonalidade da

casca do mamao do verde para o amarelo brilhante, durante o amadurecimento
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dos frutos de mamoeiro (Oliveira et al., 2002; Hernandez et al., 2006; Souza et al.,
2009; Pereira et al., 2009), ou o amadurecimento da banana (Lima et al., 2005) e
da manga (Hofman et al., 2001).
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mamoeiro ‘Golden’ armazenados por 4, 12 e 20 dias sob baixa temperatura a
12°C, com amostragens aos 0, 2, 4 e 6 dias de prateleira a 25°C. O controle
representa os frutos avaliados no primeiro dia de coleta. Barras verticais indicam

o desvio padrao da média

A mudanca na coloragéo da casca do fruto, do verde para o amarelo, € um
evento tipico que ocorre durante a fase de amadurecimento do fruto do mamao.
Alteracbes na pigmentacdo da casca durante essa fase envolvem, entre outros, a
degradacéo das clorofilas e a biossintese de carotenoides (Wills e Widjanarko,
1995; Mendonga et al., 2003).

O teor de SS aumentou com o tempo de armazenamento, oscilando entre

10,0 °Brix a 12,6 °Brix (Figura 3A). Estes resultados sdo semelhantes aqueles
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observados por Souza et al. (2009), que verificaram também pouca variagao
neste atributo durante o amadurecimento do maméao. O teor de SS fornece uma
estimativa da proporcao de acgulcares solUveis contidos na polpa do fruto (Aevedo
et al.2008). Em média, o teor de SS dos frutos estava de acordo com o que
preconiza Almeida et al. (2003), que sugerem que o mamao, em geral, deva
atingir pelo menos 11,5 °Brix, para manutencao da qualidade para exportacao.

A perda da firmeza aliada a mudanca da coloragéo € a transformacéo mais
caracteristica que ocorre durante o amadurecimento em frutos de mamao, um
importante atributo de qualidade das frutas (Lazan et al., 1987; Pereira et al.,
2009). Na Figura 3B, observa-se que o armazenamento dos frutos por 4 dias sob
baixa temperatura retardou a perda da firmeza da polpa do fruto, o qual
apresentou valor de 80,72 N, no tempo O de prateleira. No entanto, a partir do
segundo dia de prateleira ocorreu um decréscimo significativo deste atributo, que
apresentou valores abaixo de 4,0 N. Os frutos armazenados sob baixa
temperatura por periodos mais longos que 4 dias ndo mostraram efeito na
retencdo da firmeza. Em todos estes frutos observou-se a rapida perda da firmeza

chegando a valores abaixo 3,0 N, indicando o rdpido amolecimento da polpa.
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Figura 3. Teor de soélidos soluveis (A) e firmeza da polpa (B) em frutos de
mamoeiro ‘Golden’ armazenados por 4, 12 e 20 dias sob baixa temperatura a
12°C, com amostragens aos 0, 2, 4 e 6 dias de prateleira a 25°C. O controle
representa os frutos avaliados no primeiro dia de coleta. Barras verticais indicam

o0 desvio padrdo da media.

A perda da firmeza dos frutos de maméo ocorre principalmente devido a
ruptura celular e & atividade enzimética. A ruptura celular pode resultar no colapso
da membrana desencadeando reagbes como amolecimento. Este amolecimento
da polpa do fruto se da em funcdo da ativagcdo de enzimas que promovem a
degradagdo da parede celular, tais como pectinametilesterase (PME, EC
3.2.1.11), endopoligalacturonase (endoPG, EC 3.2.1.15), endoglucanase (EGase,
EC 3.2.1.4), B-xilosidase (EC 3.2.1.37), B-galactosidase (B-Gal, EC 3.2.1.23) e
endo-1,4-B-xylanase (EC 3.2.1.8) (Paull e Chen, 1983; Paull et al., 1999; Chen e
Paull, 2003; Lazan et al., 2004; Owino et al., 2004; Fontes et al., 2008; Thumdee
et al., 2010; Oliveira e Vitoria, 2011). Estas enzimas podem ser ativadas em
resposta ao aumento da emisséo de etileno e da respiragéo.

O acompanhamento da taxa de emissdo do etileno é essencial para a
definicdo do climatério (Saltveit, 1999). Na Figura 4 € possivel observar um
aumento considerdvel na taxa de emissdo de etileno nos frutos de maméo
armazenados por 4 dias a 12°C. Nestes frutos, a emissdo do etileno aumentou
cerca de trés vezes entre 0 2° e 6° dia de prateleira, apresentando valores de 0,54
uL.h kg™ e 1,76 pL.h" kg™, respectivamente. A partir destes resultados, néo é
possivel identificar claramente a ocorréncia de um pico da emissdo do etileno,
mas sim que ocorreu um aumento significativo na emissdo deste hormonio,
coincidindo com as transformagfes mais marcantes observadas nos atributos
fisico-quimicos do mamé&o, como o amarelecimento da casca (angulo hue abaixo

de 90 °h) e a perda de firmeza da polpa.
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Figura 4. Taxa de emissédo de etileno em frutos de maméo ‘Golden’ mantidos por
4, 12 e 20 dias sob baixa temperatura a 12°C com amostragens aos 0, 2, 4 e 6
dias de prateleira a 25°C. O controle representa os frutos avaliados no primeiro

dia de coleta. Barras verticais indicam o desvio padréo da média .

Nos frutos armazenados por 12 dias sob baixa temperatura, a emisséo de
etileno aumentou em relagdo ao controle, entretanto permaneceu constante ao
longo dos seis dias de prateleira, apresentando valores entre 0,31 pL.h kg™ e
0,58 pL.h™.kg™?, no inicio e final do armazenamento a 25°C. Quando os frutos
foram armazenados por 20 dias a 12 °C observou-se uma maior queda na taxa de
emisséo de etileno no 6° dia de prateleira, apresentando valores entre 0,38 pL.h’
'kg' e 0,12 pyL.h™" kg™, no inicio e final do armazenamento a 25°C ao longo dos
seis dias de prateleira. Estes dados demonstram que 0 armazenamento dos frutos
a baixa temperatura por periodos mais longos, pode ter sido eficiente em retardar
a emissao de etileno (Figura 4).

Estes resultados corroboram com Souza et al. (2007), que verificaram o

efeito da baixa temperatura inibindo a producédo de etileno nos frutos de maméao



70

"Golden’. Segundo os autores, a interrup¢cdo na producdo de etileno por um
determinado tempo através da baixa temperatura, afeta a sensibilidade dos
receptores celulares, impedindo assim, a produgéo de etileno quando os frutos
sdo armazenados posteriormente & temperatura ambiente.

No presente trabalho a manutencdo ou redugéo na producdo de etileno
observada nos frutos armazenados a baixa temperatura por 12 e 20 dias pode
estar relacionada a formacdo de poucas moléculas receptoras ou a nédo ativacao
destas moléculas em frutos. Bron (2006) e An e Paull (1990) também observaram
esse padrédo de resposta em mamdao. Fonseca et al. (2006) em estudo de
emissdo de etileno e CO, nos frutos de mamao, verificaram que a baixa
temperatura per se, foi suficiente para retencdo do metabolismo dos frutos
durante o armazenamento, inibindo a producéo de etileno.

A taxa de emissdo de CO, também n&o apresentou pico caracteristico
(Figura 5). Observou-se, contudo, uma tendéncia de aumento na emissédo desse
gas nos frutos armazenados nos distintos periodos sob baixa temperatura. A
emissdo de CO, foi de 12,08 mL.h™".kg™* no tempo 0 e 23,96 mL.h™".kg*no 6° dia
de prateleira, em frutos refrigerados por 4 dias e 17,43 mL.h"".kg™" e 32,98 mL.h°
' kg, em igual periodo de prateleira, respectivamente, quando os frutos foram
refrigerados por 20 dias. Estes resultados mostram que o periodo de resfriamento
dos frutos atuou de forma a acelerar a taxa respiratoria, quando estes frutos foram
transferidos para a temperatura ambiente. Entretanto, observou-se uma queda na
emissao de CO; a partir do segundo dia de prateleira, quando os frutos foram
previamente refrigerados por 12 dias. Neste caso, a taxa de emissdo de CO,
variou de 24,92 mL.h'.kg* para 16,96 mL.h*.kg' entre 0 2° e 0 6° dia de
prateleira, respectivamente (Figura 5), mostrando que este periodo de
armazenamento sob baixa temperatura foi eficiente na redugdo da taxa

respiratoria.
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Figura 5. Taxa de emissdo de CO; em frutos de mamao ‘Golden’ mantidos por 4,
12 e 20 dias sob baixa temperatura a 12°C, com amostragens aos 0, 2, 4 e 6 dias
de prateleira a 25°C. O controle representa os frutos avaliados no primeiro dia de

coleta. Barras verticais indicam o desvio padrdo da média.

Estes resultados mostram que a emissao de etileno aumentou em relagao
ao controle, mas se manteve constante durante o periodo de prateleira a medida
que a taxa respiratdria foi reduzida quando os frutos foram mantidos por 12 dias
armazenados sob refrigeragédo. Resultados similares foram verificados por Abou
et al. (1975) e Souza et al, (2007), que observaram uma queda da taxa
respiratéria e da emissdo de etileno no amadurecimento de frutos de mamaéo
armazenados a baixa temperatura por periodos similares ao obsevado no
presente trabalho. An e Paull (1990) observaram que mamdes armazenados a
10°C por 14 dias amadureceram mais rapidamente quando expostos a
temperatura ambiente. Dessa forma, € possivel afirmar que as emissdes de

etileno e de CO, em frutos armazenados a baixa temperatura, respondem de
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maneiras diferenciadas, podendo ocorrer aumento ou queda na emisséo desses
gases dependendo do tempo de exposi¢do a baixa temperatura.

Conforme verificado pelo presente estudo, o0 emprego da baixa temperatura
pode modificar a fisiologia do amadurecimento do maméo, variando de acordo
com o tempo de exposicdo a temperatura baixa, podendo ocorrer varias
transformag6es fisico-quimicas como a mudanca da cor verde da casca (Figura 1
e Figura 2) e a rapida perda da firmeza da polpa (Figura 3), como foram
demonstradas neste trabalho e nos relatos de An e Paull (1990).

Os resultados apresentados a seguir revelam que o aumento da atividade
respiratoria também é varidvel com o tempo de exposicdo a baixa temperatura e
que rotas alternativas da respiracdo celular podem estar envolvidas neste
processo, aumentando a respiragdo nao fosforilativa e alterando o metabolismo
dos frutos.

O isolamento e a purificagéo das mitocondrias em percoll, na presenca de
BSA, permitiu a obtencdo de mitocondrias acopladas, com bons valores de
controle respiratorio, durante todo o tempo de armazenamento dos frutos. A
Tabela 1 mostra as taxas de consumo de O, e o CR das mitocondrias isoladas da
polpa do maméo, ao longo do periodo de armazenamento. Os valores do CR
variaram de 3,8 a 2,1, indicando que as preparacdes estavam boas, com bom
nivel de acoplamento das mitocéndrias na oxidagdo do malato e do glutamato
(Duque e Arrabaca, 1999; Mariano et al., 2004; Pinheiro et al., 2004; Mariano et
al., 2008).

No inicio do armazenamento, a taxa respiratoria das mitocéndrias no
estado 3 foi de 81,91 nmol O,.min.mg™* e no estado 4 de 29,70 nmol O,.min™.mg"
! A tendéncia observada durante o periodo de prateleira dos frutos foi de
aumento na taxa de consumo de O, das mitocOndrias, tanto na respiragcao
sustentada pela sintese de ATP (estado 3), quanto na respiracdo de repouso
(estado 4), quando os frutos foram armazenados a 12°C por 4 ou 12 dias (Tabela
1). Por outro lado, observou-se queda do consumo de O, das mitocOndrias
isoladas da polpa dos frutos durante o periodo de prateleira, quando estes frutos
foram armazenados por 20 dias a 12°C. Nestas condigbes, observa-se uma
diminuicdo da taxa de consumo de O, de 148,0 nmol Oz.min'l.mg'l para 92,0 nmol
0O,.mint.mg™*no estado 3 e 48,0 nmol O,.min".mg™ para 44,0 nmol O,.min"".mg™*

no estado 4 entre o inicio e final do periodo de prateleira.
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Neste trabalho ndo foi observada a ocorréncia de um pico caracteristico na
taxa respiratéria e na emissdo de etileno dos frutos intactos (Figuras 4 e 5).
Entretanto, houve um aumento da respiragdo que nao foi uniforme, sendo variavel
de acordo com o tempo de exposicdo dos frutos a baixa temperatura. Nas
mitocondrias isoladas observou-se uma tendéncia de aumento da respiragao
similar aquela observada nos frutos intactos, apenas aos 4 dias de
armazenamento sob baixa temperatura. Por outro lado, ap6s 20 dias de
armazenamento & baixa temperatura, enquanto a respiracdo do fruto intacto
aumentou, ocorreu uma queda da respiragdo nas mitocondrias isoladas, seguido
por uma tendéncia de reducdo no nivel de acoplamento das mitocondrias,
verificado pela reducdo nos valores do CR (Tabela 1). E provavel que essa
tendéncia observada esteja relacionada a ativagédo de rotas alternativas na CMTE
(Mariano et al., 2004; 2008). Estes resultados sé@o surpreendentes considerando
que o mamao, como um fruto climatérico, se caracteriza por apresentar um
aumento na taxa respiratéria acompanhado de um pico na taxa de emissdo de
etileno, além de intencas transformagfes metabdlicas durante a fase de
amadurecimento (Paull et al., 1999; Chen e Paull, 2003; Silva et al., 2005;
Azevedo et al., 2008), o que nao foi observado ubiquamente no presente trabalho

em todos os tempos de armazenamento.
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Tabelal: Taxa de consumo de O, nos estados 3 e 4 e controle respiratorio de
mitocdndrias isoladas de polpa de maméao ‘Golden’ pré-armazenados por 4, 12 e
20 dias sob baixa temperatura a 12°C, com amostragens aos 0, 2, 4 e 6 dias de

prateleira a 25°C.

Taxa de consumo de O,

Tempo de Tempo de > )
refrigeracdo a  prateleira (nmol O, min™. mg™)
12 °C (dias) a 25 °C (dias) Estado 3 Estado 4 CR

Controle Controle 66,7 +8,0 24,4 +6,0 2,8+0,3

0 81,0+£9,1 29,0x7,3 29+£04

4 2 71,0+£8,2 28,0+6,3 26+0,3

4 130,0£ 3,0 50,0+ 7,0 3,8x£0,2

6 112,0£5,0 48,0+ 5,0 2,403

0 73,0+£1,2 33,027 2,2%x0,1

12 2 90,0 £ 3,6 36,0x1,0 25x£0,1

4 112,0£1,0 540+£1,0 2,1+0,1

6 129,0+£1,8 58,0+1,0 2,2%x0,1

0 148,0 £ 8,8 48,0+ 2,8 3,1£0,1

20 2 133,0£0,9 540+£1,0 25x0,1

4 104,0£0,9 440+£0,5 2,4x0,1

6 920+55 440+0,9 2,101

A atividade da via respiratoria insensivel ao cianeto, resultante da atividade
da AOX, foi avaliada durante o amadurecimento dos frutos de maméao submetidos
a baixa temperatura. A partir da taxa de consumo de oxigénio, foram
determinadas estimativas da atividade da COX e daAOX, conforme apresentado
na Figura 6. Os resultados mostraram que houve uma pequena redugdo da
respiragao pela via COX e um pequeno aumento da respiragéo pela via AOX do
mamao apis o armazenamento sob baixa temperatura, quando os mesmos foram
transferidos para a temperatura ambiente. Cerca de 70% do consumo total de O,
das mitocondrias extraidas da polpa dos frutos foi devido a atividade da COX e o
restante (30%) foi devido a AOX (consumo de oxigénio na presenca de 3 mM de
KCN (Figura 6)). Entretanto, quando o tempo de armazenamento refrigerado foi
de 20 dias, houve uma queda do consumo O; pela via COX e subsequente
aumento no consumo de O, em fungdo da AOX (40%) no quarto dia de prateleira,

quando comparado com o controle. Estes resultados confirmam os dados
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apresentados na Tabela 1 que indicam menor acoplamento das mitocondrias
isoladas nos frutos armazenados por longos periodos, sugerindo a possivel
relacdo com o aumento da via AOX a semelhanca do observado por Mariano et
al. (2004; 2008), ativadas ou induzidas pela baixa temperatura (Ducet e Gauvrit
1977; Dizengremel et al., 1982; Duque e Arrabaca, 1999; Calegario et al., 2003;
Pinheiro et al., 2004).

Il Controle

100 - 100 - I 4dias12°C
[ 112 dias 12 °C

i _ EZ22420 dias 12°C
80 80
60 % % 60 -
40 40 |
r
20 - 20
0+ | T | [}_j | | T |

Controle 0 2 4 5] Controle 0 2 4 5]

)

Atividade da via COX (%)
Alividade da via AOX (%)

Tempo de prateleira a 25°C (dias)

Figura 6. Atividade respiratéria de mitocdndrias isoladas de polpa de frutos de
mamoeiro ‘Golden’ armazenados por 4, 12 e 20 dias sob baixa temperatura a
12°C, com amostragens aos 0, 2, 4 e 6 dias de prateleira a 25°C. O controle
representa os frutos avaliados no primeiro dia de coleta. Barras verticais indicam

o desvio padrao da média.

Apb6s verificar a participacdo efetiva da via resistente ao cianeto no
consumo de O,, buscou-se avaliar a capacidade maxima da oxidase alternativa.
Para isso, otimizou-se o0 meio de reacdo conforme descrito em material e
métodos. A atividade respiratéria das mitocondrias se mostra resistente ao

cianeto, apresentando sua capacidade aumentada pelos ativadores. A partir



76

desses ensaios pode-se comprovar a atividade da AOX com adicdo do seu
inibidor especifico, n-propylgalato (Siedow e Girvin 1980; Onda et al 2008).

A Figura 7 mostra que a capacidade méxima da AOX das mitocdndrias dos
frutos de mamao armazenados sob baixa temperatura por 20 dias, foi cerca de
duas vezes maior que nas mitocondrias dos frutos armazenados aos 4 e 12 dias,
imediatamente apos a retirada desses frutos do armazenamento refrigerado. A
partir do segundo dia, observou-se aumento da capacidade desta via nos frutos
armazenados por 4 e 12 dias, com aumentos, respectivos, de aproximadamente
55% e 40 % aos seis dias de prateleira. Estes dados indicam que a participagao
da via resistente ao cianeto no consumo total de O, em mitocdndrias isoladas foi
estimulada com o amadurecimento do mamao, quando estes sao submetidos a
baixa temperatura por longo periodo de armazenamento (Figura 7).

A intensificacdo da via AOX deve ter sido a responsavel pelo aumento da
respiragdo nos frutos intactos e subsequente aumento na velocidade das
transformagfes nos atributos de qualidade (Figuras 2 e 3), que resultam na

depreciagéo dos frutos.
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Figura 7. Atividade respiratoria da oxidase alternativa em mitocondrias isoladas
de polpa de frutos de mamoeiro ‘Golden’ armazenados por 4, 12 e 20 dias sob
baixa temperatura a 12°C, com amostragens aos 0, 2, 4 e 6 dias de prateleira a
25°C. Os valores sdo as médias + desvio padrdo de trés repeticdes, de trés

diferentes preparacdes mitocondriais.

O aumento da temperatura em frutos climatéricos durante o
amadurecimento tem sido atribuido & atividade de AOX (Kumar e Sinha, 1992).
Alguns trabalhos tém mostrado o aumento da via AOX durante o
amadurecimento em frutos climatéricos (Duque e Arrabaca, 1999; Considine et
al., 2001), respondendo de forma variavel em funcdo do tempo de exposicdo a
baixa temperatura (Duque e Arrabaca, 1999; Holtzapffel et al., 2002). Esta
resposta também tem sido relatada em tubérculos de batata (Calegario et
al.,2003; Pinheiro et al., 2004). Segundo Dizengremel et al. (1982), a atividade
AOX em tubérculos de batata, parece ser estimulada de maneira dependente do
tempo de armazenamento, a semelhanca do que foi observado no mamao (Figura
7), apresentando aumento na sua atividade, principalmente quando os frutos

foram armazenados por longos periodos a baixa temperatura.
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A atividade da UCP nas mitocondrias isoladas da polpa do maméao foi
investigada através do consumo de oxigénio e da determinacdo do potencial de
membrana na presenca de um indutor da atividade da proteina, o LA. A
comprovacao da atuacdo da UCP foi feita a partir da adicdo de seus inibidores,
BSA e ATP, ao meio de reacdo contendo oligomicina e PG, respectivamente,
inibidores da sintese de ATP e da atividade AOX. Os resultados indicam que, na
presenca do LA houve aumento da taxa respiratoria e queda no potencial de
membrana nas mitocondrias dos frutos, em todas as amostragens realizadas
(Tabelas 2 e 3).

A Tabela 2 mostra que houve um aumento na taxa respiratoria das
mitocdndrias isoladas dos frutos de maméo apds a adicdo de 10 mM de LA, em
todas as situagbes amostradas. Aos 4 dias de refrigeracdo o consumo de O, foi
de 80 nmol O,.mint.mg™*, na taxa respiratéria inicial, para 144 nmol O,.min*.mg™
na taxa respiratoria induzida pelo LA, imediatamente apds a retirada da baixa
temperatura, sem grandes alteragdes constantes até o periodo final do periodo de
prateleira. Aos 20 dias de pré-refrigeracdo, verificou-se um incremento mais
acentuado no consumo de O, tanto na taxa respiratoria inicial que foi de 81,8
nmol O,.min"".mg™?, como na taxa respiratéria induzida pelo LA que foi de 200
nmol O,.min".mg™, apds 4 dias de prateleira (Tabela 2). Em praticamente todos
os periodos de armazenamento a taxa respiratoria inicial foi reduzida pela adi¢cao

de BSA e ATP que atuaram como quelantes do LA.
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Tabela 2. Consumo de O, de mitocdndrias isoladas de polpa de frutos de maméao ‘Golden’ pré-armazenados por 4, 12 e 20 dias sob
baixa temperatura a 12°C, com amostragens ao 0, 2, 4 e 6 dias de prateleira a 25°C, em presenga de ativadores e ou inibidores da

UCP. Os dados se referem as médias + desvio padrdo de trés diferentes prepara¢gdes mitocondriais. ’

Tempo de Tempo de Taxa de consumo de O, (nmol O, min™*, mg™)
refrigeracao prateleira a : : : :
a12°C (dias) 25 °C (dias) Mito Mito+LA Mito+LA+BSA+ATP Mito+LA+BSA+ATP+CCCP
Controle Controle 88,0+7,0 128,6 + 8,0 48,3+ 7,0 138,6 + 8,0
0 80,0+6,0 144,1+6,5 48,2 + 6,8 148,0 + 6,0
4 2 70,9+12,0 146,5 + 6,0 58,9+8,0 172,3+5,0
4 69,4+11,9 150,2+ 7,0 53,1+9,0 176,3+ 6,5
6 84,3+5,8 153,5+4,0 53,8+4,5 193,4+12,0
0 85,4+4,0 148,3+9,0 67,3+ 10,0 100,3 + 8,0
12 2 85,1+8,0 134,5+12,0 51,3+6,0 188,3+ 7,0
4 1105+ 7,0 151,3+ 10,0 58,2+6,0 104,7 + 8,0
6 90,9+9,0 164,7 +5,0 549+ 6,8 168,3 £ 8,0
0 81,8+8,0 135,4+9,0 60,0 £ 12,8 127,3+6,0
20 2 68,2+ 7,0 175,4+8,0 72,7+8,6 175,4+6,9
4 108,2 + 13,6 200,0 £ 14,0 80,0+6,0 166,3 + 14,4
6 745+12,4 140,0 + 16,0 78,2+ 14,7 109,1 + 16,8
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Na Tabela 3 observa-se uma reducéo no A¥, nos frutos armazenados por
4 dias a baixa temperatura, diminuindo de 164,80 mV no estado 3 para 123,08
mV no tempo O de prateleira, ap6s a adicdo do LA. Apos 20 dias de
armazenamento sob baixa temperatura a queda no AY¥, em funcéo da adicéo de
LA, foi de 175,49 mV para 118,69 mV, no tempo O de prateleira, enquanto no
sexto dia de prateleira a queda foi de 181,58 mV para 125,88 mV. Esses dados
mostram redugbes no AY de 25%, 32% e 31%, respectivamente, como
consequéncia da ativacdo da UCP pela adicdo do LA. Esta queda crescente no
AY esta associada ao aumento na atividade da UCP, evidenciando o progressivo
desacoplamento das mitocondrias com o amadurecimento do mamao (Tabelas 1,
2e3).

Como pode ser observado na Tabela 3, a adicdo de BSA e ATP ao meio de
reagcdo resultou em aumento no AY destas mitocondrias, restaurando
completamente ou suplantando o AY registrado antes da adicdo de LA. A
recuperacdo do AY apos a adicdo de BSA e ATP ocorreu em funcédo da
capacidade de energizacdo da membrana ser restaurada pela inibicdo da UCP.
Segundo Vercesi et al. (1995), o BSA assim como 0s nucleotidios de purina (p.ex.
ATP) sdo conhecidos inibidores da UCP, comprovando a participacdo dessa
proteina na atividade respiratdria durante o amadurecimento do mamao.

Estes dados mostram que durante os periodos mais longos de
armazenamento do mamao houve aumentos mais expressivos na taxa
respiratdria e quedas no potencial de membrana com a participacdo da UCP (com
a AOX inibida) (Tabelas 2 e 3), do que aqueles verificados apenas com a
participacdo da AOX, quando a UCP estava inibida (Figura 6 e 7).
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Tabela 3. Potencial de membrana (AY) de mitocéndrias isoladas de polpa de frutos de mamao ‘Golden’ pré-armazenados por 4, 12 e
20 dias sob baixa temperatura a 12°C, com amostragens ao 0, 2, 4 e 6 dias de prateleira a 25°C, em presenca de ativadores e ou
inibidores da UCP. Os dados se referem as médias + desvio padréo de trés diferentes preparacdes mitocondriais.

Tempo de Tempo de
refrigeracdo a prateleira a

Potencial de membrana - AY (mV)

12 °C (dias) 25 °C (dias) Mito Mito+LA Mito+LA+BSA+ATP  Mito+LA+BSA+ATP+CCCP

Controle Controle 163,70 £ 6,0 121,10+ 7,5 150,70 + 6,4 137,40 £ 5,0
0 164,80 + 6,0 123,08 + 6,5 152,17 + 6,8 140,49 + 6,0

4 2 166,52 + 7,0 106,32 + 6,0 166,32 + 8,0 106,32 + 5,0

4 172,34 + 6,9 122,45+ 7,0 158,73 + 9,0 125,88 + 6,5

6 169,10 + 5,8 109,84 + 4,0 169,10 + 4,5 118,69 + 7,0

0 162,67 + 4,0 111,80 + 9,0 158,73 + 6,0 125,88 + 8,0

12 2 169,73 + 4,0 118,80 + 6,0 169,73 + 8,0 118,80 + 8,0

4 172,34+ 7,0 122,96 + 8,0 172,34 6,0 122,96 + 8,0

6 174,86 + 9,0 111,82 £5,0 174,86 + 6,8 124,54 + 8,0

0 175,49 + 8,0 118,69 + 9,0 158,73+ 9,8 125,88 + 6,0

20 2 175,49 + 7,0 125,88 + 8,0 158,72 + 8,6 118,69 + 9,0

4 177,54 + 3,6 114,54+ 4,0 170,73 £ 6,0 114,54 + 4,4

6 181,58 + 2,4 125,88 + 6,0 178,73 + 4,7 125,88 +6,8
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Os resultados do presente trabalho indicam que o tempo de
armazenamento a baixa temperatura pode ter estimulado a respiragédo induzida
pelo LA, provavelmente, pelo efeito protonéforo deste &cido graxo que permite
mostrar a possivel ativagdo da UCP, levando a um desacoplamento da
mitocondria, resultando em menor resisténcia ao fluxo de elétrons na CMTE.

Na literatura alguns relatos mostram que o LA induz a atividade de UCP
durante o amadurecimento de frutos de tomate (Almeida et al., 1999; Costa et al.,
1999; Jarmuszkiewicz et al.,, 1999), através da interacdo com proteinas
especificas da membrana mitocondrial, permitindo dessa forma a regulagdo da
fungdo mitocondrial. Segundo Jarmuszkiewicz et al. (1999), a indugdo da
atividade da UCP pelo LA promove o desacoplamento de mitocondrias de tomate,
pelo aumento da condutancia dos prétons da membrana e, consequentemente,
aumento da reentrada destes na matriz mitocondrial.

Outros estudos também revelam a inducdo da sintese da UCP pela baixa
temperatura em batata (Laloi et al., 1997, Nantes et al., 1999), em Arabidopsis
thaliana (Maia et ai., 1998) e inflorescéncia de couve (Ito, 1999), destacando o
papel desta proteina na termogénese. E bem conhecido que, durante os periodos
de aclimatacao ao frio, novas proteinas séo formadas para a adaptacéo da planta
ao ambiente (Kannerworff e van der Plas, 1994, Ito Inaba et al., 2009). Em batata,
por exemplo, tem sido observado que a expressdo da AOX e UCP é estimulada
quando os tubérculos sdo armazenados a baixa temperatura (Zhou e Solomos,
1998; Nantes et al., 1999). Calegario et al. (2003), observaram que a expressao
de UCP e AOX ap6s 10 dias de armazenamento a baixa temperatura, aumentam
simultaneamente com a respiragdo em tubérculos intactos. Segundo Duque e
Arrabaca (1999), o aumento na respiragdo climatérica dos frutos de magé sob
baixa temperatura seria devido a ativacdo da AOX causada pelo frio.

Nossos resultados mostraram que a emissdo de CO, durante pré-
armazenamento do mamao a temperatura de 12°C por 20 dias aumentou
consideravelmente, mas ndo apresentou pico climatérico caracteristico. A atuacao
da AOX e UCP ocorreu paralelamente ao aumento na taxa respiratoria. Dessa
forma pode-se sugerir que ambas as proteinas AOX e UCP podem ter contribuido
para 0o aumento da respiracdo dos frutos de mamédo durante o0 Sseu

amadurecimento, sendo estimuladas pela baixa temperatura de acordo com o
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tempo de exposigcdo, em consonancia com o aumento da respiragdo observado
nos frutos intactos.

Ambas as proteinas UCP e AOX s&o conhecidas por ter a expressédo
elevada sob condigbes de armazenamento sob baixa temperatura (Calegario et
al., 2003). Mais estudos sdo necessarios para determinar a ligagéo funcional entre
os dois sistemas de dissipagdo de energia, envolvendo a UCP e a AOX, em
mitocondrias de plantas, especialmente durante o amadurecimento dos frutos sob

refrigeracao.

4.2.4. Conclusao

De modo geral, ndo foi observado um pico de producéo de etileno e CO;
nos frutos previamente refrigerados. Os resultados mostraram a participagéo da
via resistente ao cianeto e da proteina desacopladora mitocondrial no aumento da
atividade respiratoria dos frutos, sendo varidvel com o tempo de exposicdo a
refrigeragcdo. Os resultados indicam que a maior participacdo da AOX e UCP
ocorreu apoés 20 dias de refrigeracdo, em estreita relacdo com o aumento da taxa
respiratéria nos frutos intactos, ao contrario da emissao de etileno que apresentou
tendéncia de queda ap6s igual periodo de armazenamento. Dessa maneira, é
possivel afirmar que longos periodos de refrigeracdo podem afetar a taxa
respiratoria, na medida em que promovem estimulo da respiracdo no periodo de

prateleira, afetando diretamente o produto na fase final de comercializagéo.
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4.2.6 Consideragdes Finais

O Presente trabalho fornece estimativas sobre a participagdo da oxidase
alternativa e da proteina desacopladora em mitocéndrias isoladas de polpa de
fruto de mamao no processo de amadurecimento dos frutos.

Durante o trabalho foi possivel estabelecer um protocolo de extracdo de
mitocOndrias isoladas da polpa dos frutos de mamé&o, o que permitiu investigar
algumas particularidades da fisiologia da mitocdndria no tecido especifico,
fornecendo subsidios para ajudar a esclarecer algumas caracteristicas do
funcionamento de rotas alternativas da respiracdo em estreita relagdo com as
transformagfes fisico-quimicas, na emissdo de gases e na taxa respiratoria
destes. Essas mudancgas foram variaveis em fungéo da temperatura e do tempo
de exposicao a mesma.

Foi investigado o efeito da baixa temperatura ao longo do tempo e os
resultados indicam que a maior participacdo da oxidase alternativa e da proteina
desacopladora ocorreu apds periodos mais longos de refrigeragdo, em estreita
relagdo com o aumento da taxa respiratoria nos frutos intactos, ao contrario da
emissdo de etileno que apresentou tendéncia de queda em igual periodo de
armazenamento. Dessa maneira, € possivel afirmar que longos periodos de
refrigeracdo podem afetar a taxa respiratoria na medida em que promovem um
estimulo da respiragdo no periodo de prateleira, afetando diretamente o produto

na fase final de comercializagao.
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