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RESUMO
Inducéo de tolerancia de frutos as injurias de frio: aspectos fisioldgicos e bioquimicos

Experimentos foram conduzidos com o propdsito de investigar as respostas fisioldgicas e
bioguimicas associadas a inducéo de tolerdncia de frutos as injurias de frio, e o envolvimento do
etileno e do sistema antioxidante de defesa neste processo. Para isso, bananas ‘Nanicdo’ e limas
acidas ‘Tahiti” foram submetidas a tratamentos que estimularam a sintese ou bloquearam a acéao
do etileno e a tratamentos térmicos. No primeiro e terceiro experimentos, os frutos foram
condicionados a 37°C por 10 horas, ou imersos em agua a 45°C por 15 minutos ou a 53°C por 2
minutos, antes do armazenamento a 1°C (lima acida) ou 6°C (banana). No segundo experimento,
limas &cidas foram imersas em solugdes contendo 1,0mM de metil jasmonato ou metil salicilato
ou expostas a 1000nL L™ de 1-MCP, antes do armazenamento a 1°C (controle). No quarto
experimento, bananas foram expostas ou ndo (controle) a 1000nL L™ de 1-MCP antes do
armazenamento a 6°C. A temperatura e 0 tempo de exposicdo dos frutos aos tratamentos com
calor influenciaram diretamente a geracdo e o acumulo de radicais livres nos tecidos, o que
repercutiu em diferente inducdo de tolerancia a baixa temperatura. A aplicacdo de tratamentos
térmicos moderados reduziu a sensibilidade dos tecidos ao etileno, promoveu maior manutencao
da estabilidade das membranas, e resultou em menores indices de injdrias de frio ao final do
armazenamento de ambos os frutos estudados. Entretanto, ficou evidente que, no caso da banana,
a tolerancia induzida pelos tratamentos térmicos é temporaria, restringindo-se a poucos dias apos
a exposicao a refrigeracdo. O estresse desencadeado pelo condicionamento dos frutos a 37°C por
10 horas foi severo, pois aumentou a geracdo de espécies reativas de oxigénio nos tecidos,
favorecendo a antecipagdo do desenvolvimento das injdrias de frio em ambos os frutos. O
tratamento da lima é&cida com 1,0mM de metil jasmonato ou metil salicilato elevou,
consideravelmente, a atividade das enzimas antioxidantes presentes no flavedo dos frutos e essa
maior capacidade de remocdo das espécies reativas de oxigénio foi acompanhada de significativa
reducdo na incidéncia de injarias de frio quando comparada ao controle. Adicionalmente, na lima
acida, o bloqueio da acdo do etileno ndo suprimiu a sua evolucdo durante o armazenamento,
consequentemente, a presenca deste etileno residual reduziu a capacidade de remocédo do perdxido
de hidrogénio do flavedo dos frutos. Em contraste, a inibicdo da percep¢do do etileno e a
supressdo da evolucdo de sua sintese durante o armazenamento da banana foi responsavel pela
reducdo da sensibilidade dos frutos as injarias de frio. A associacdo entre baixa temperatura e
etileno favoreceu o estresse oxidativo, pois reduziu a capacidade de remocdo de espécies reativas
de oxigénio, induzindo eventos ligados a degradacdo das membranas celulares. Em suma, a
efetividade dos tratamentos avaliados em induzir aos frutos tolerancia ao frio esta ligada nédo
apenas ao estresse oxidativo, mas também a outros fatores como a presenca do etileno no tecido.
Possivelmente, a interagdo desses fatores com a baixa temperatura seja determinante na
modulacgéo da resposta requerida para promover maior ou menor tolerancia ao frio.

Palavras-chave: Etileno; Estresse oxidativo; Espécies reativas de oxigénio; Enzimas
antioxidantes; Banana; Lima acida ‘Tahiti’
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ABSTRACT
Induction of fruit tolerance to chilling injury: physiological and biochemical aspects

Experiments were performed with the purpose to investigate physiological and
biochemical responses associated to induction of fruit tolerance to chilling injury and the
involvement of ethylene and antioxidant defense system in this process. ‘Nanicdo’ banana and
‘Tahiti’ lime fruit were submitted to treatments to stimulate or to inhibit ethylene action and heat
treatments. In the first and the third experiments, the fruit were conditioned at 37°C for 10 hours
or hot water dipped at 45°C for 15 minutes or 53°C for 2 minutes before storage at 1°C (lime) or
6°C (banana). In the second experiment, ‘Tahiti’ lime fruit were immersed in solutions containing
1.0mM methyl jasmonate or 1.0mM methyl salicylate or treated with 1000nL L™ 1-MCP, before
storage at 1°C (control). In the fourth experiment, banana fruit were treated or not (control) with
1000nL L™ 1-MCP before storage at 6°C. The temperature and exposition time of fruit to heat
treatments influences the free radical generation and accumulation in the tissues, causing
differential induction of chilling tolerance. The fruit exposure to moderate heat treatments
decreased the tissue sensitivity to ethylene, maintained membrane stability and resulting in the
lower chilling injury index at the end of storage in both fruit. Nevertheless, it was clear that in the
case of banana fruit, the heat-induced tolerance is temporary, and is restricted to few days after the
cold exposure. The pre storage conditioning of fruit at 37°C for 10 hours trigger a severe stress,
since it increased the generation of reactive oxygen species in the tissues favoring the earlier
development of chilling injury symptoms in both fruit. There was a considerable increase in the
activity of antioxidant enzymes in the flavedo of lime fruit treated with 1.0mM methyl jasmonate
or 1.0mM methyl salicylate and this elevation on capacity to scavenge the reactive oxygen species
was accompanied by significant decrease in the chilling injury incidence when compared to
control fruit. In addition, in lime fruit, the ethylene perception inhibitor 1-MCP did not suppress
the ethylene evolution during storage period; consequently, this residual ethylene did reduce the
flavedo tissue capacity to scavenge hydrogen peroxide. On the contrary, the ethylene perception
inhibition and the suppression of synthesis evolution during storage of banana fruit reduce the
sensitivity of fruit to chilling injuries. The combination between low temperature and ethylene
favors the oxidative stress, given that did decrease the capacity to scavenge the reactive oxygen
species, which induces membrane deterioration events. In conclusion, the treatment effectiveness
to induce cold tolerance to fruit was related not only to oxidative stress but also to other factors as
ethylene in the tissue. Probably, the interaction of these factors with low temperature may be
determinant in the modulation of response required to promote high or low chilling tolerance.

Keywords: Ethylene; Oxidative stress; Reactive oxygen species; Antioxidant enzymes; Banana
fruit; ‘Tahiti’ lime fruit
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1 INTRODUCAO

A refrigeracédo € considerada a principal técnica de conservacdo de frutos e hortalicas apds
a colheita, por esta razéo, constitui um dos elementos chave na fisiologia pés-colheita de frutos.
Quando manejada adequadamente, respeitando-se os limites caracteristicos a cada espécie, a
reducdo da temperatura permite, por determinado tempo, manter a qualidade de frutos apos a
colheita, por influenciar diretamente a velocidade de reacGes enzimaticas associadas a importantes
processos do metabolismo celular. Muitas vezes, entretanto, a temperatura praticada durante o
armazenamento, mesmo ndo sendo letal aos tecidos, pode ocasionar o aparecimento de distirbios
fisioldgicos que afetam negativamente a qualidade dos frutos. A banana, assim como a lima acida,
possui baixa tolerancia a refrigeracdo e pode manifestar injurias devido a acdo direta do frio,
guando exposta, mesmo que por um breve periodo, a temperaturas entre 0°C e 12°C.

O desenvolvimento de disturbios fisioldgicos induzidos pela baixa temperatura representa
um problema economicamente importante na pés-colheita de frutos, especialmente naqueles de
origem tropical e subtropical, pois além de abreviar o periodo de armazenamento e limitar o
transporte de longa distancia, resulta em significativa perda de qualidade, repercutindo em menor
aceitacdo desses frutos pelos consumidores.

Por estas razdes, ao longo dos dltimos anos, consideraveis esforcos foram realizados por
varios grupos de pesquisa ao redor do mundo, na tentativa de desenvolver tecnologias capazes de
conferir aos frutos maior tolerancia a baixa temperatura. Algumas dessas tecnologias sdo de
natureza fisica e consistem em expor os frutos a temperaturas moderadas ou altas por
determinados periodos de tempo, antes do armazenamento refrigerado. Outras sdo de natureza
quimica e baseiam-se em aplicacdes de reguladores vegetais, como o &cido jasmonico e o
salicilico, ou de compostos antag6nicos a acdo do etileno, como o 1-metilciclopropeno.

Apesar dos promissores resultados obtidos recentemente com estes tratamentos na reducéo
das injarias de frio, 0 mecanismo envolvido por tras de seus beneficios e as bases fisioldgicas e
bioquimicas associadas ao desenvolvimento das injurias, assim como a indugéo de toleréncia de
frutos a baixa temperatura ainda permanecem pouco compreendidas.

Durante vérias décadas, o estudo das alteracbes na estrutura e funcionalidade das
membranas celulares induzidas pela baixa temperatura foi o foco principal de teorias que

buscavam explicar as origens das injurias de frio nos tecidos vegetais. Todavia, atualmente sabe-
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se que estes ndo sdo os Unicos fatores responsaveis pelo desenvolvimento das injurias de frio em
frutos. A baixa temperatura, assim como outros agentes estressores, favorece a geracdo de
espécies reativas de oxigénio a niveis acima da capacidade de remoc¢édo dos tecidos, o que gera
uma série de reacdes bioquimicas em cascata que culminam com a morte celular e a degradacao
dos tecidos vegetais, resultando na exteriorizagdo das injurias.

Em decorréncia aos processos de amadurecimento e senescéncia em frutos ativarem
eventos fisiolégicos comuns aos induzidos pelas injdrias de frio, tal como a degradacdo das
membranas celulares e a inducdo de estresse oxidativo, foi proposta a hipotese de que o etileno
poderia estar relacionado com o processo de inicializacdo deste distirbio. Observagdes de que, em
frutos sensiveis ao frio, a exteriorizacdo das injlrias ocorre, muitas vezes, simultaneamente a
acréscimos na evolucdo da sintese de etileno suportam tal hipotese. Contudo, tal relacdo ainda nédo
foi completamente entendida e o evento tem demonstrado ser ainda mais complexo do que se
imaginava, considerando que a presenca do etileno, em alguns casos, acelera e em outros retarda o
desenvolvimento das injarias de frio.

Neste contexto, 0 objetivo desta pesquisa foi investigar as respostas fisiologicas e
bioquimicas mediadas por tratamentos térmicos e quimicos na inducdo de tolerancia de frutos as
injurias de frio. Adicionalmente, o efeito destes tratamentos na biossintese do etileno e atividade
do sistema antioxidante de defesa também foi avaliado. Estas informag6es poderdo ser Uteis para
0 posterior desenvolvimento de tecnologias ou adocdo de tratamentos visando uma melhor
exploracdo dos beneficios da refrigeracdo, de modo a estender a conservacdo de frutos

climatéricos e ndo climatéricos sensiveis ao frio.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Revisdo Bibliografica
2.1.1 Aspectos econémicos

A banana corresponde ao fruto de maior producdo e comercializacdo mundial, sendo
responsavel por cerca de 40% do volume total de frutos transacionados no mercado internacional.
O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de bananas, entretanto sua participacdo no comércio
internacional é inferior a 2% (FAO, 2007). Essa realidade se deve, sobretudo, ao elevado consumo
interno, baixa qualidade dos frutos quando comparada a de outros paises tradicionalmente
produtores, e também a tratados internacionais que criam Vvérias barreiras e inviabilizam a
exportacdo. O produto nacional, de modo geral, ndo atende as exigéncias do mercado europeu e
norte-americano, principalmente no que se refere a aspectos organolépticos e visuais.

Outro aspecto limitante a producdo de frutos com qualidade superior, especialmente nas
regides sul e sudeste onde se encontra a tecnologia mais avangada na producdo de banana no
Brasil, refere-se a ocorréncia de baixas temperaturas em determinado periodo do ano que podem
ocasionar injurias de frio aos frutos ainda no campo.

A lima acida ‘Tahiti’ é uma fruteira de origem tropical de recente explora¢do no Brasil e
vem se destacando entre os frutos citricos de maior importancia comercial. O crescimento de sua
producao confere a lima acida ‘Tahiti’ lugar de destaque na citricultura brasileira, o que representa
elevacdo no consumo interno e no volume exportado anualmente. Trata-se de uma variedade que
satisfaz as exigéncias do mercado consumidor, quanto ao tamanho do fruto, ao sabor, a qualidade
do suco e a auséncia de sementes (BARROS et al., 1991). Segundo dados da FAO, no ano de
2008, o Brasil foi o quarto maior produtor mundial de limdes, ficando atrds apenas de México,
india e Argentina. Embora as estatisticas disponiveis ndo facam distincdo entre limdes e limas
acidas, estima-se que cerca de 70% do total da producdo mundial seja de limdes verdadeiros e o
restante de limas &cidas. No caso do Brasil, a maior parte da producdo é constituida de limas
acidas da variedade Tahiti, segundo dados do CEAGESP.

De modo geral, h& crescente interesse por parte dos produtores para instalacdo e ampliagdo
de novos plantios comerciais, devido a aspectos relacionados a maior resisténcia da limeira as
pragas e doencas, quando comparada a laranja, e a crescente aceitagdo dos frutos pelos
consumidores europeus e do oriente médio (ESTANISLAU et al., 2001).
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A escolha da lima &cida e da banana como modelo vegetal para o presente estudo foi
devido a sensibilidade de ambos os frutos as injurias de frio, ao distinto padrdo de sintese de
etileno apresentado e a facilidade de obtencao de frutos durante praticamente o ano inteiro. Além
disso, ambas frutiferas apresentam significativa importancia econdémica, social e comercial tanto

para o estado de S&o Paulo quanto para o Brasil.

2.1.2 Temperatura e sensibilidade de frutos as injurias de frio

O armazenamento refrigerado representa a principal técnica utilizada para manutencao da
qualidade e extensdo do periodo pds-colheita de frutos e hortalicas. A reducdo da temperatura de
frutos, ap6s a colheita e sua manutencdo em niveis adequados permite a conservagdo da
qualidade, devido a desaceleracdo do metabolismo celular, retardando o processo de
amadurecimento e a senescéncia dos tecidos (HARDENBURG; WATADA; WANG, 1986). No
entanto, em frutos de origem tropical e subtropical, a refrigeracdo pode ocasionar 0 aparecimento
de disturbios fisioldgicos que afetam negativamente a qualidade dos frutos, assim que 0s mesmos
séo removidos da refrigeracao.

As injurias de frio, também conhecidas como dano de frio, dano de chilling ou chilling
injury, pode ocorrer em temperaturas inferiores a 15°C e superiores a 0°C. Por definicdo, a
ocorréncia do dano de frio diferencia-se do dano por congelamento, pelo fato de ndo apresentar a
nucleacdo de gelo no interior celular. De acordo com Lyons (1973), a manifestacdo dos sintomas
de dano de frio em espécies de origem tropical ocorre quando o tecido é exposto a temperaturas
proximas a 12°C, enquanto para as espécies de origem subtropical, a temperatura critica esta
entorno dos 8°C.

O dano de frio pode ser definido como um conjunto de mudancas de ordem fisica e/ou
fisioldgica que ocorrem num dado tecido vegetal e que sdo induzidas pela baixa temperatura. O
dano primario, em nivel de ultra-estrutura é semelhante entre os tecidos vegetais, sejam eles
folhas ou frutos, e inclui a reducdo da corrente citoplasmatica, desorganizagdo e mudanca na
estrutura e funcionalidade do aparato mitocondrial, dos cloroplastos e do nucleo celular
(KRATSH; WISE, 2000). Dependendo do tempo de exposi¢do dos tecidos & baixa temperatura
este processo pode ser reversivel mediante a remoc¢do da refrigeracdo (SALTVEIT; MORRIS,
1990; RAISON; ORR, 1990). Caso contrario, podem ocorrer danos secundarios ao metabolismo

celular, os quais sdo irreversiveis e consequentes das injarias primarias.
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Em alguns casos, a breve exposicdo de um determinado tecido ao chilling pode néo
ocasionar o desenvolvimento dos sintomas enquanto o tecido for mantido sob refrigeracéo, porém
0s sintomas aparecerdo gradualmente apds a remocéo da refrigeracdo e exposicdo a temperaturas
mais elevadas (SALTVEIT; MORRIS, 1990). De modo geral, quanto mais baixa a temperatura a
qual o tecido estd exposto, menor o tempo de exposicdo necessario para desencadear o
desenvolvimento dos sintomas. A exteriorizacdo visual dos sintomas também é variavel
dependendo da espécie submetida ao frio, do tipo de tecido, do estadio de desenvolvimento e do
ponto de maturacdo, no caso de frutos e também de fatores climaticos (LYONS, 1973;
SALTVEIT; MORRIS, 1990).

Em citros, assim como em bananas, a sensibilidade ao frio limita a extensdo do periodo de
armazenamento, a comercializacdo e o transporte de longa distancia, devido a restri¢cdo ao uso de
temperaturas mais baixas (KADER; ARPAIA, 2002). A exposicdo da lima &cida a temperaturas
entre 0°C e 8°C resulta no aparecimento de pontuacdes necroticas no flavedo, podendo também
afetar o albedo dos frutos (Figura 1A). Com o prolongamento da exposicao a temperatura indutora
de chilling, as pontuacdes podem vir a coalescer, formando regifes deprimidas e descoloridas que
culminam com o colapso da regido afetada (MARTINEZ-TELLEZ; LAFUENTE, 1997;
SANCHEZ-BALLESTA et al., 2003). Apesar dos sintomas externos comprometerem o aspecto
visual dos frutos, repercutindo em perdas, a qualidade interna ndo € afetada (SALA, 1998).

Em bananas, sintomas de chilling sdo manifestados em temperaturas de armazenamento
relativamente altas (12°C) e sdo agravados com o declinio da temperatura (CHEN et al., 2008). Se
comparada a lima é&cida, a banana pode ser considerada extremamente sensivel ao frio
(PANTASTICO, 1990). Quando os frutos sdo submetidos a temperaturas levemente inferiores a
12°C, mesmo que por um curto periodo, ha formacdo de pontuagdes necroticas e escurecimento
da casca (Figura 1B). Além disso, outros sintomas secundarios como enrijecimento da polpa,
auséncia de aroma caracteristico e amadurecimento anormal também sdo evidenciados, o que
(GRIERSON, et al., 1967; PANTASTICO, 1990) inviabiliza a comercializacdo por afetar ndo

apenas a casca mas o fruto por completo.
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Figura 1 — Exterioriza¢do visual das injurias de frio em lima acida ‘Tahiti’ (A) e bananas
‘Nanicdo’ (B) armazenadas durante 45 dias a 1°C ou 15 dias a 6°C, respectivamente

2.1.3 Relacgbes entre as membranas bioldgicas e as injarias de frio

Em nivel molecular, acredita-se que a alteracdo na conformacdo e estrutura dos lipidios
que compde as membranas bioldgicas, seja 0 evento inicial que desencadeia as injurias de frio nos
tecidos vegetais (LYONS, 1973; RAISON; ORR, 1990). Ao longo do tempo, o dano nas
membranas decorrente da acdo do frio tem sido amplamente estudado e demonstrado por meio de
diversos parametros, como acréscimos no vazamento de ions mensurando-se a condutividade
elétrica de uma solucdo isotbnica cujo tecido foi previamente incubado (KING; LUDFORD,
1983; MARANGONI; PALMA; STANLEY, 1996), transicdo de fase de lipidios da membrana a
uma dada temperatura critica (LYONS, 1973; McMURDO; WILSON, 1980), além de alteracdes
no indice de saturacdo dos acidos graxos (PARKIN; KUO, 1989; WHITAKER, 1994, 1995;
MARANGONI; PALMA; STANLEY, 1996; LACAN; BACCOU, 1996).

Além do efeito da temperatura, as membranas celulares também podem ser
desestabilizadas por meio da peroxidacgdo lipidica mediada por enzimas, como a lipoxigenase
(LOX) ou pela acdo direta de radicais livres (SHEWFELT; PURVIS, 1995; BERGER et al.,
2001). Em espécies sensiveis ao frio, tem sido sugerido que a baixa temperatura intensifica o
estresse oxidativo dos tecidos (SALA, 1998; HARIYADI; PARKIN, 1991; WANG, 1995; DAT
et al., 2000) por alterar o equilibrio entre a geracdo e remogéo de radicais livres, como o radical
superdxido e o peréxido de hidrogénio (ZHANG et al., 1995). Quando produzidas em excesso,
essas espécies reativas de oxigénio podem ser potencialmente danosas ao metabolismo celular,
pois agravam o estresse oxidativo promovendo a desestabilizagdo das membranas bioldgicas e a
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inativacdo de enzimas associadas ao metabolismo energético, entre vérias outras enzimas
relacionadas a importantes funcbes metabdlicas (WANG, 1995; HODGES et al., 2004;
MAALEKUU et al., 2006; DE SANTIS et al., 1999).

Durante o processo de peroxidacéo lipidica, a degradacao de &cidos graxos poliinsaturados
como o linoléico e linolénico, tem como subprodutos principais os ions peréxido e o
malondialdeido (MDA), os quais podem ser mensurados com relativa facilidade no tecido vegetal
por meio da reacdo com o acido tiobarbitdrico (TBA). O acumulo dessas substancias reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS), tem sido amplamente utilizado como indicativo de estresse
oxidativo (HODGES et al., 1999) e da integridade estrutural das membranas celulares de tecidos
vegetais expostos a situacdes de estresse, a exemplo do chilling (POSMYK et al., 2005). Além
disso, em varios casos, o contetido de TBARS acumulado no tecido esta diretamente relacionado a
extensdo do estresse sofrido pelo tecido vegetal (LUKATKIN, 2002). Desta forma, devido a
temperatura influenciar diretamente a fluidez e a funcionalidade das membranas bioldgicas e dos
complexos enzimaticos associados a ela (MARANGONI; PALMA; STANLEY, 1996; DE
SANTIS et al., 1999), é possivel afirmar que a manutencdo da integridade e estabilidade das
membranas € crucial do ponto de vista energético e organizacional e pode ser considerada
fundamental para a aquisi¢do de resisténcia das plantas e frutos ao frio (TOIVONEN, 1992;
KISLYUK; MIROSLAVOV; PALEEVA, 1995; ZYKOVA,; KOLESNICHENKO; VOINIKOV,
2002; SARUYANA et al., 2004).

2.1.4 Geracdo de espécies reativas de oxigénio e estresse oxidativo

A homeostase celular é alcancada por meio de um delicado balango entre inimeras rotas
bioguimicas interdependentes e que ocorrem simultaneamente em diferentes organelas (SUZUKI,
MITTLER, 2002). Esse equilibrio pode vir a ser severamente afetado durante uma situacdo de
estresse por temperatura, pois 0s varios sistemas enzimaticos que compde as rotas bioquimicas
possuem diferentes temperaturas 6timas para seu funcionamento (SUZUKI; MITTLER, 2002). A
medida que o equilibrio metabolico é perdido ou alterado, diferentes rotas podem ser afetadas e
acumular intermediarios téxicos, ou ainda serem desacopladas e, neste caso, os elétrons de alta
energia que fluiam por um dado caminho podem vir a ser transferidos diretamente ao oxigénio
molecular, intensificando a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e de uma série de
reacOes em cascata que culminam com a morte celular (ASADA; TAKAHASHI, 1987;



22

MITTLER, 2002).

As reagOes de redugdo do oxigénio molecular requerem uma inicializagdo, enquanto as
demais reacOes subsequentes sdo esponténeas, catalisadas ou ndao (VAN BREUSEGEM et al.,
2001). A completa reducao do oxigénio requer quatro elétrons e tem como produto final a agua,
no entanto quando a reducdo segue passos independentes sdo formados intermediérios reativos
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000) como o superoxido (O,7); o peroxido de hidrogénio
(H,0,) e o radical hidroxila (OH"). O oxigénio singleto (*O,), embora também seja um potente
radical, é gerado exclusivamente por meio da excitagdo fisica do oxigénio molecular
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000; HODGES, 2004).

De modo geral, as espécies reativas de oxigénio sdo consideradas como subprodutos do
metabolismo celular, especialmente em organelas cuja atividade metabolica oxidante é elevada,
como no caso das mitocondrias, cloroplastos e peroxissomos (PRASAD et al., 1994; DAT et al.,
2000).

O radical superdxido pode ser também produzido na cadeia de transporte de elétrons e em
reacOes catalisadas por enzimas como a lipoxigenase, a Xxantina e a aldeido oxidases
(SCANDALIOS, 1993). Embora o superoxido ndo seja tdo altamente toxico comparado ao
oxigénio singleto e ao radical hidroxila, ele pode atacar diretamente os lipidios das membranas
(ALSCHER; AMTHOR, 1988). Além disso, o superdxido pode reagir ndo enzimaticamente com
o0 perdxido de hidrogénio na presenca de metais de transi¢cdo, gerando o radical hidroxila.

O perdxido de hidrogénio, por sua vez, pode ser gerado durante a reacdo de dismutacdo do
superoxido catalisada pelas superdxido dismutases, p-oxidacdo de &cidos graxos, durante as
reacOes de fotorrespiracdo envolvendo a oxidagdo do glicolato e também durante a formacdo da
lignina catalisada por peroxidases ligadas a parede celular (PRASAD et al., 1994; MITTLER,
2004).

Os principais locais de geracdo do 'O, sdo a cadeia de transporte de elétrons entre
compostos foto excitados, como a clorofila e também como subproduto da atividade da
lipoxigenase (THOMPSON et al.,1991; HODGES, 2004).

O radical hidroxila, produto da redugdo do perdxido de hidrogénio, é conhecido como um
dos mais potentes agentes oxidantes encontrados no metabolismo celular (SALIN, 1988). O
processo de reducdo, conhecido como reacao de Haber-Weiss, envolve a interacéo entre o H,O, e

0 O3, a qual € catalisada por metais de transi¢do, como o cobre ou ferro. A clivagem do H,0, pelo



23

metal reduzido (Fe®*) gera o OH™ e ¢ denominada reacdo de Fenton. Em fungdo de sua elevada
reatividade e inespecificidade, o radical hidroxila é altamente nocivo as proteinas, acidos
nucléicos e lipidios (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000; VAN BREUSEGEM et al., 2001).

Mesmo em plantas submetidas a condicGes 6timas de crescimento verifica-se a geracdo de
EROs em niveis baixos. Todavia, em situa¢fes de estresse hd uma abrupta elevacdo na taxa de
producdo destes radicais livres; isto é, a geracdo excede a capacidade do tecido ou organismo em
manter a homeostase celular, ocorrendo assim o estresse oxidativo. Apesar da natureza destrutiva
e dos efeitos nocivos ocasionados pelas EROs durante uma situacdo de estresse, como no caso da
baixa temperatura, alguns estudos tém sugerido que as EROs podem desempenhar importante
papel como moléculas transdutoras de sinal, mediando variadas respostas, relacionadas a infeccao
por patdgenos, estresses ambientais, além da morte celular programada (MITTLER et al., 2004;
TORRES; DANGL, 2005).

2.1.5 Sistema antioxidante de defesa vegetal contra as espécies reativas de oxigénio

O estresse imposto aos tecidos vegetais, quando submetidos a condicdo de chilling,
favorece a intensificacdo do estresse oxidativo na célula vegetal devido a intensificacdo da
geracdo de EROs, as quais podem atacar diretamente a porg¢do lipidica das membranas, inativar
enzimas e danificar os acidos nucléicos (MITTLER, 2002). A natureza reativa das EROs as torna
potencialmente danosas a todas as organelas celulares, podendo desencadear uma série de reacdes
em cascata que culminam com a ocorréncia de distirbios metabolicos que podem, em ultima
instancia, ocasionar a morte celular (VAN BREUSEGUEM et al., 2001).

De modo a evitar o acimulo indiscriminado de radicais livres e reparar o dano oxidativo,
0s vegetais desenvolveram um complexo e eficiente sistema de remocdo das EROs (NOCTOR;
FOYER, 1998). Esse sistema envolve a participacdo de antioxidantes liposollveis associados as
membranas bioldgicas (o — tocoferol e B — caroteno); redutores hidrossoliveis, como o ascorbato
(AsA) e a glutationa (GSH); e enzimas, como a superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
ascorbato peroxidase (APX) e glutationa redutase (GR).

Além do sistema descrito acima, outras substancias de ocorréncia natural no metabolismo
celular vegetal tém sido estudadas e a elas atribuida agdo antioxidante, como os isoflavonoides,
fenois, poliaminas e aminoacidos especificos, como a cisteina e a metionina (LARSON, 1988;
LEVINE et al., 1996; ROBARDS et al., 1999).



24

As superoxido dismutases (SODs) sdo consideradas enzimas chave dentro do sistema
antioxidante de defesa vegetal, pois regulam a concentragdo celular tanto do superdxido quanto do
peréxido de hidrogénio (VAN BREUSEGUEM, et al., 2001). As SODs estdo distribuidas no
citoplasma, cloroplastos, mitocéndrias e peroxissomos (FRIDOVICH, 1986; ELSTNER, 1991;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000; SANDALIO; PALMA; DEL RIO, 1987) e sdo
classificadas de acordo com o tipo de metal presente em seu sitio catalitico (Fe, Mn ou Cu/Zn). A
isoforma Cu/Zn-SOD ocorre no citoplasma e estroma; a isoforma Fe-SOD esta presente apenas no
cloroplasto; enquanto a Mn-SOD ocorre tanto na matriz mitocondrial quanto nos peroxissomos
(USHIMARU et al., 1995; SCANDALIOS, 1993; BOWLER et al., 1994).

O peroxido de hidrogénio resultante da acdo das SODs é eliminado pelas catalases e
peroxidases. As catalases ndo requerem equivalente redutor para sua atividade e sdo responsaveis
pela remocdo do excesso de H,O, gerado durante uma dada situacdo de estresse. Por outro lado,
as peroxidases dependentes de ascorbato (APXs) possuem uma maior afinidade pelo H,0, e séo
responsaveis pela remocdo do H,O, em locais inacessiveis a catalase (SCANDALIOS, 1994;
CREISSEN; EDWARDS; MULLINEAUX, 1994; MITTLER, 2002).

O ciclo ascorbato-glutationa, também conhecido como Halliwell-Foyer-Asada, representa
uma importante via de remocédo do H,O, em organelas onde este radical € produzido e a catalase
ndo esta presente (DEL RIO et al., 2002). Esse ciclo é composto pelos antioxidantes n&o
enzimaticos ascorbato e glutationa, que sdo oxidados e reduzidos em uma série de reacgdes
catalisadas por quatro enzimas antioxidantes: monodehidroascorbato redutase (MDHAR),
dehidroascorbato redutase (DHAR), ascorbato redutase (APX) e glutationa redutase (GR)
(NOCTOR; FOYER, 1998).

Em dltima andlise, a principal fungdo dos antioxidantes e das enzimas antioxidantes
relacionadas ao processo de remocdo das EROs é interromper as cascatas de oxidacdo
descontroladas (NOCTOR; FOYER, 1998) e reparar os danos ocasionados ao metabolismo
celular (MOLLER, 2001).

Atualmente, tem sido amplamente aceita a ideia de que o desenvolvimento das injurias de
frio em frutos envolve a participagdo do estresse oxidativo (SALA, 1998; KANG; SALTVEIT,
2001; HODGES et al. 2004; TOIVONEN, 2004; PURVIS, 2004). Em tangerinas, Sala (1998)
verificou que cultivares tolerantes ao frio dispdem de um sistema antioxidante mais eficiente em

metabolizar o perdxido de hidrogénio gerado durante o estresse, do que as cultivares sensiveis ao
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frio. Dessa forma, foi sugerido que o acrescimo simultineo na atividade das enzimas
antioxidantes, SOD, CAT, APX e GR, seria primordial para promover uma maior toleréncia de
plantas e frutos ao frio (FOYER et al., 1997; LACAN; BACCOU, 1998; WISMER, 2003).

2.1.6 Tecnologias empregadas na pés-colheita para retardar o desenvolvimento das injurias
de frio em frutos

A observacao da temperatura minima de seguranca para o armazenamento de cada espécie
de fruto sensivel ao frio representa a principal forma de evitar que as injurias de frio se
desenvolvam e comprometam atributos de qualidade, os quais repercutirdo em perdas durante o
armazenamento e comercializacdo. Como isso nem sempre é possivel, alternativas tém sido
estudadas de modo a reduzir ou aliviar os sintomas das injurias de frio, possibilitando um melhor
aproveitamento dos beneficios da refrigeracdo sobre a conservacéo de frutos e hortalicas sensiveis
(LURIE, 1998). As variadas técnicas disponiveis atualmente sdo baseadas em tratamentos de
natureza fisica ou quimica, ou de sua associacdo com o objetivo de retardar, inibir ou aliviar as
injarias de frio.

Os tratamentos térmicos, embora ja venham sendo otimizados em alguns paises ha varias
décadas, como o tratamento quarentenario de insetos e fungos, também demonstraram ser eficazes
na reducdo dos sintomas de chilling em varias espécies de citros (SCHIRRA; D’HALLEVIN,
1997; SALA; LAFUENTE; 2000; SAPINITSKAYA et al., 2006; GASEMNEZHAD et al., 2008);
uvas (ZHANG et al., 2005); tomates (LURIE; SABEHAT, 1997; MAcDONALD; McCOLLUM,;
BALDWIN, 1999; SOTO-ZAMORA et al., 2005); mangas (PESIS et al., 1997; TASNEEM,
2004); abacates (WOOLF et al., 1995); pimentdes (GONZALEZ-AGUILAR et al., 2000); e
bananas (PROMYOU; KETSA; VAN DOORN, 2008; KANDEE; KETSA; VAN DOORN,
2009). Contudo, a resposta em alguns casos pode ser especifica a determinada cultivar (LURIE,
1998). Os tratamentos térmicos podem ser aplicados na forma de imersdo dos frutos em agua
quente ou por meio da exposi¢édo ao ar aquecido (FALLIK, 2004). Para cada situacdo o tempo e a
temperatura de exposicdo necessaria para obtencdo de maior tolerncia ao frio séo variaveis e
dependentes do tipo de fruto, da cultivar, do estadio de maturagcdo e de condigdes pre-colheita
(LURIE, 1998; FALLIK, 2004).

Os tratamentos térmicos podem, além de aumentar a tolerancia dos frutos as baixas

temperaturas, possibilitar o armazenamento em temperatura mais baixa daquela normalmente
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recomendada (SCHIRRA et al., 2004). Embora a reducdo da sensibilidade ao frio tenha sido
relatada em varios frutos submetidos a tratamentos térmicos, o possivel mecanismo envolvido na
inducdo de tolerancia ao frio permanece ainda pouco compreendido. Alguns estudos tém atribuido
tais beneficios a sintese de proteinas de choque térmico (HSP) em resposta ao estresse promovido
pela exposicdo temporaria dos frutos ao calor (VIERLING, 1991; LURIE; SABEHAT, 1997),
enquanto outros sugerem que os tratamentos térmicos estimulam a atividade de enzimas
antioxidantes, prevenindo a acumulacéo de radicais livres e 0 dano oxidativo aos tecidos (SALA,
LAFUENTE, 1999; 2000; RIVERA, et al. 2004; ZHANG et al., 2005; GASEMNEZHAD et al.,
2008).

O condicionamento térmico de tangerinas ‘Fortune’ a 37°C por trés dias antes da
refrigeracdo dos frutos a 2°C durante 8 semanas, resultou em maior atividade da SOD, CAT e
APX, e reducdo da atividade da GR, quando comparada aos frutos ndo condicionados os quais
apresentaram maior suscetibilidade as injurias de frio (SALA; LAFUENTE, 1999).

A imersdo de bananas ‘Namwa’ ¢ ‘Gros Michel’ em agua a 42°C por 15 minutos, antes da
refrigeracdo a 4°C, retardou a iniciacdo do escurecimento da casca por no maximo quatro dias,
evidenciando a elevada sensibilidade desses frutos a baixa temperatura. Ainda, neste estudo, foi
observado que para ambas as cultivares, o0 menor indice de escurecimento da casca esteve
associado a um acréscimo na relacdo entre acidos graxos insaturados/saturados (PROMYOU;
KETSA; VAN DOORN, 2008).

Além dos tratamentos térmicos, outras estratégias de combate as injarias de frio vém sendo
estudadas, as quais ttm como base a utilizacdo de tratamentos com reguladores vegetais e
substancias inibidoras da acéo do etileno.

O é&cido salicilico, composto fendlico proveniente do metabolismo fenilpropanoide, é uma
molécula sinalizadora, envolvida na inducdo de mecanismos de defesa das plantas contra variados
tipos de estresse (RASKIN, 1992; JANDA et al., 1999; SHAH, 2003; HALIM et al., 2006;
WANG,; LI, 2006). Evidéncias sugerem que o &cido salicilico pode estar diretamente associado ao
estresse oxidativo, desempenhando um papel essencial na prevencdo do dano decorrente da acao
de radicais livres (BOWLER et al., 1994). Também, acredita-se que um dos modos de acdo do
acido salicilico envolva a inibicdo da catalase, promovendo assim um acréscimo no conteudo
celular de H,O, o qual atua como mensageiro secundario ativando genes relacionados a defesa
(CHEN; RICIGLIAN; KLESSIG, 1993).
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Em pléantulas de milho, acréscimos na toler&ncia ao chilling foram observados mediante a
aplicacdo de &cido salicilico na concentracdo de 0,5mM via solucdo hidrop6nica (JANDA et al.,
1999; JANDA et al.,, 2000). Neste mesmo estudo, a intensificacdo da tolerancia ao frio foi
acompanhada por acréscimos na atividade da glutationa redutase e guaiacol peroxidase e reducao
na atividade da catalase.

Em Musa acuminata, a aplicagdo de 0,5mM de solucdo contendo é&cido salicilico
diretamente nas folhas ou via irrigacdo aumentou a tolerancia das plantulas ao chilling (KANG et
al., 2003). Os autores relataram nesta pesquisa, que na temperatura de 30°C o contetido de H,0,
aumentou ap6s o tratamento com o &cido salicilico, contudo, quando as plantulas foram expostas a
5°C houve decréscimo no conteido de H,0,, devido a intensificacdo da atividade da SOD, CAT e
APX nas folhas das plantulas tratadas.

Recentes investigacdes indicam que o &cido salicilico pode reduzir os sintomas de chilling
ndo apenas em plantas intactas, mas também em frutos (HORVATH; SZALAI; JANDA, 2007).
Ding et al. (2001), relataram que tomates tratados com 0,01mM de metil salicilato (MeSA) ou
jasmonato (MeJA) adquiriram resisténcia ao chilling induzido pela temperatura de 5°C. Em
ambos 0s casos, a adaptacdo ao frio foi atribuida a sintese de proteinas de estresse, em particular
proteinas de choque térmico de baixo peso molecular (SHSPs).

Apesar dos beneficios relatados anteriormente é importante salientar que a inducdo de
tolerdncia a estresses abidticos promovida pelo acido salicilico é varidvel entre as espécies
(KOGEL; LANGEN, 2005). Além disso, a resposta a determinado tipo de estresse esta
estritamente ligada tanto a concentracdo enddgena do referido hormonio presente no tecido quanto
a aplicada exogenamente (DING; WANG, 2003; HORVATH; SZALAI; JANDA, 2007). De
acordo com Wang et al. (2006), em péssegos, altas concentracdes de acido salicilico tendem a
diminuir a tolerancia dos frutos ao frio.

Coletivamente referidos como jasmonatos, o acido jasmoénico (JA) e seu metil éster, metil
jasmonato (MeJA), séo representantes de uma classe hormonal envolvida com processos de
crescimento, desenvolvimento e amadurecimento de frutos, além de mediarem importante papel
na sinalizacdo e defesa vegetal contra estresses bidticos e abidticos (CREELMAN; MULLET,
1997).

A reducdo dos sintomas de chilling mediante a aplicacdo de jasmonatos em frutos e
hortalicas foi primeiramente reportada por Wang e Buta (1994). De acordo com estes
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pesquisadores, o tratamento da abobrinha italiana com MeJA promoveu reducdo dos sintomas de
chilling durante o armazenamento refrigerado e posterior periodo de prateleira a temperatura
ambiente. Neste estudo, tal efeito foi atribuido ao incremento dos niveis de poliaminas e acido
abscisico nos frutos tratados com MeJA. Outras pesquisas realizadas posteriormente também
demonstraram que a aplicacdo exdgena do MeJA reduz a incidéncia de sintomas relacionados ao
dano de frio em tomate, manga, goiaba, pimentdo, abacate, uva, néspera e mamao (DING et al.,
2001; GONZALEZ-AGUILAR; BUTA; WANG, 2003; MEIR et al., 1996; FUNG et al., 2004;
CAO et al., 2009; GONZALEZ-AGUILAR; FORTIZ; WANG, 2000).

Ding et al. (2001) e Fung et al. (2004) relataram que apds o tratamento de tomates e
pimentbes com MeJA seguida da exposicdo dos frutos a condicdo de chilling, foi observado
significativo incremento nos niveis de transcritos de proteinas de choque térmico, oxidase
alternativa e proteinas relacionadas a patogénese. De acordo com estes autores, a ativacao destes
genes associados a defesa teve estreita ligagdo com a reducdo dos sintomas de chilling nestes
frutos. Em estudo conduzido por Cao et al. (2009), com objetivo de avaliar o efeito do MeJA
sobre o sistema antioxidante e composicéo de &cidos graxos de nésperas submetidas ao chilling,
foi verificado que a atividade da CAT e APX diminui enquanto o contetdo de O; e H,0,
aumenta, concomitante com o desenvolvimento dos sintomas de chilling nos frutos controle. Por
outro lado, a exposicdo dos frutos durante 24 horas a 10uM L™ de MeJA seguida do
armazenamento a 1°C, reduziu significativamente o enrijecimento da polpa e escurecimento
interno dos frutos além de intensificar a atividade da SOD, CAT e APX sob a condicdo de
estresse. Além de reduzir a severidade dos sintomas de dano de frio nos frutos o tratamento com
MeJA manteve significativamente alta a relacdo entre acidos graxos insaturados/saturados quando
comparada aos frutos controle (CAO et al., 2009). Esses resultados sugerem que possivelmente
exista uma estreita relagdo entre o desenvolvimento dos sintomas de chilling em nésperas e o
estresse oxidativo induzido pelo frio.

A presenca do etileno no ambiente de armazenamento parece induzir ou intensificar o
aparecimento dos sintomas de chilling em alguns frutos climatéricos e n&o-climatéricos,
especialmente quando associada a baixa temperatura, porém em alguns casos a presenca do
etileno exerce efeito contrario, reduzindo os sintomas (ZHOU; BEN-ARIE; LURIE, 2001;
WANG et al., 2006). Embora o objetivo principal da aplicacdo do 1- metilciclopropeno (1-MCP)

ndo seja a inibigdo das injurias de frio em espécies sensiveis e sim o controle da maturagédo de
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modo a estender o periodo de oferta e regular o fluxo de produto no mercado, os beneficios de sua
aplicacdo sobre a reducdo do chilling séo reportados.

Em caquis ‘Rojo Brilhante’ (SALVADOR et al., 2004), tangerinas ‘Nova’ e ‘Ortanique’
(SALVADOR et al., 2006) e em abacaxis ‘Queen’ (SELVARAJAH; BAUCHOT; JOHN, 2001),
0 blogueio da agéo do etileno por meio do 1-MCP reduziu consideravelmente a incidéncia de
injurias de frio nestes frutos. Em contraste, os sintomas foram intensificados quando o 1-MCP foi
aplicado em laranjas ‘Shamouti’ (PORAT et al., 1999), tangerinas ‘Fortune’ (LAFUENTE et al.,
2001) e bananas ‘Willians’ (JIANG et al., 2004). Pesis et al. (2002) ao estudarem o envolvimento
do etileno com as injurias de frio ocasionadas durante o armazenamento refrigerado de abacates,
observaram que a aplicacdo de etileno exdgeno intensificou a descoloracdo do mesocarpo de
abacates ‘Ettinger’, ‘Hass’ e ‘Fuerte’, durante o armazenamento a 5°C. Contrariamente, a
aplicacdo de 1-MCP antes da refrigeracdo reduziu os sintomas de dano de frio, avaliados como
descoloracdo do mesocarpo e desenvolvimento de podriddes. Também houve reducdo da
atividade da enzima polifenoloxidase (PPO) em todas as cultivares estudadas.

2.1.7 Influéncia da temperatura sobre a biossintese do etileno e o desenvolvimento de
injarias de frio

Considerando o fato de que alguns eventos estritamente associados ao processo de
amadurecimento e de senescéncia dos tecidos vegetais sdo similares aos efeitos decorrentes do
estresse por baixa temperatura, atribui-se ao etileno um possivel papel na iniciacdo ou
desenvolvimento das injurias de frio (WANG, 1989; BEN-AMOR et al., 1999). Estudos
realizados anteriormente ja demonstraram que alguns frutos apresentam maior sensibilidade ao
chilling quando tratados com etileno (WANG, 1993; PORAT et al., 1999; PESIS et al., 2002).
Contudo, em alguns casos, a exposi¢do de frutos ao etileno exdgeno demonstrou ser benéfica,
reduzindo os sintomas de chilling (LIPTON; AHRONI, 1979; WANG et al., 2006). Neste
contexto, Wang (1993) relatou que a sensibilidade do tomate e do mamdo ao frio reduziu-se a
medida que os frutos amadureceram e a sintese de etileno aumentou. Contrariamente, em
determinadas espécies sensiveis ao frio foi reportado que a baixa temperatura estimula o acimulo
dos precursores e a atividade das enzimas associadas a biossintese do etileno, repercutindo em

incremento na sintese, concomitante com o desenvolvimento dos sintomas (WANG, 1986;
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McCOLLUM; McDONALD, 1991; MARTINEZ-TELLEZ; LAFUENTE, 1997; CONCELLON;
ANON; CHAVES, 2005).

Em pepinos, o conteddo de ACC no tecido aumentou durante o armazenamento a 20°C ou
10°C, porém apenas a 1°C houve um consideravel acimulo nos tecidos, indicativo de que a
atividade da ACC sintase ¢ estimulada pela baixa temperatura (MARTINEZ-ROMERO;
SERRANO; VALERO, 2003). Resultados semelhantes foram observados em pepinos, pimentdes
e nectarinas apresentando sintomas de chilling (McCOLLUM et al., 1995; SERRANO et al.,
1997; ZHOU; BEN-ARIE; LURIE, 2001).

Na maioria das vezes, o desenvolvimento dos sintomas de chilling ocorre ou é
intensificado apenas quando os frutos sdo removidos da refrigeragdo e reaquecidos a temperatura
ambiente. Esta caracteristica foi positivamente correlacionada com o abrupto acréscimo na
producdo de etileno, observado em varios tipos de frutos, tais como: meldes, péras, abobrinha,
berinjela, manga, tangerina, laranja e pomelo (BEN-AMOR et al.,, 1999; WANG,; SAMS;
GROSS, 1985: BALANDRAN-QUINTANA et al., 2003; CONCELLON; ANON; CHAVES,
2005; LEDERMAN et al., 1997; LAFUENTE et al., 2003; SCHIRRA, 1993). De acordo com
Sevillano et al. (2008), o incremento na evolucdo da sintese de etileno apresentada por estes frutos
pode ser interpretada como uma simples resposta a baixa temperatura, ou alternativamente que o
etileno induz o dano de frio em espécies sensiveis. O fato de que a aplicacdo de etileno induz a
manifestacdo de injurias de frio tanto em frutos climatéricos quanto em ndo-climatéricos, sustenta
a hipotese de que o etileno desempenha um importante papel no processo de inducdo desta
fisiopatia.

A associacdo entre o etileno e a baixa temperatura na inducgéo do chilling foi estudada por
Ben-Amor et al. (1999) por meio de experimentos conduzidos com meldes cantalupe
transformados, apresentando inibicdo da producdo autocatalitica do etileno. De acordo com o0s
resultados deste estudo, os autores atribuiram a maior resisténcia dos frutos transformados a uma
menor degradacdo das membranas celulares, estimada pelo menor percentual de vazamento de
ions, bem como a manutencdo de elevada atividade de enzimas antioxidantes mesmo apds o
reaquecimento dos frutos. Além disso, quando os meldes transformados foram tratados com
etileno exdgeno houve restabelecimento da sensibilidade dos frutos ao frio.

Contrariamente, em outros estudos foi verificado que o etileno protegeu os frutos citricos

das injarias de frio por estimular a atividade da enzima fenilalanina amoénia-liase (PAL) durante o
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periodo de exposicdo a baixa temperatura (LAFUENTE et al., 2001; LAFUENTE; SALA;
ZACARIAS, 2004).

Em frutos citricos, recentes investigacdes tém demonstrado um possivel processo de
regulacdo da biossintese do etileno induzido pelo chilling (ZACARIAS et al., 2003). Segundo o
modelo proposto, a exposi¢do dos frutos a baixa temperatura induz, em um primeiro momento, o
acumulo de ACC no tecido seguido da estimulacdo da atividade da ACC oxidase. Este padréo foi
diretamente associado ao acumulo de apenas um dos dois transcritos da ACC sintase identificados
até o presente momento em citros e também com o acimulo de mMRNA da ACC oxidase. Além
disso, foi observado que o acumulo destes transcritos foi maior nas células do flavedo dos frutos
que exibiam dano quando comparado ao tecido sadio (ZACARIAS et al., 2003).

O efeito inibitorio das altas temperaturas na sintese do etileno também é relatado (YANG,
1980; LURIE; KLEIN, 1990; ANTUNES; SFAKIOTAKIS, 2000). Em situacbes onde os frutos
foram submetidos a tratamentos térmicos, com propoésitos quarentenarios ou de reducdo do
chilling, ndo apenas a sintese do etileno foi suprimida como também os frutos ndo responderam ao
etileno exdgeno (SEYMOUR et al., 1987; YANG et al., 1990). Este fato pode ser indicativo de
inativacdo dos receptores de etileno, 0 que ocasiona o impedimento da transducdo de sinal e
ativacdo de respostas dependentes do etileno (LURIE, 1998; PECH; BOUZAYEN; LATCHE,
2008). Em varios frutos, foi observada a perda parcial da atividade da ACC oxidase apés a
exposicdo a temperaturas na faixa de 42-46°C (DUNLAP et al., 1990; PAULL; CHEN, 1990),
inicialmente relacionada a diminuicdo do acimulo de mRNA da ACC oxidase seguido da
cessacdo da sintese da enzima (LURIE et al., 1996). A maioria dos estudos tem indicado que a
ACC oxidase é mais sensivel ao calor que a ACC sintase (KLEIN, 1989; ATTA ALY, 1992). A
exposicao de macds e tomates a temperaturas superiores a 35°C ocasiona acimulo de ACC nos
tecidos (YU et al., 1980; ATTA ALY, 1992), contudo, em ambos os frutos foi verificada reduzida
sintese de etileno (BIGGS et al., 1988; KLEIN, 1989). A retomada na sintese de etileno pode
ocorrer removendo-se os frutos do calor (PAULL; CHEN, 1990; CHAN, 1991), porém para que a
producdo de etileno seja restabelecida é necessaria a sintese protéica (BIGGS et al., 1988).
Confirmando essa suposicéo, Lurie et al. (1996) demonstram que tanto o mMRNA quanto a proteina
da ACC oxidase foram acumuladas no tecido de tomates apds a remogéo do tratamento térmico

com ar a 38°C.



32

2.2 Experimento 1

Tratamentos térmicos retardam o desenvolvimento de injurias de frio em lima acida ‘Tahiti’

2.2.1 Material e Métodos

Limas acidas ‘Tahiti’, provenientes de um pomar comercial localizado no municipio de
Mogi-Mirim, SP, foram colhidas com coloracdo verde-intensa e didmetro médio de
aproximadamente 6 centimetros. Apds a colheita, os frutos foram transportados ao Laboratorio de
Fisiologia e Bioguimica P6s-Colheita do Departamento de Ciéncias Bioldgicas, da ESALQ/USP,
em Piracicaba, SP, onde se procedeu a sele¢do, descartando-se frutos que apresentavam danos
mecanicos e manchas na casca, em seguida foi realizada a homogeneizacdo das amostras
experimentais.

Os tratamentos térmicos consistiram da imersdo pos-colheita de frutos em agua, por meio
de um banho-térmico marca Tecnal e da exposi¢do de frutos ao ar, acondicionando-0s em camaras

do tipo B.O.D., conforme descrito a seguir:

Tratamento 1- Armazenamento a 1°C;
Tratamento 2- Exposicédo dos frutos a 37°C por 10 horas e armazenamento a 1°C;
Tratamento 3- Imers&o dos frutos em agua a 42°C por 15 minutos e armazenamento a 1°C;

Tratamento 4- Imersdo dos frutos em agua a 53°C por 2 minutos e armazenamento a 1°C.

Os frutos foram acondicionados em caixas plasticas e expostos a temperatura ambiente
para secar por alguns minutos ap6s a aplicacdo dos tratamentos térmicos. Em seguida, as limas
foram armazenadas em cdmara com temperatura de 1°C (+0,5°C) e umidade relativa do ar de 90%
(5%), durante 45 dias.

As medidas da respiracdo, sintese de etileno e incidéncia de injarias de frio foram
realizadas a cada 5 dias, durante 45 dias de armazenamento. Aos 15, 30 e 45 dias, parte dos frutos
foi removida da refrigeracdo e permaneceu durante 3 dias a 20°C, quando tambeém foi medida a
respiracao, sintese de etileno, indice de injarias de frio, atividade in vivo da ACO e o0 vazamento
de ions ao final de cada periodo. Nesta ocasido foram retiradas amostras de flavedo de cada

repeticdo para as demais avaliagdes realizadas, as quais estdo descritas a seguir:
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Indice de injarias de frio: os frutos foram classificados em cinco categorias de acordo
com a superficie da casca afetada (KLUGE et al., 2003): [0] sem depressdes na casca; [1]
1 a 5%; [2] 5-25%; [3] 25-50%; [4] >50% da superficie afetada.

Respiracao: aproximadamente mil gramas de frutos de cada repeticdo foram transferidos
para recipientes com volume de 1.700mL. Estes foram fechados hermeticamente durante 3
horas. Para a andlise da producdo de CO,, foi injetada uma aliquota de 0,5mL de cada
recipiente, em um cromatografo a gas, marca Thermofinigan, modelo Trace GC Ultra,
equipado com detector de ionizagdo de chama (FID) e uma coluna de aco inox de 1/8” e
4,0m de comprimento, preparada com Porapak N 50/80. Como gas de arraste, utilizou-se o
hidrogénio a um fluxo de 25mL min™. A temperatura da coluna, injetor e detector foram
de 110, 140 e 200°C, respectivamente. Os resultados foram expressos em mL CO, kg™ h™,
calculados em funcéo da concentracdo de CO; presente no recipiente, da massa de frutos,
do volume livre do recipiente e do tempo de fechamento do recipiente.

Sintese de etileno: dos mesmos recipientes usados para a mensuracdo da respiracdo
retirou-se uma aliquota de 0,5mL de cada recipiente, a qual foi injetada em um
cromatografo a gas, marca Thermofinigan, modelo Trace GC Ultra, equipado com detector
de ionizagdo de chama (FID) e uma coluna de aco inox de 1/8” ¢ 1,8m de comprimento,
preparada com Porapak N 50/80. Como gés de arraste, utilizou-se o hidrogénio a um fluxo
de 25mL min™. A temperatura da coluna, injetor e detector foram de 110, 140 e 200°C,
respectivamente. Os resultados foram expressos em sintese de etileno (uL CzH, kg™ h™),
calculada com base na concentracdo de etileno no interior do recipiente, na massa de
frutos, no volume livre do recipiente e no tempo de fechamento do recipiente.

Atividade in vivo da ACC oxidase (ACO): determinada de acordo com Dupille e
Zacarias (1996). Discos de flavedo dos frutos foram lavados com agua deionizada duas
vezes. Apos, serem secos com papel filtro, os discos (2,0g) foram incubados em solucédo
contendo tampéo fosfato de potassio 25mM (pH 6,0), manitol 0,8M e ACC 5mM. Os
discos de flavedo permaneceram incubados por uma hora na referida solugdo e a seguir
foram secos em papel filtro e imediatamente acondicionados em frascos herméticos de
40mL e incubados a 30°C. Depois de uma hora a concentracdo de etileno presente nos

frascos foi determinada e os valores expressos em nmol CoHs g™ h™
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Atividade in vitro da ACC oxidase (ACO, EC 1.14.17.4): determinada de acordo com a
metodologia proposta por Moya-Leon e John (1994), com modificacBes. Amostras de
flavedo congelado foram pulverizadas em moinho com nitrogénio liquido. A seguir,
aproximadamente um grama do tecido foi homogeneizado em tampédo de extracdo
contendo Tris-HCI 100mM pH 7,5 contendo 5mM DTT; glicerol 10% (w/v); 30mM
ascorbato de sodio e PVPP 4% (p/v). A seguir, o homogeneizado foi filtrado com gaze e
centrifugado a 10.000 x g por 30 minutos a 4°C. O ensaio foi realizado incubando-se
1,0mL do sobrenadante contendo a enzima com 2,0mL da solucdo de reacdo contendo
tampdo tricina 0,1IM pH 7,5; 0,ImM FeSO4; 1ImM ACC; 20mM NaHCO;3; e 30mM
ascorbato de sodio. Apos incubacdo da solucdo a 30°C em frasco hermético por 30
minutos a concentracdo de etileno presente nos frascos foi determinada e os valores
expressos em nmol C,H, g h™.

Contetido de ACC livre (ACC) e malonilado (MACC): foi mensurado segundo o
método proposto por Lizada e Yang (1979) e modificado por Fils-Lycaon et al. (2008).
Amostras de flavedo congelado foram pulverizadas em moinho com nitrogénio liquido. A
seguir, o tecido foi homogeneizado em etanol 70% e aquecido a 100°C por 30 minutos e
em seguida filtrado com gaze. O extrato resultante foi evaporado e o residuo resultante
ressuspendido em agua. O sobrenadante foi centrifugado a 10.000 x g por 10 minutos para
clarear o extrato e o ACC livre foi quimicamente transformado em etileno conforme
descrito anteriormente (LIZADA; YANG, 1979). O conteido de MACC foi determinado
em extrato hidrolisado com HCI a 100°C por uma hora e neutralizado com NaOH
(HOFFMAN et al., 1982). O extrato hidrolisado foi usado para determinacdo do contetido
de ACC, de acordo com Lizada e Yang (1979). A diferenca entre o conteido de ACC
antes e apos a hidrolise representa o contetdo de MACC no extrato (HOFFMAN et al.,
1983). Os resultados foram expressos em nmol C,H4 g™ tecido.

Vazamento de ions: foi determinado de acordo com a metodologia descrita por Vieira
Santos et al. (2001). Discos de flavedo dos frutos foram lavados com agua deionizada duas
vezes. Apds, secos com papel filtro, os discos (2,0g) foram acondicionados em frascos
com 50mL de solugdo 0,4M de manitol. Os frascos foram mantidos sob agitacdo moderada
por 3 horas quando entdo, foi medida a condutividade elétrica da solucéo a 25°C (Linicial)-
A solugdo contida nos frascos foi congelada por 18 horas e apos este periodo foi
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descongelada e novamente procedeu-se a medida da condutividade elétrica a 25°C (Lfina)-
Os valores obtidos foram calculados por meio da formula VI = (Lfinat — Liniciar) / Lfinat X 100
e expressos em condutividade relativa.

Peroxidacdo lipidica: foi determinada pela medicdo da concentracdo de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), conforme descrito previamente (BUEGE;
AUST, 1978; DHINDSA; MATOWE, 1981). Um grama de tecido foi triturado em
nitrogénio liquido e, posteriormente, homogeneizado em 5mL de &cido tricloroacético
(TCA) (0,1%) juntamente com 20% de PVPP. Apds completa homogeneizagédo, o material
foi centrifugado a 10.000 x g por 10 minutos. Do sobrenadante foi retirado uma aliquota
de 1,0mL a qual se adicionou 4mL de TCA (20%) contendo 0,5% de &cido tiobarbitdrico
(TBA). A mistura foi aquecida a 95°C por 30 minutos, e rapidamente resfriada em banho
de gelo. O sobrenadante foi centrifugado novamente a 10.000 x g por 10 minutos para
clarear o extrato e imediatamente a absorbancia das TBARS formadas foi determinada em
espectrofotdmetro a 535nm. As medidas foram corrigidas para turbidez inespecifica pela
subtracdo da absorbancia a 600nm. A concentracdo das TBARS foi calculada utilizando o
coeficiente de extingdo molar de 155mM cm™.

Perdxido de hidrogénio (H,O,): o conteldo de peroxido de hidrogénio no flavedo foi
determinado de acordo com o método proposto por Gay et al. (1999) e Hermes-Lima et al.
(1995), com modificagfes. Um grama de flavedo foi triturado em nitrogénio liquido e
posteriormente, homogeneizado em 10mL de metanol a 0°C. Apds a completa
homogeneizacdo as amostras foram centrifugadas 10.000 x g por 10 minutos. A seguir
retirou-se uma aliquota de 35uL do sobrenadante, a qual se adicionou 500uL de
Fe(NH,;)2(SO4)2 1ImM e 200uL de H,SO4 250mM. A mistura permaneceu em reagédo por 5
minutos no escuro. Em seguida adicionou-se 100pL de xylenol laranja 1mM e a mistura
foi mantida no escuro por 20 minutos quando entdo procedeu-se a leitura da absorbancia
das amostras a 560nm. As leituras foram comparadas com uma curva padrdo com
concentracdes conhecidas de perdxido de hidrogénio.

Radicais superdxido (0O;): o conteddo de radicais superoxido foi medido
espectrofotometricamente a 490nm pela oxidacdo da epinefrina a adrenocromo (MISRA;
FRIDOVICH, 1972; MINIBAYEVA; BECKETT, 2001). A reacdo consistiu da adicédo de
100puL de extrato vegetal a 3,0mL de agua pH 7,0 e ImM epinefrina. Apos a incubacéo
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sob agitacdo moderada por 20 minutos no escuro a reagédo foi parada adicionando-se 50uL
de HCI 0,05N. Imediatamente procedeu-se a leitura da absorbancia a 490nm. O contetdo
de radicais superdxido na casca foi calculado utilizando o coeficiente de extingdo molar de
4,47mM cm™,

Extracéo protéica: em cada periodo de avaliacdo, amostras do flavedo de frutos de cada
tratamento foram coletadas, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -30°C até o
momento das analises. Aproximadamente um grama do flavedo congelado foi pulverizado
em moinho com nitrogénio liquido. A seguir o tecido vegetal foi homogeneizado em
tampao fosfato de potassio 100mM, pH 7,5, contendo 1mM de EDTA, 3mM de DTT e 4%
(p/v) de PVPP. O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 x g por 30 minutos a 4°C e 0
sobrenadante foi coletado e estocado em freezer a -30°C até 0 momento das analises.
Atividade de superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1): a atividade da SOD foi
observada por meio de gel de poliacrilamida 12% nédo desnaturante (PAGE), conforme
descrito em VITORIA et al. (2001). Cada gel permaneceu sob corrente elétrica de 20mA
por aproximadamente 4 horas. Ap6s a separacdo das proteinas, os géis foram enxaguados
rapidamente em agua destilada-deionizada e incubados durante 30 minutos no escuro a
temperatura ambiente em uma solucdo contendo 50mM de tampéo fosfato de potassio pH
7,8, ImM EDTA, 0,05mM riboflavina, 0,1mM NBT e 3% TEMED. Ao final de 30
minutos, a mistura de reacdo foi removida, os géis enxaguados com A&gua destilada-
deionizada e colocados sob iluminacdo por alguns minutos para foto-oxidacao das bandas.

Para cada gel foram utilizados 7L de SOD bovina (Sigma) como padrao.

m) Atividade de catalase (CAT, EC 1.11.1.6): determinada conforme Azevedo et al. (1998),

pela decomposicéo do peroxido de hidrogénio a 240nm durante 1 minuto em uma reacdo
contendo tampdo fosfato de potassio 100mM pH7,5 e 2,5uL de perdxido de hidrogénio
(30%). A reacdo foi iniciada pela adi¢do de 15uL de extrato protéico.

Atividade de ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11): foi determinada através do
método descrito em Nakano e Asada (1981). A mistura da reacdo consistiu de 650uL de
tampao fosfato de potassio 80mM pH 7,0; 100uL ascorbato (5mM); 100uL EDTA (1mM);
100uL H20; (ImM) e 20pL de extrato. A atividade foi determinada pela degradagdo do
peréxido de hidrogénio durante 1 minuto, por alteracbes na absorbancia a 290nm. A
mistura de reacdo contendo tampao fosfato, ascorbato e EDTA permaneceu em banho-
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maria a 30°C. O perdxido de hidrogénio foi adicionado somente no inicio da leitura em
espectrofotometro.

Atividade de glutationa redutase (GR, EC 1.6.4.2): foi determinada
espectrofotometricamente a 30°C, em uma mistura de reacao, contendo tampéo fosfato de
potassio 100mM, pH 7,5, ImM 5,5’-ditio-bis (2-4cido nitrobenzoico) (DTNB), 1mM
glutationa oxidada (GSSG) e 0,1mM NADPH. A reacdo foi iniciada pela adi¢cdo de 10uL
de extrato. A GR foi estimada pela reducdo da glutationa oxidada, monitorada pela
alteracdo da absorbancia a 412nm (SMITH et al., 1988).

Proteinas totais: a concentracdo de proteinas foi determinada em espectrofotdmetro a
595nm de acordo com Bradford (1976), utilizando-se 0 BSA como padrao.

2.2.2 Delineamento experimental e analise dos dados

frutos.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com quatro repeti¢des de 10
Para as analises bioguimicas foram usadas triplicatas de cada repeticdo. Os resultados

obtidos foram submetidos a analise de variancia e, havendo diferencas, as médias foram

comparadas pelo teste LSD (Least Significative Difference) a 5% de probabilidade de erro.

Os procedimentos estatisticos foram executados com auxilio do pacote estatistico SOC

(Software Cientifico:NTIA/EMBRAPA).
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2.2.3 Resultados e Discussao

Assim como observado anteriormente em outros frutos de origem tropical, a exposic¢ao da
lima &cida ‘Tahiti’ por periodo prolongado abaixo da temperatura minima de seguranca de 8°C
induz o desenvolvimento e exteriorizacao de injurias de frio nos frutos (LYONS, 1973).

A partir de 10 dias de exposi¢do da lima acida a 1°C, os sintomas de chilling tornaram-se
visiveis e aumentaram gradualmente durante o armazenamento refrigerado (Figura 1A). Apds a
interrupcao da refrigeracdo seguida da exposi¢do dos frutos a 20°C por 3 dias, simulando o
periodo de comercializacdo, os sintomas foram intensificados e tornaram-se mais severos a
medida que o armazenamento foi prolongado, conforme também verificado por PARKIN et al.
(1989). No presente trabalho, verificou-se que o tratamento térmico dos frutos por imersdo em
agua (42°C por 15 minutos ou 53°C por 3 minutos) retardou o desenvolvimento dos sintomas de
chilling no flavedo dos frutos aos 30 e 45 dias, mesmo apos a exposicdo a 20°C durante 3 dias
(Figura 1B). Esses resultados suportam relatos anteriores de que os tratamentos térmicos com
agua quente promovem maior resisténcia aos frutos citricos contra as injurias de frio (RODOV et
al., 1995; PORAT et al., 2000; SCHIRRA et al., 2004; GHASEMNEZHAD et al., 2008). Por
outro lado, aos 30+3 dias e principalmente aos 45+3 dias de armazenamento, houve significativo
acréscimo no indice de injarias de frio nos frutos controle e nos condicionados a 37°C por 10
horas antes do armazenamento refrigerado.

Embora estudos realizados anteriormente relatem a eficacia do condicionamento prévio de
frutos durante periodos variados de tempo a temperaturas moderadas, antes da exposicdo a
temperaturas indutoras de chilling (MULAS; LAFUENTE; ZACARIAS, 1995; SALA;
LAFUENTE, 2000; RIVERA et al., 2007), neste estudo o condicionamento térmico dos frutos a
37°C por 10 horas antecipou e intensificou os sintomas das injurias de frio, resultando em indices
superiores aos observados no controle, ao final do armazenamento.

Possivelmente esses resultados sejam devido ao fato de que, neste estudo, os frutos foram
analisados apds permanecerem por 3 dias a 20°C, enquanto nos estudos relatados anteriormente,
os frutos foram analisados ainda durante a refrigeracdo. Alem disso, 0 tempo de exposicdo ao
condicionamento térmico também pode ter sido insuficiente para induzir toleréncia ao frio,
considerando que, no caso de tangerinas ‘Fortune’, os frutos foram condicionados a 37°C por 3

dias (SALA; LAFUENTE, 2000).
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Figura 1 - Indice de injurias de frio em lima acida “Tahiti’ durante o armazenamento a 1°C (A) e
apos a remocao dos frutos da refrigeracdo aos 15, 30 e 45 dias seguida de 3 dias a 20°C
(B). Barras verticais indicam o erro padrdo (n=4). Diferenga minima significativa entre
tratamentos é dada segundo o teste LSD (p<0,05). indice de injdrias de frio: 0 = sem
depressOes; 1 =1 a 5%; 2 = 5-25%; e 3 = 25-50%; 4 = >50% da superficie afetada
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A inicializag8o das injurias decorrentes da agdo do frio nos tecidos vegetais antecede a
exteriorizacdo visual dos sintomas (LYONS, 1973), e é influenciada por uma variada e complexa
rede de eventos bioquimicos e fisiologicos que ocorrem de maneira organizada e resultam em uma
resposta celular frente a situacdo de estresse. Acréscimos na atividade respiratdria e na sintese de
etileno podem ser indicativos de dano de chilling mesmo em frutos aparentemente sem danos
visuais (SCHIRRA, 1992). Nesse estudo, a atividade respiratéria e a sintese de etileno
permaneceram baixas e ndo diferiram entre os tratamentos durante todo o periodo de
armazenamento a 1°C (Figuras 2A e 3A). Com a exposicdo dos frutos a 20°C a atividade
respiratéria e a sintese de etileno foram intensificadas, porém ndo foram verificadas diferencas aos
15+3 e aos 30+3 dias entre os frutos tratados termicamente em relagcdo ao controle. Por outro lado,
enquanto a respiracao e a sintese de etileno dos frutos tratados com agua a 42°C ou 53°C sofreram
leve acréscimo aos 45+3 dias, no controle e nos frutos condicionados a 37°C por 10 horas a taxa
de producéo destes gases foi significativamente intensificada e permaneceu maior que a verificada
nos frutos tratados termicamente (Figuras 2B e 3B).

Normalmente, a intensificacdo da respiracdo ¢ acompanhada por uma maior demanda de
energia pelas células (SEMIKHATOVA, 1995) e essa resposta pode estar relacionada a mudancas
estruturais e funcionais no aparato mitocondrial (KISLYUK; MIROSLAVOV; PALEEVA, 1995;
ZYKOVA; KOLESNICHENKO; VOINIKOV, 2002) em resposta ao estresse por baixa
temperatura, principalmente apds o reaquecimento dos frutos. Além disso, em determinados
frutos, o estimulo a sintese de etileno em resposta a baixa temperatura ocorre paralelamente ao
desenvolvimento dos sintomas de chilling e esses eventos tém sido relacionados ao aumento nos
precursores da biossintese do etileno ou a atividade das enzimas implicadas nesse processo
(CONCELLON; ANON; CHAVES, 2005; LEDERMAN et al., 1997).
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Figura 2 — Atividade respiratoria da lima acida ‘Tahiti’ durante o armazenamento a 1°C (A) e
apos a remocdo dos frutos da refrigeracdo aos 15, 30 e 45 dias seguida de 3 dias a
20°C (B). Barras verticais indicam o erro padrdo (n=4). Diferengca minima

significativa entre tratamentos é dada segundo o teste LSD (p<0,05)
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Figura 3 - Sintese de etileno durante o armazenamento da lima acida ‘Tahiti’ a 1°C (A) e apds a
remocao dos frutos da refrigeracdo aos 15, 30 e 45 dias seguida de 3 dias a 20°C (B).
Barras verticais indicam o erro padrdo (n=4). Diferenca minima significativa entre
tratamentos é dada segundo o teste LSD (p<0,05)

De modo geral, nesse estudo, pode-se inferir que o padrdo respiratorio e de sintese do
etileno exibido pelos frutos apds a refrigeracdo, correlacionou-se positivamente com o

desenvolvimento dos sintomas de injdrias de frio (Figuras 2B e 3B). Dessa forma, a supressao da
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evolucdo na sintese de etileno e respiragdo dos frutos mediante a aplicagdo de tratamentos
térmicos moderados resultou em menor indice de injurias de frio nos frutos, confirmando os
resultados obtidos anteriormente por Ghasemnezhad et al. (2008).

O possivel papel desempenhado pelo etileno no desenvolvimento dos sintomas de chilling
tem demonstrado ser complexo, e constitui um assunto controverso na literatura devido ao fato de
sua presenca poder aliviar ou intensificar os sintomas em diferentes tipos de frutos (WANG,
1993; PORAT et al., 1999; SELVARAJAH; BAUCHOT; JOHN, 2001). Desta forma, a sintese e
0 metabolismo do etileno foram avaliados de modo a obter uma melhor compreenséo do seu papel
nesse processo.

A atividade in vivo da ACO, estimada pela capacidade do flavedo converter ACC ex6geno
em etileno foi significativamente afetada durante os primeiros dois ter¢cos do armazenamento nos
frutos submetidos ao condicionamento a 37°C ou ao tratamento térmico de 42°C por 15 minutos e
53°C por 2 minutos (Figura 4A). Ao final do armazenamento, a atividade in vivo da ACO foi
intensificada no flavedo dos frutos condicionados a 37°C e nos imersos em agua a 42°C por 15
minutos. Em contraste, nos frutos imersos em agua a 53°C por 2 minutos a atividade da ACO
permaneceu significativamente menor.

Quando avaliada a atividade in vitro da ACO, foram verificadas algumas similaridades e
outras importantes diferencas em relacdo ao padrdo apresentado no ensaio in vivo durante o
mesmo periodo avaliado. A atividade in vitro da ACO aos 15+3 dias permaneceu praticamente
semelhante a observada no flavedo dos frutos na colheita, contudo nesse periodo a atividade
observada no controle e no flavedo dos frutos condicionados a 37°C foi levemente superior a
observada nos frutos tratados termicamente (Figuras 4B). Nas avaliacGes realizadas nos periodos
subsequentes (30 e 45 dias + 3 dias a 20°C) essa diferenca aumentou e a atividade da ACO
manteve-se cerca de duas vezes maior que a observada no flavedo dos frutos submetidos a 42°C
por 15 minutos ou 53°C por 2 minutos. Em geral, mesmo ap0s a exposicdo dos frutos por 3 dias a
20°C aos 15, 30 e 45 dias, verificou-se que a atividade da ACO in vitro foi sempre inferior ao
controle e aos frutos condicionados, e permaneceu praticamente semelhante a atividade observada
na colheita. Esses resultados podem justificar a baixa sintese de etileno observada nos frutos
tratados termicamente mesmo aos 15+3 dias quando o contetudo de ACC livre no tecido era alto se

comparado aos outros tratamentos (Figuras 3B e 5A). Isso indica claramente que o passo limitante
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a producdo de etileno, nesse caso, foi a conversdo do ACC em etileno e nédo a sintese do ACC
mediante acéo da sintase (ACS).
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Figura 4 - Atividade in vivo (A) e in vitro (B) da ACO no flavedo da lima acida ‘Tahiti’ apos 15,
30 e 45 dias a 1°C seguida de 3 dias a 20°C. Tratamentos seguidos pela mesma letra,
no mesmo periodo, nao diferem entre si pelo teste LSD (p<0,05)
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Figura 5 — Conteudo de ACC livre (A) e malonilado (B) no flavedo da lima acida ‘Tahiti’ na
colheita e apds 15, 30 e 45 dias a 1°C seguido de 3 dias a 20°C. Tratamentos seguidos
pela mesma letra, no mesmo periodo, ndo diferem entre si pelo teste LSD (p<0,05)

O efeito inibitorio do calor na biossintese de etileno tem sido relatado (YANG, 1980;
ANTUNES; SFAKIOTAKIS, 2000). Em varios frutos foi observada a perda parcial da atividade
da ACO ap0s a exposicdo a temperaturas na faixa de 42-46°C (DUNLAP et al., 1990; PAULL;
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CHEN, 1990) devido, primeiramente, a diminuicdo da sintese desta enzima (LURIE et al., 1996).
A retomada da producdo do etileno pode ocorrer removendo-se os frutos do calor (PAULL;
CHEN, 1990; CHAN, 1991), porém, para que a producdo do etileno seja restabelecida é
necessaria a sintese proteica (BIGGS et al., 1988).

Aparentemente, a atividade da ACS foi afetada pelo condicionamento dos frutos por 10
horas a 37°C, o que justificaria o baixo contetdo de ACC no tecido aos 15+3 dias (Figura 5A).
Além disso, o acréscimo no conteudo de ACC nesses frutos aos 30+3 e aos 45+3 dias,
possivelmente seja devido a sintese de novo da ACS (BIGGS et al., 1988) necessaria para
promover o progressivo acimulo de ACC no tecido e o burst de etileno somente aos 45+3 dias e
ndo aos 30+3, quando a ACO in vitro estava alta. Assim sendo, a evolucdo na sintese de etileno
evidenciada aos 45+3 dias nos frutos condicionados a 37°C pode ser justificada pelo maior
contetdo de ACC livre no tecido, alta atividade da ACO in vivo e in vitro e baixo contetdo de
ACC malonilado (Figuras 3B, 4A, 4B, 5A e 5B). Por outro lado, a auséncia de elevacdo na sintese
de etileno aos 30+3 dias nos frutos condicionados a 37°C por 10 horas pode ser em parte,
resultante do maior contetdo de ACC malonilado e ao baixo contetdo de ACC livre no tecido, se
comparado aos referidos conteudos presentes no flavedo ao final do armazenamento.

Tem sido postulado, por varios pesquisadores, que o evento inicial que desencadeia o
desenvolvimento do chilling em tecido vegetais ocorre em nivel de membrana, e que esse evento
seja devido a acdo de radicais livres como o O,”, H;O, ¢ OH" (MARANGONI; PALMA;
STANLEY, 1996; SALA, 1998). O acumulo destas espécies reativas de oxigénio (EROs) pode
ocasionar danos aos lipidios das membranas formando produtos tdxicos, como o malondialdeido
(MDA), um dos principais produtos da peroxidacao lipidica, que pode ser mensurado por meio da
reacdo com o &cido tiobarbiturico (TBA). O acimulo no tecido de substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS) tem sido amplamente usado como indice de peroxidacdo lipidica e
também como indicador de estresse oxidativo (QUEIROZ et al., 1998; HODGES et al., 1999).
Adicionalmente ao contetdo de TBARS, o percentual de vazamento de ions do flavedo também
foi usado como indicador da permeabilidade das membranas celulares presentes no flavedo da
lima acida (KING; LUDFORD, 1983; SALTVEIT, 2002).

O percentual de vazamento de ions do flavedo dos frutos sofreu pequeno incremento ao
longo do armazenamento, atingindo valores proximos a 25% aos 45+3 dias (Figura 6A). Embora a

variacdo entre tratamentos tenha sido pequena nas avaliagdes realizadas, verificou-se que, ao final
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do armazenamento, o percentual de vazamento de ions nos frutos tratados termicamente foi
levemente inferior ao observado no controle e no flavedo dos frutos condicionados a 37°C.

Com relacdo a peroxidacéo lipidica, verificou-se um pequeno acréscimo no conteudo
acumulado de TBARS aos 15+3 dias em relacdo ao conteudo observado na colheita, contudo em

nenhuma das avalia¢Oes foram observadas diferencas entre tratamentos (Figura 6B).
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Figura 6 — Vazamento de ions (A) e conteudo de TBARS (B) no flavedo da lima acida ‘Tahiti’
apos 15, 30 e 45 dias a 1°C seguido de 3 dias a 20°C. Em (A) tratamentos seguidos
pela mesma letra, em cada periodo, ndo diferem entre si pelo teste LSD (p<0,05). Em
(B) as barras verticais indicam o erro padrdo (n=4)
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Trabalhando com limas ‘Persas’, Rivera et al. (2004) nao observaram diferengas na
peroxidacgdo de lipidios entre frutos armazenados a 4, 8 e 13°C, embora nos frutos armazenados a
4°C o dano de frio tenha sido superior ao verificado a 8°C e inexistente a 13°C. Segundo estes
autores, a possivel auséncia de relacdo entre a peroxidacéo lipidica e o dano de frio esta no fato de
que o0 estresse oxidativo é intensificado apenas quando os frutos sdo removidos da refrigeracéo
para a temperatura ambiente (SARUYANA; TANIDA, 1995). Em plantulas de pepino, Hariyadi e
Parkin (1991) relataram que houve intensificacdo do processo de peroxidacdo somente apos 0
reaquecimento das plantulas e nao durante a refrigeracdo. Dessa forma, a possivel explicacédo para
0s resultados obtidos nesse experimento é de que, mesmo apos o reaquecimento dos frutos, ndo
houve significativa alteracdo na integridade das membranas celulares frente ao estresse
desencadeado pela baixa temperatura.

Em experimentos preliminares realizados em anos anteriores com limas ‘Tahiti’, foi
verificado que tanto a incidéncia de injarias de frio quanto o vazamento de ions foram mais
elevados se comparados aos valores apresentados neste estudo (dados ndo apresentados). Além
disso, o vazamento de ions havia apresentado positiva relagdo com o indice de injurias de frio no
flavedo dos frutos. Dessa forma, embora os frutos tenham sido coletados no mesmo pomar para
todos o0s experimentos realizados ao longo de trés anos, a diferenca observada na susceptibilidade
as injurias de frio foi evidente e pode estar relacionada a fatores climaticos que tenham ocorrido
no periodo e contribuido para uma maior tolerancia pré-adquirida a campo (FERGUSON; VOLZ;
WOOLF, 1999; WOOLF; BOWEN; FERGUSON, 1999).

Em resposta ao estresse promovido pela baixa temperatura houve acréscimo na producgéo
de radicais superéxido (O;") e peroxido de hidrogénio (H20,) no flavedo dos frutos (Figura 7A e
B). O conteldo de O,  permaneceu levemente superior no flavedo dos frutos controle e nos
condicionados a 37°C por 10 horas. Todavia, essas diferencas ndo foram estatisticamente
significativas quando comparadas ao conteudo verificado no flavedo dos frutos tratados
termicamente. Por outro lado, houve maior acimulo de H,O, aos 15 e 45 dias (+ 3dias a 20°C) no
flavedo do controle e dos frutos submetidos a 37°C por 10 horas.

A exposicdo dos frutos a temperatura de 20°C durante trés dias, aos 15, 30 e 45 dias de
armazenamento ocasionou elevacdo no contetdo de H,O, em todos os tratamentos, porém nos
frutos submetidos a 42°C ou 53°C durante 15 e 2 minutos, respectivamente, o contedo

acumulado foi menor em relagdo aos demais tratamentos.
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Figura 7 — Conteldo de radicais superdxido (A) e peroxido de hidrogénio (B) no flavedo da lima
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tratamentos € dada segundo o teste LSD (p<0,05)
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O acumulo de EROs nos tecidos vegetais é dependente do balango entre a geracéo e a
capacidade de remocdo (HODGES et al., 2004). Normalmente, a baixa temperatura altera esse
equilibrio em favor da geracao de radiais livres tornando crucial a acdo do sistema antioxidante,
de modo a evitar a intensificacdo da geracdo do O, ¢ do H,0,, 0s quais podem ser potencialmente
danosos ao metabolismo celular (MITTLER, 2002).

A dismutagdo do O, pela SOD representa a primeira linha de defesa celular frente ao
estresse oxidativo (ALSHER; ERTURK; HEATH, 2002). A atividade da SOD em PAGE nao
desnaturante revelou a existéncia de sete isoformas no flavedo da lima &cida ‘Tahiti’ (Figura 8).
As isoformas | e 1V exibiram a maior intensidade de bandas aos 30+3 dias e foram responsaveis,
em maior extensdo, pela atividade total da SOD no flavedo da lima &cida exposta ao frio. Em
contraste, no mesmo periodo foi verificada a menor intensidade destas bandas nos frutos controle.
As isoformas Il e 111 foram observadas por meio da eletroforese em gel de poliacrilamida apenas
aos 15+3 dias. Com excec¢édo do tratamento controle aos 30+3 dias, as isoformas V, VI e VII
foram observadas nos demais tratamentos em ambas as determinacgdes e exibiram maior e menor
intensidade das bandas aos 30 e 45 dias (+3 dias a 20°C), respectivamente.

Embora ndo tenha sido realizada analise densitométrica nas bandas, pode-se inferir que a
atividade conjunta das isoformas, principalmente durante os primeiros 30+3 dias, foi
preponderante para a remocao do contetido de superdxido presente no flavedo dos frutos.
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Figura 8 - Atividade da superédxido dismutase em gel de poliacrilamida ndo desnaturante aos 15
(A), 30 (B) e 45 (C) dias a 1°C (+3 dias a 20°C). (1) padrdao de SOD bovina, (2)
controle, (3) 37°C por 10 horas, (4) 42°C por 15 minutos e (5) 53°C por 2 minutos. As
setas laterais representam as isoformas de SOD presentes no flavedo dos frutos
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Neste trabalho, a atividade especifica da catalase (CAT) presente no flavedo dos frutos
controle ndo foi significativamente alterada ao longo do armazenamento, permanecendo baixa e
praticamente similar a atividade exibida na colheita (Figura 9). De modo geral, nos demais
tratamentos a atividade da CAT exibiu pequeno acréscimo em relacdo ao controle, porém apenas
0 tratamento térmico de 42°C por 15 minutos possibilitou ao final do armazenamento a
manutencdo da atividade entorno de 1,5 vezes maior que a observada nos demais tratamentos.

Estudos realizados anteriormente indicaram que a capacidade de remoc¢édo do H,O, gerado
pela acdo da SOD requer a atuagdo conjunta da CAT, ascorbato peroxidase (APX) e glutationa
redutase (GR), de modo a evitar o acimulo do peréxido de hidrogénio nos tecidos (FOYER et al.,
1994; SALA, 1998). Desta forma, tem sido postulado que a modulagdo do sistema antioxidante

por meio de tratamentos térmicos pode induzir resisténcia ao dano de frio (SALA, 1998).
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Figura 9 — Atividade especifica da catalase (CAT) no flavedo da lima acida ‘Tahiti’ na colheita e
apos 15, 30 e 45 dias a 1°C seguida de 3 dias a 20°C. Barras verticais indicam o erro
padrdo (n=4). Diferenga minima significativa entre tratamentos é dada segundo o teste
LSD (p<0,05)
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A atividade especifica da APX no flavedo da lima &cida foi similar entre os tratamentos
apos 15 dias a 1°C mais 3 dias a 20°C. Contudo, enquanto a atividade permaneceu constante
(controle) ou decresceu (37°C), nos frutos tratados termicamente a atividade aumentou e ao final
do armazenamento foi cerca de 2,2 vezes superior aos frutos condicionados e 1,4 vezes maior que
no controle (Figura 10).

Apos a remocdo dos frutos da refrigeracdo aos 15 e 30 dias, verificou-se que nos frutos
submetidos aos tratamentos com calor houve manutencdo da atividade da GR em niveis
significativamente superiores aos verificados no flavedo do controle. Todavia, ao final do

experimento, a atividade da GR foi semelhante entre os frutos tratados e o controle (Figura 11).
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Figura 10 - Atividade especifica da ascorbato peroxidase (APX) no flavedo da lima acida ‘Tahiti’
na colheita e apds 15, 30 e 45 dias a 1°C seguida de 3 dias a 20°C. Barras verticais
indicam o erro padrdo (n=4). Diferenca minima significativa entre tratamentos é dada
segundo o teste LSD (p<0,05)
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Em tangerinas ‘Fortune’ a maior tolerancia ao dano de frio foi associada a maior
capacidade de remocdo do H,O pelos frutos tratados termicamente (MARTINEZ-TELLEZ;
LAFUENTE, 1997). Sala (1998) concluiu que a principal diferenca entre cultivares sensiveis e
tolerantes de tangerina frente ao dano de frio reside na superior capacidade do flavedo dos frutos
das cultivares tolerantes em metabolizar o H,O, mediante agdo conjunta da SOD, CAT, APX e
GR. Os resultados apresentados nesse trabalho sustentam essa idéia, contudo € importante
salientar que a atividade das enzimas antioxidantes também manteve-se alta nos frutos

condicionados a 37°C, mesmo que temporariamente.

25
——Controle
< ——37°C 10h
=
\q—) 2 4
° ——42°C 15min
S
> —{1-53°C 2 min
_.E 15
£
S
T
& L LSD=0,17
<
pd
S
IS
2
o 0,5 1
(O]
0 T T T
colheita 15+3 30+3 45+3

Dias de armazenamento

Figura 11 - Atividade especifica da GR no flavedo da lima 4acida ‘Tahiti’ na colheita e ap6s 15, 30
e 45 dias a 1°C seguida de 3 dias a 20°C. Barras verticais indicam o erro padréo (n=4).
Diferenca minima significativa entre tratamentos é dada segundo o teste LSD (p<0,05)



55

Assim, acredita-se que essa elevacdo na atividade das enzimas antioxidantes nos frutos
condicionados a 37°C por 10 horas seja uma resposta do tecido a intensificacdo dos sintomas das
injarias de frio. Possivelmente, essa elevacdo nao tenha sido suficientemente alta para evitar o
estresse oxidativo visto que os niveis de superdxido e peroxido de hidrogénio mantiveram-se altos
em todos os periodos avaliados. De maneira geral, a diferenca na efetividade dos tratamentos
avaliados em induzir tolerancia ao frio indubitavelmente esta ligada ndo somente ao estresse
oxidativo, mas também a outros fatores como a presenca do etileno no tecido. Provavelmente, a
interacdo desses fatores com a baixa temperatura seja determinante na modulacdo da resposta

requerida para promover maior ou menor tolerancia ao frio.

2.2.4 Conclusdes
Os tratamentos térmicos com agua a 42°C por 15 minutos ou 53°C por 2 minutos
conferem maior tolerancia dos frutos ao frio devido & manutencédo da estabilidade das membranas

e reducdo da sensibilidade dos tecidos ao etileno.
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2.3 Experimento 2
Reducio das injurias de frio em lima acida ‘Tahiti’ por meio da aplicacio de metil

jasmonato, salicilato e 1-metilciclopropeno

2.3.1 Material e Métodos

Limas acidas ‘Tahiti’, provenientes de um pomar comercial localizado no municipio de
Mogi-Mirim, SP, foram colhidas com coloracdo verde-intensa e didmetro médio de
aproximadamente 6 centimetros. Apos a colheita, os frutos foram transportados ao Laboratorio de
Fisiologia e Bioquimica Pés-Colheita do Departamento de Ciéncias Bioldgicas, da ESALQ/USP,
em Piracicaba, SP, onde se procedeu a sele¢do, descartando-se frutos que apresentavam danos
mecanicos e manchas na casca, em seguida foi realizada a homogeneizacdo das amostras
experimentais.

Os seguintes tratamentos foram aplicados:

Tratamento 1- Armazenamento a 1°C;

Tratamento 2- Imersdo dos frutos em solucdo 1,0mM de metil jasmonato;
Tratamento 3- Imerséo dos frutos em solucdo 1,0mM de metil salicilato;
Tratamento 4- Exposicao dos frutos a 1000nL L™ de 1-metilciclopropeno.

Ap0ds a imersdo dos frutos durante 3 minutos em agua (controle) ou nas solugdes de MeJA
ou MeSA, os frutos foram acondicionados em caixas plasticas e expostos a temperatura ambiente
para remover o excesso de dgua. Para a aplicacdo de 1-MCP utilizou-se o produto Smart Fresh®,
(0,14% de 1-MCP na formulacéo pd). O produto foi solubilizado em 15mL de &gua a 25°C em
recipiente hermético e, posteriormente, a solugdo foi transferida para placa de petri, ja no interior
de uma caixa, a qual foi fechada imediatamente. Os frutos ficaram expostos ao tratamento por 12
horas a 25°C e, a seguir, juntamente com 0s que compunham os demais tratamentos, foram
armazenados a 1°C (0,5°C) e 95% (+5%) de UR durante 45 dias.

As medidas da respiragéo, sintese de etileno e incidéncia de dano de frio foram realizadas
a cada 5 dias, durante 45 dias de armazenamento. Aos 15, 30 e 45 dias, parte dos frutos foi
removida da refrigeragdo e permaneceu durante 3 dias a 20°C, quando também foi medida a

respiracao, a sintese de etileno, o indice de injurias de frio, a atividade in vivo da ACC oxidase e 0
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vazamento de ions ao final de cada periodo. Nesta ocasido foram retiradas amostras de flavedo de

cada repeticdo para as demais avaliagdes realizadas, as quais seguem descritas:

a)

b)

d)

Indice de injarias de frio: os frutos foram classificados em cinco categorias de acordo
com a superficie da casca afetada (KLUGE et al., 2003): [0] sem depressdes na casca; [1]
1 a 5%; [2] 5-25%); [3] 25-50%; [4] >50% da superficie afetada.

Respiracao: aproximadamente mil gramas de frutos de cada repeticdo foram transferidos
para recipientes com volume de 1.700mL. Estes foram fechados hermeticamente durante 3
horas. Para a andlise da producdo de CO,, foi injetada uma aliquota de 0,5mL de cada
recipiente em um cromatdgrafo a gas, marca Thermofinigan, modelo Trace GC Ultra,
equipado com detector de ionizagdo de chama (FID) e uma coluna de aco inox de 1/8” ¢
4,0m de comprimento, preparada com Porapak N 50/80. Como gas de arraste, utilizou-se o
hidrogénio a um fluxo de 25mL min™. A temperatura da coluna, injetor e detector foram
de 110, 140 e 200°C, respectivamente. Os resultados foram expressos em mL CO, kg™ h?,
calculados em funcdo da concentracdo de CO; presente no recipiente, da massa de frutos,
do volume livre do recipiente e do tempo de fechamento do recipiente.

Sintese de etileno: dos mesmos recipientes usados para a mensuracdo da respiracdo
retirou-se uma aliquota de 0,5mL a qual foi injetada em um cromatédgrafo a gas, marca
Thermofinigan, modelo Trace GC Ultra, equipado com detector de ionizagdo de chama
(FID) e uma coluna de ago inox de 1/8” e 1,8m de comprimento, preparada com Porapak
N 50/80. Como gas de arraste, utilizou-se o hidrogénio a um fluxo de 25mL min™. A
temperatura da coluna, injetor e detector foram de 110, 140 e 200°C, respectivamente. Os
resultados foram expressos em sintese de etileno (uL C,H4 kg™ h™), calculada com base na
concentragdo de etileno no interior do recipiente, na massa de frutos, no volume livre do
recipiente e no tempo de fechamento do recipiente.

Atividade in vivo da ACC oxidase (ACO): determinada de acordo com Dupille e
Zacarias (1996). Discos de flavedo dos frutos foram lavados com agua deionizada duas
vezes. Apos secos com papel filtro, os discos (2,0g) foram incubados em solucdo contendo
tampdo fosfato de potassio 256mM (pH 6,0), manitol 0,8M e ACC 5mM. Os discos de
flavedo permaneceram incubados por uma hora na referida solucdo e, a seguir, foram

secos em papel filtro e imediatamente acondicionados em frascos hermeéticos de 40mL e
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f)

9)

incubados a 30°C. Depois de uma hora, a concentragéo de etileno presente nos frascos foi
determinada e os valores expressos em nmol C;Hs g™ h™.

Atividade in vitro da ACC oxidase (ACO, EC 1.14.17.4): determinada de acordo com a
metodologia proposta por Moya-Leon e John (1994) com algumas modificacdes.
Amostras de flavedo congelado foram pulverizadas em moinho com nitrogénio liquido. A
seguir, aproximadamente um grama do tecido foi homogeneizado em tampéo de extracéo
contendo Tris-HCI 100mM pH 7,5 contendo 5mM DTT; glicerol 10% (w/v); 30mM
ascorbato de sodio e PVPP 4% (p/v). A seguir, 0 homogeneizado foi filtrado com gaze e
centrifugado a 10.000 x g por 30 minutos a 4°C. O ensaio foi realizado incubando-se
1,0mL do sobrenadante contendo a enzima com 2,0mL da solucdo de reacdo contendo
tampdo tricina 0,1IM pH 7,5; 0,ImM FeSO4; 1mM ACC; 20mM NaHCO3; e 30mM
ascorbato de sodio. Apos incubacdo da solucdo a 30°C em frasco hermético por 30
minutos a concentragdo de etileno presente nos frascos foi determinada e os valores
expressos em nmol CoH, gt h

Conteado de ACC livre (ACC) e malonilado (MACC): foi mensurado segundo o
método proposto por Lizada e Yang (1979) e modificado por Fils-Lycaon et al. (2008).
Amostras de flavedo congelado foram pulverizadas em moinho com nitrogénio liquido. A
seguir, o tecido foi homogeneizado em etanol 70% e aquecido a 100°C por 30 minutos e
em seguida filtrado com gaze. O extrato resultante foi evaporado e o residuo resultante
ressuspendido em agua. O sobrenadante foi centrifugado a 10.000 x g por 10 minutos para
clarear o extrato e o ACC livre foi quimicamente transformado em etileno conforme
descrito anteriormente (LIZADA; YANG, 1979). O contetdo de MACC foi determinado
em extrato hidrolisado com HCI a 100°C por uma hora e neutralizado com NaOH
(HOFFMAN et al., 1982). O extrato hidrolisado foi usado para determinacdo do contetido
de ACC, de acordo com Lizada e Yang (1979). A diferenca entre o conteiddo de ACC
antes e ap0s a hidrdélise representa o conteddo de MACC no extrato (HOFFMAN et al.,
1983). Os resultados foram expressos em nmol C,H4 g™ tecido.

Vazamento de ions: foi determinado de acordo com a metodologia descrita por Vieira
Santos et al. (2001). Discos de flavedo dos frutos foram lavados com agua deionizada duas
vezes. Apds serem secos com papel filtro, os discos (2,0g) foram acondicionados em
frascos contendo 50mL de solu¢do 0,4M de manitol. Os frascos foram mantidos sob
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agitacdo moderada por 3 horas quando entdo, foi medida a condutividade elétrica da
solucdo a 25°C (Liniciat). A solucéo contida nos frascos foi congelada por 18 horas e, ap6s
este periodo, foi descongelada e novamente procedeu-se a medida da condutividade
elétrica a 25°C (Lsina). Os valores obtidos foram calculados por meio da formula VI =
(Linal — Linicia) / Ltinal X 100 e expressos em condutividade relativa.

Peroxidacao lipidica: foi determinada pela medicdo da concentracdo de substancias
reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), conforme descrito previamente (BUEGE;
AUST, 1978; DHINDSA; MATOWE, 1981). Um grama de tecido foi triturado em
nitrogénio liquido e posteriormente homogeneizado em 5mL de &cido tricloroacético
(TCA) (0,1%) juntamente com 20% de PVPP. Apds completa homogeneizacgdo, o material
foi centrifugado a 10.000 x g por 10 minutos. Do sobrenadante foi retirado uma aliquota
de 1,0mL a qual se adicionou 4mL de TCA (20%) contendo 0,5% de &cido tiobarbitirico
(TBA). A mistura foi aquecida a 95°C por 30 minutos, e rapidamente resfriada em banho
de gelo. O sobrenadante foi centrifugado novamente a 10.000 x g por 10 minutos para
clarear o extrato e imediatamente a absorbancia das TBARS formadas foi determinada em
espectrofotdbmetro a 535nm. As medidas foram corrigidas para turbidez inespecifica pela
subtracdo da absorbancia a 600nm. A concentragdo das TBARS foi calculada utilizando o
coeficiente de extincdo molar de 155mM cm™,

Perdxido de hidrogénio (H.0,): o conteldo de peréxido de hidrogénio na casca foi
determinado de acordo com o método proposto por Gay et al. (1999) e Hermes-Lima et al.
(1995), com modificacbes. Um grama de flavedo foi triturado em nitrogénio liquido e,
posteriormente, homogeneizado em 10mL de metanol a 0°C. Apds a completa
homogeneizagdo as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g por 10 minutos. A seguir
retirou-se uma aliquota de 35uL do sobrenadante, a qual se adicionou 500uL de
Fe(NH,;)2(SO4)2, 1ImM e 200uL de H,SO4 250mM. A mistura permaneceu em reagdo por 5
minutos no escuro. Em seguida adicionou-se 100pL de xylenol laranja 1mM e a mistura
foi mantida no escuro por 20 minutos quando entdo procedeu-se a leitura da absorbancia
das amostras a 560nm. As leituras foram comparadas com uma curva padrdo com
concentragdes conhecidas de peroxido de hidrogénio.

Radicais superoxido (O27): o conteudo de radicais superoxido foi medido
espectrofotometricamente a 490nm pela oxidacdo da epinefrina a adrenocromo (MISRA;
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K)

1)

FRIDOVICH, 1972; MINIBAYEVA; BECKETT, 2001). A reacdo consistiu da adi¢do de
100pL de extrato vegetal a 3,0mL de agua pH 7,0 e 1mM epinefrina. Apds a incubacgdo
sob agitacdo moderada por 20 minutos no escuro a reacéo foi parada adicionando-se 50uL
de HCI 0,05N. Imediatamente procedeu-se a leitura da absorbancia a 490nm. O contetdo
de radicais superdxido na casca foi calculado utilizando o coeficiente de extin¢do molar de
4,47mM cm'™,

Extracdo proteica: em cada periodo de avaliacdo, amostras da casca dos frutos de cada
tratamento foram coletadas, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -30°C até o
momento das analises. Aproximadamente um grama do flavedo congelado foi pulverizado
em moinho com nitrogénio liquido. A seguir o tecido vegetal foi homogeneizado em
tampdo fosfato de potassio 100mM, pH 7,5, contendo 1mM de EDTA, 3mM de DTT e 4%
(p/v) de PVPP. O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 x g por 30 minutos a 4°C e 0
sobrenadante foi coletado e estocado em freezer a -30°C até 0 momento das anélises.
Atividade de superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1): a atividade da SOD foi
observada por meio de gel de poliacrilamida 12% nédo desnaturante (PAGE), conforme
descrito em VITORIA et al. (2001). Cada gel permaneceu sob corrente elétrica de 20mA
por aproximadamente 4 horas. Apos a separagdo das proteinas, os géis foram enxaguados
rapidamente em &gua destilada-deionizada e incubados durante 30 minutos no escuro a
temperatura ambiente em uma solucdo contendo 50mM de tampéo fosfato de potassio pH
7,8, ImM EDTA, 0,06mM riboflavina, 0,1mM NBT e 3% TEMED. Ao final de 30
minutos, a mistura de reacdo foi removida e os géis enxaguados com agua destilada-
deionizada e colocados sob iluminagéo por alguns minutos, para foto-oxidacéo das bandas.
Para cada gel foram utilizados 7uL de SOD bovina (Sigma) como padré&o.

m) Atividade de catalase (CAT, EC 1.11.1.6): determinada conforme Azevedo et al. (1998),

n)

pela decomposicdo do perdéxido de hidrogénio a 240nm durante 1 minuto em uma reacéo
contendo tampéo fosfato de potassio 100mM pH7,5 e 2,5uL de peroxido de hidrogénio
(30%). A reacéo foi iniciada pela adicdo de 15uL de extrato proteico.

Atividade de ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11): foi determinada por meio do
método descrito em Nakano e Asada (1981). A mistura da reacdo consistiu de 650uL de
tampéo fosfato de potassio 80mM pH 7,0; 100uL ascorbato (5mM); 100uL EDTA (1mM);
100pL H;0; (ImM) e 20pL de extrato. A atividade foi determinada pela degradacdo do
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peroxido de hidrogénio durante 1 minuto, por alteragdes na absorbancia a 290nm. A
mistura de reagdo contendo tampdao fosfato, ascorbato e EDTA permaneceu em banho-
maria a 30°C. O peroxido de hidrogénio foi adicionado somente no inicio da leitura em
espectrofotémetro.

Atividade de glutationa redutase (GR, EC 1.6.4.2): foi determinada
espectrofotometricamente a 30°C, em uma mistura de reacdo, contendo tampé&o fosfato de
potassio 100mM, pH 7,5, ImM 5,5’-ditio-bis (2-acido nitrobenzéico) (DTNB), 1mM
glutationa oxidada (GSSG) e 0,1mM NADPH. A reacdo foi iniciada pela adicdo de 10uL
de extrato. A GR foi estimada pela reducdo da glutationa oxidada, monitorada pela
alteracdo da absorbancia a 412nm (SMITH et al., 1988).

Proteinas totais: a concentracdo de proteinas foi determinada em espectrofotbmetro a

595nm, de acordo com Bradford (1976), utilizando-se 0 BSA como padréo.

2.3.2 Delineamento experimental e analise dos dados

frutos.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com quatro repetices de 10

Para as andlises bioquimicas foram usadas triplicatas de cada repeticdo. Os resultados

obtidos foram submetidos & andlise de variancia e, havendo diferengas, as médias foram

comparadas pelo teste LSD (Least Significative Difference) a 5% de probabilidade de erro.

Os procedimentos estatisticos foram executados com auxilio do pacote estatistico SOC

(Software Cientifico: NTIA/EMBRAPA).
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2.3.3 Resultados e Discussao

A exposi¢do da lima acida ‘Tahiti’ a temperatura de 1°C por periodo prolongado de tempo
induziu o desenvolvimento de injarias de frio no flavedo dos frutos. O aparecimento dos sintomas,
caracterizados por lesGes deprimidas, acompanhadas por descoloracdo do flavedo teve inicio a
partir de 10 dias de exposi¢do dos frutos a temperatura de 1°C e a medida que o periodo de
armazenamento refrigerado foi estendido, acréscimos no indice de injurias de frio foram
observados, especialmente nos frutos controle (Figura 1A). A medida que os frutos foram
removidos da refrigeracdo, aos 15, 30 e 45 dias e expostos a 20°C por 3 dias, verificou-se que 0s
sintomas também foram intensificados e tornaram-se mais severos com o prolongamento do
armazenamento (Figura 1B).

De modo geral, tanto o 1-MCP quanto o MeJA ou MeSA foram capazes de reduzir a
sensibilidade da lima &acida ao frio, todavia a efetividade desses tratamentos na intensificacdo da
tolerancia dos frutos ao chilling foi diferenciada. Em relagéo ao controle, o tratamento dos frutos
com 1-MCP reduziu a incidéncia de injurias de frio ao final do armazenamento em 35%.
Comparativamente, o tratamento dos frutos com MeJA ou MeSA demonstrou ser mais eficaz na
reducdo dos sintomas, pois no mesmo periodo o flavedo dos frutos apresentou indice de injdrias
de frio 66% inferior ao controle (Figura 1B).

Os resultados obtidos no presente trabalho estdo em conformidade com outros estudos
realizados anteriormente os quais ja relataram a efetividade da aplicacdo de reguladores vegetais,
como o acido jasménico e o acido salicilico, na reducdo dos sintomas de chilling em varios tipos
de frutos (WANG; BUTA, 1994; MEIR et al., 1996; DING et al., 2001; FENG et al., 2004;
WANG et al., 2006). Adicionalmente, o bloqueio da a¢do do etileno, por meio do 1-MCP também
tem propiciado consideravel reducéo da incidéncia de injurias de frio em frutos ndo-climatéricos,
como o abacaxi (SELVARAJAH; BAUCHOT; JOHN, 2001) e a tangerina (SALVADOR, et al.,
2006) e de frutos climatéricos como o meldo, o abacate e o caqui (BEN-AMOR, et al., 1999;
PESIS et al., 2002; SALVADOR et al., 2004). Por outro lado, em alguns casos o bloqueio ou a
aplicagdo exogena do etileno também pode intensificar as injurias de frio (PORAT et al., 1999;
LAFUENTE et al., 2001). A observacdo de que o tratamento de frutos sensiveis ao frio com
etileno induz a manifestagdo de sintomas de chilling tanto em climatéricos quanto em ndo-
climatéricos pode ser interpretada como um forte indicio de que esse horménio desempenha um
importante papel no desenvolvimento das injurias de frio (CHAPLIN; WILLS; GRAHAM, 1983;
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YUEN et al., 1995). Contudo, a participacdo do etileno nesse processo permanece ainda pouco

compreendida.
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Figura 1 - Indice de injarias de frio em lima 4cida “Tahiti’ durante o armazenamento a 1°C (A) e
apos a remocao dos frutos da refrigeracao aos 15, 30 e 45 dias seguida de 3 dias a 20°C
(B). Barras verticais indicam o erro padrdo (n=4). Indice de injdrias de frio: 0 = sem

depressOes; 1 =1 a 5%; 2 = 5-25%; e 3 = 25-50%; 4 = >50% da superficie afetada
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O padrédo respiratério dos frutos apresentou leve diminuicdo ao longo do periodo sob
refrigeracdo, porém apés 45 dias a 1°C, a atividade respiratoria dos frutos foi intensificada,
independente dos tratamentos aplicados (Figuras 2A e 3A). Com a exposicéo dos frutos a 20°C a
atividade respiratoria foi estimulada, contudo nao foram verificadas diferencas entre os frutos
tratados com 1-MCP, MeJA ou MeSA em relagdo ao controle. De acordo com Schirra (1992), em
alguns casos, 0 acrescimo na atividade respiratoria e na sintese de etileno pode preceder o
aparecimento dos sintomas de chilling em frutos aparentemente sadios.

O reaquecimento dos frutos exerceu estimulo a atividade respiratoria, sendo que, aos 45+3
dias a producéo de CO, dos frutos controle foi significativamente superior a producao dos demais
frutos no mesmo periodo e cerca de 10 vezes maior que a observada durante a refrigeracdo
(Figuras 2A e 2B). Em plantas intactas ou ainda em érgdos isolados submetidos a condigdo de
chilling, o maior estimulo ao consumo de oxigénio, quando o tecido é reaquecido, pode estar
relacionado ao processo de desacoplamento da respiracdo (CREENCIA; BRAMLAGE, 1971,
VERCESI et al., 2006) e a mudancas no transporte de elétrons através da oxidase alternativa
(LEOPOLD; MUSGRAVE, 1979) de modo a evitar a producdo excessiva de espécies reativas de
oxigénio e 0 consequente estresse oxidativo ao tecido (MAXWELL; WANG; MACINTOSH,
1999).

A sintese de etileno permaneceu abaixo do limite de deteccdo durante os primeiros 15 dias
a 1°C e a seguir exibiu um pequeno acréscimo em todos 0s tratamentos, coincidindo com o
aparecimento das injurias de frio no flavedo dos frutos (Figuras 3A). Com o avanco do
armazenamento verificou-se que a sintese de etileno exibida pelos frutos controle e os tratados
com 1-MCP aumentou linearmente, atingindo a producdo maxima de 0,1uL C,H, kg™ h™ aos 45
dias. Por outro lado, a sintese permaneceu significativamente mais baixa nos frutos tratados com
MeJA ou MeSA, variando entre 0,01 a 0,04pL C,H, kg™ h™* dos 20 aos 45 dias.

Apesar do conhecido efeito estimulatério dos jasmonatos sobre a sintese de etileno
(SANIEWSKI; NOWACKI; CZAPSKI, 1987; FAN; MATTHEIS; FELLMAN, 1998), neste
estudo ndo foi observado em nenhum momento, significativo incremento na sintese de etileno por
parte dos frutos previamente tratados com MeJA. Por outro lado, o efeito inibitério do &cido
salicilico sobre a sintese de etileno, embora ainda ndo observado em espécies citricas, foi
reportado anteriormente em bananas, macds, tomates e em cultivo de células de péra em
suspensdo (SRIVASTAVA; DWIVEDI, 2000; ROMANI; HESS; LESLIE, 1989; DING; WANG,
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2003; LESLIE; ROMANI, 1988). De acordo com Leslie e Romani (1988), o acido salicilico inibe
a conversdo do ACC em etileno, catalisada pela enzima ACO.
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Com excegdo dos frutos tratados com 1-MCP, nos demais, a sintese de etileno permaneceu
baixa, mesmo apés a exposi¢do dos frutos (aos 15, 30 e 45 dias) a temperatura ambiente por 3 dias
(Figura 3B). Nos frutos tratados com 1-MCP, todavia, a exposi¢éo a 20°C estimulou a producao
de etileno. Em plantulas de feijoeiro, Sisler e Blankenship (1993) ja haviam observado uma
grande capacidade de producéo de etileno quando os receptores de etileno haviam sido inativados.
Além disso, em diferentes tipos de tecidos, como no caso do flavedo da lima &cida, o etileno
exerce um efeito inibitorio sobre sua propria sintese (RIOV; YANG, 1982). Dessa forma, a
aplicacdo de 1-MCP nos frutos bloqueia esse mecanismo, induzindo a sintese de etileno (PORAT
et al., 1999; LAFUENTE et al., 2001). Esse padréo, conhecido como auto-inibigdo da sintese de
etileno, também foi observado anteriormente em outros frutos ndo-climatéricos durante situacoes
de estresse por baixa temperatura (SELVARAJAH; BAUCHOT; JOHN, 2001; SALVADOR et
al., 2005). Em confirmacao a esse resultado verificou-se que, na presenca de ACC exdgeno, 0s
discos de flavedo removidos dos frutos tratados com 1-MCP exibiram maior producédo de etileno
em todos os periodos avaliados, o que sustentaria, pelo menos em parte, a maior producgédo de
etileno observada nos frutos intactos apds a exposicao a temperatura ambiente aos 15, 30 e 45 dias
(Figura 4A).

Neste estudo, a atividade da ACO presente no flavedo dos frutos apresentou acréscimo ao
longo do armazenamento em todos os frutos, tanto no ensaio in vivo quanto no in vitro (Figuras
4A e 4B). No entanto, essa intensificacdo na atividade ndo foi acompanhada por significativa
evolucdo na sintese do etileno ap6s o reaquecimento dos frutos, com excecao ao padrdo observado
nos frutos tratados com 1-MCP. Possivelmente esse resultado seja devido ao limitado contetudo de
ACC livre, disponivel para ser oxidado a etileno, se comparado ao elevado conteudo malonilado,
fisiologicamente inativo (Figuras 2B, 5A e 5B). Acredita-se que o0 passo limitante ao
caracteristico burst de etileno estimulado pelo chilling em frutos envolva a inibicdo da sintese do
precursor do etileno, o ACC. Varios estudos tém demonstrado que a sintese de ACC ndo ocorre
durante o periodo em que os tecidos estdo sob refrigeracdo, mas quando expostos a temperatura
ambiente (FIELD, 1981; ANDERSEN; KENT, 1982; WANG; ADAMS, 1982; KENT;
ANDERSEN; PIKE, 1988). Todavia, a resposta associada ao acimulo de ACC nos tecidos pode
ser variavel, dependendo da espécie e da duracdo do chilling (CONCELLON; ANON; CHAVES,

2005). Em pimentdes maduros, de coloragéo verde, o conteudo de ACC aumentou durante o
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armazenamento a 2°C, enquanto nos de coloracdo vermelha nenhuma mudanca no conteddo do
precursor imediato do etileno foi observada (SERRANO et al., 1997).
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A alteragdo ou perda da seletividade das membranas, devido a mudangas na estrutura ou
funcionalidade, pode ser considerada como um dos primeiros eventos em nivel molecular que
ocorre durante a exposicdo de frutos sensiveis a baixa temperatura (RAISON; ORR, 1990;
MARANGONI; PALMA; STANLEY, 1996). Os resultados obtidos neste estudo, relativos a
permeabilidade de membranas, demonstraram que o tratamento da lima acida com MeJA, MeSA
ou 1-MCP antes do armazenamento a 1°C possibilitou maior manutengdo da integridade das
membranas quando comparados ao controle durante os primeiros 30+3 dias de armazenamento,
pois preveniu o aumento no vazamento de ions no flavedo dos frutos (Figura 6A). No entanto, ao
final do experimento ndo foram observadas diferencas no percentual de vazamento de ions dos
frutos tratados em relacéo ao controle.

O acumulo de substancias reativas ao &cido tiobarbitarico (TBARS), indicativas de
peroxidacdo de lipidios das membranas, apresentou, em todos os tratamentos, pequeno acréscimo
em relacdo ao contetido observado no flavedo dos frutos na ocasido da colheita. Diferentemente
do padrdo verificado no vazamento de ions, ndo houve diferenca entre o conteddo de TBARS
acumulado no flavedo dos frutos tratados e no controle em nenhuma das avaliacdes realizadas
(Figura 6B).

Se considerarmos que mesmo no flavedo dos frutos controle o indice de dano de frio ndo
atingiu a incidéncia maxima ao final do armazenamento, € possivel que o processo de degradacdo
das membranas do flavedo ndo tenha sido suficientemente elevado a ponto de promover
significativas alteraces a estrutura celular que comprometessem a sua funcionalidade.
Alternativamente, a possivel auséncia de diferenca entre o contedo acumulado de produtos da
peroxidacgdo lipidica no flavedo dos frutos também pode estar relacionada ao fato da distribuicéo
das lesGes sobre a superficie do fruto ndo ser uniforme, e os frutos que compunham as amostras

experimentais ndo apresentavam a mesma incidéncia de dano.
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Em frutos citricos, assim como em outras espécies sensiveis ao frio, varios estudos tém
sugerido que o chilling promove e intensifica o estresse oxidativo nos tecidos (SALA, 1998;
HARIYADI; PARKIN, 1991; WANG, 1995; DAT et al., 2000) por perturbar o equilibrio entre a
geracdo e a remocdo de radicais livres, como o superoxido e o perdxido de hidrogénio (ZHANG
et al., 1995). Essas espécies reativas de oxigénio (EROs) podem ser potencialmente danosas ao
metabolismo celular quando produzidas em excesso, pois agravam o estresse oxidativo
promovendo a inativacao de enzimas e a peroxidacéo de lipidios das membranas (WANG, 1995;
HODGES et al.,, 2004). No flavedo da lima acida, houve elevacdo na geracdo de radicais
superoxido (O27) e peroxido de hidrogénio (H,O,) apo6s 15 dias de refrigeracdo mais 3 dias a
temperatura ambiente (Figuras 7A e 7B). A partir dos 15+3 dias, o conteddo de O, acumulado no
flavedo dos frutos controle e dos frutos tratados com 1-MCP manteve-se alto e com tendéncia de
elevacdo ao final do armazenamento. Por outro lado, nos frutos tratados com MeJA ou MeSA o
contetdo de O, no flavedo foi inferior ao verificado no controle aos 15 ¢ 30 dias, porém apenas
aos 45+3 dias essa diferenca teve significancia estatistica (Figura 7A).

Embora tenham sido verificadas algumas diferencas em relagdo ao acimulo de radicais
superdxido no flavedo dos frutos, os niveis ndo foram drasticamente alterados a partir dos 15+3
dias, possivelmente em funcdo da elevacdo da atividade total da superdxido dismutase (SOD) no
mesmo periodo (Figura 8). A dismutacdo dos radicais superoxido, mediante a acdo da SOD,
resultou em maior acimulo de H,O, aos 15+3 dias, no flavedo dos frutos controle e dos tratados
com 1-MCP ou MeSA. Em contraste, o tratamento da lima &cida com MeJA resultou em menor
acumulo de H;O, no mesmo periodo. Em estudo realizado com nésperas, Cao et al. (2009)
observaram que, além de conferir aos frutos maior tolerancia ao frio, a aplicagdo de 10umol L™ de
MeJA reduziu em aproximadamente 22% o acumulo de O, e de H,O; nos tecidos, em relagdo ao

controle.
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Figura 7 — Conteddo de radicais superdxido (A) e peroxido de hidrogénio (B) no flavedo da lima
acida ‘Tahiti’ na colheita e apds 15, 30 e 45 dias a 1°C seguido de 3 dias a 20°C.
Barras verticais indicam o erro padrdo (n=4). Diferenca minima significativa entre
tratamentos é dada segundo o teste LSD (p<0,05)
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A SOD representa a primeira linha de defesa celular contra os danos ocasionados pelas
espécies reativas de oxigénio (ALSHER; ERTURK; HEATH, 2002; MITTLER, 2002). No
flavedo da lima &cida, a atividade da SOD em PAGE néo desnaturante revelou a existéncia de sete
isoformas (Figura 8). Nos primeiros 15 dias de exposicdo dos frutos a 1°C seguidos de mais 3 dias
a 20°C, mesmo nédo havendo significativa evolugdo dos sintomas de chilling, verificou-se que as
isoformas | e IV foram mais ativas, em resposta a elevacdo na geracdo de radicais superdxido.
Contudo, a intensidade das bandas foi similar entre frutos tratados e ndo tratados em relacéo a
essas isoformas. Nos frutos controle as isoformas V, VI e VII foram inibidas durante os primeiros
30 dias, indicando que os demais tratamentos foram capazes de estimular um maior nimero de
isoformas e, com isso, remover o superéxido gerado em reacOes localizadas em diferentes
organelas (USHIMARU et al., 1995). Além disso, as isoformas | e IV atingiram a maior elevacao
na intensidade de bandas aos 30 dias, nos frutos tratados com MeJA ou MeSA, enguanto no
flavedo do controle foi visualmente menor. Esse resultado pode explicar o menor contetdo de O,~
observado nos frutos aos 15 e 30 dias no flavedo dos frutos tratados com MeJA ou MeSA. No
final do armazenamento, a intensidade de banda das isoformas da SOD, presentes no flavedo dos
frutos tratados com MeSA, permaneceu praticamente semelhante aquela observada aos 30 dias,
enquanto nos frutos tratados com MeJA ou 1-MCP houve reducdo significativa na intensidade das
bandas representadas pelas isoformas V, VI e VII.
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Um crescente nimero de estudos tém sugerido que o estresse oxidativo pode estar
envolvido no desenvolvimento dos sintomas de chilling (HARIYADI; PARKIN, 1991; SALA,
1998; ZHENG et al., 2008; CAO et al., 2009) e que hd uma positiva relacao entre a elevacdo na
atividade das enzimas antioxidantes (SOD, CAT e APX) e a aquisi¢do de tolerancia dos tecidos as
injarias de frio (WANG, 1995; SALA, 1998). Os resultados obtidos no presente trabalho estdo de
acordo com essas afirmacOes, pois a atividade das enzimas envolvidas no metabolismo do
peréxido de hidrogénio ndo foi significativamente alterada ao longo do armazenamento no
flavedo dos frutos controle, local onde a incidéncia de injurias de frio foi maior. Além disso,
durante o armazenamento houve considerdvel intensificagdo da atividade da SOD, CAT, APX e
GR no flavedo dos frutos tratados com 1,0mM de MeJA ou MeSA e essa maior capacidade de
remocdo das espécies reativas de oxigénio foi acompanhada de significativa reducdo das injdrias
de frio nos respectivos frutos (Figuras 8, 9, 10 e 11). Esses resultados indicam gue, assim como
observado em outros frutos, o estresse oxidativo também pode estar envolvido no
desenvolvimento das injurias de frio no flavedo da lima acida ‘Tahiti’ (SALA, 1998; ZHENG et
al., 2008; CAO et al., 2009).
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Apesar do tratamento dos frutos com 1-MCP também ter propiciado reducdo das injurias
de frio na lima &cida, sua efetividade ndo foi associada a atividade da CAT, APX e GR, pois no
flavedo dos frutos a atividade destas enzimas antioxidantes foi pouco alterada a partir dos 15+3
dias e foi sempre semelhante ao controle. A razdo para a reduzida atividade das enzimas
antioxidantes no flavedo dos frutos tratados com 1-MCP ndo é clara, considerando que a
supressao da producdo autocatalitica de etileno em melGes cantalupe aumentou consideravelmente
a atividade da superdxido dismutase, catalase e peroxidase, particularmente apds a remocao dos
frutos da refrigeracdo (BEN-AMOR et al., 1999). Uma possivel explicacdo para esse resultado
talvez esteja diretamente relacionada a presenca de uma maior concentracdo de etileno no tecido
da lima &cida, devido ao processo de auto-inibi¢do do etileno descrito anteriormente (Figuras 3A e
3B). Em melGes cantalupe, a associacao do etileno no tecido com a baixa temperatura reduziu a
atividade das enzimas antioxidantes e foi responsavel pelo estimulo dos eventos de degradacao
(BEN-AMOR et al., 1999). Dessa forma, ¢ possivel que a presenga desse etileno “residual”
presente no flavedo da lima &cida possa ter sido responsavel pela menor atividade das enzimas
responsaveis pela remoc¢édo do perdxido de hidrogénio, reduzindo assim a efetividade do bloqueio

do etileno na reducdo das injurias de frio.

2.3.4 Conclusdes

A aplicacdo de metil jasmonato ou salicilato na concentracdo de 1,0mM promove maior
tolerancia da lima &cida a baixa temperatura.

A reducdo das injarias de frio no flavedo dos frutos tratados com metil salicilato esta

relacionada a elevacdo e manutencdo da atividade de enzimas antioxidantes.
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2.4 Experimento 3
Tratamento térmico com agua retarda o desenvolvimento dos sintomas de dano de frio em

bananas ‘Nanicao’

2.4.1 Material e Métodos

Bananas ‘Nanicdo’, provenientes de um pomar comercial localizado no municipio de Tieté,
SP, foram colhidas em estadio de maturacdo fisiologica. Apos a colheita dos cachos e despenca,
os frutos foram transportados até o Laboratorio de Fisiologia e Bioguimica P6s-Colheita do
Departamento de Ciéncias Biologicas da ESALQ, em Piracicaba, SP.

Inicialmente, procedeu-se a remocdo dos frutos das pencas, descartando-se aqueles com
danos mecanicos e manchas na casca. Com objetivo de evitar o desenvolvimento de podriddes
que poderiam influenciar a sintese de etileno e comprometer a avaliacdo visual dos sintomas das
injarias de frio, os frutos foram imersos em solugéo fungicida de Sportak® (Prochloraz 300uL L™)
durante 5 minutos. No dia seguinte procedeu-se uma nova selecdo dos frutos e, a seguir, foi
realizada a homogeneizagdo das amostras experimentais e aplicacdo dos tratamentos.

Os tratamentos térmicos consistiram da imersao pds-colheita de frutos em agua quente, com
auxilio de um banho-térmico marca Tecnal, e da exposicdo de frutos ao ar quente

acondicionando-0s em camaras do tipo B.O.D., conforme descrito a seguir:

Tratamento 1- Armazenamento a 6°C;
Tratamento 2- Exposicdo dos frutos a 37°C por 10 horas e armazenamento a 6°C;
Tratamento 3- Imersdo dos frutos em agua a 42°C por 15 minutos e armazenamento a 6°C;

Tratamento 4- Imersdo dos frutos em agua a 53°C por 2 minutos e armazenamento a 6°C.

Apbs a aplicacdo dos tratamentos térmicos, os frutos foram acondicionados em caixas
plasticas e expostos a temperatura ambiente para secagem por alguns minutos. A seguir, as
bananas foram submetidas a temperatura de 6°C (+0,5°C) e 90% (+5%) de UR durante 15 dias.
Ao final de cada periodo de armazenamento (5, 10 e 15 dias) parte dos frutos foi removida da
refrigeracdo e exposta a temperatura de 20°C durante 3 dias. A incidéncia de injarias de frio, a
taxa respiratoria e sintese de etileno foram determinadas durante o armazenamento refrigerado e

ao final de cada periodo a 20°C. Em contrapartida, procedeu-se a retirada de amostras da casca
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dos frutos para a determinacdo da atividade in vivo da ACC oxidase e vazamento de ions ao final

de cada periodo a 20°C. As avaliagdes realizadas estdo descritas a seguir:

a)

b)

d)

indice de injurias de frio: a incidéncia foi determinada pelo grau de escurecimento da
casca das bananas, de acordo com a escala proposta por Kondo et al. (2005), onde: [0] sem
dano; [1] <25%; [2] 25-50% e [3] >50% da superficie da casca afetada.

Respiracdo: aproximadamente quinhentos gramas de frutos de cada repeticdo foram
transferidos para recipientes com volume de 1.700mL. Estes foram fechados
hermeticamente durante 2 horas. Para a analise da producdo de CO,, foi injetada uma
aliquota de 0,5mL de cada recipiente, em cromatdgrafo a gas, marca Thermofinigan,
modelo Trace GC Ultra, equipado com detector de ionizacdo de chama (FID) e coluna de
aco inox de 1/8” e 4,0m de comprimento, preparada com Porapak N 50/80. Como gés de
arraste, utilizou-se o hidrogénio a um fluxo de 25mL min™. A temperatura da coluna,
injetor e detector foram de 110, 140 e 200°C, respectivamente. Os resultados foram
expressos em mL CO, kg™ h™, calculados em funcéo da concentracéo de CO, presente no
recipiente, da massa de frutos, do volume livre do recipiente e do tempo de fechamento do
recipiente.

Sintese de etileno: dos mesmos recipientes usados para a mensuracdo da respiracao
retirou-se uma aliquota de 0,5mL de cada recipiente a qual foi injetada em cromatdgrafo a
gas, marca Thermofinigan, modelo Trace GC Ultra, equipado com detector de ionizagédo
de chama (FID) e coluna de ago inox de 1/8” ¢ 1,8m de comprimento, preparada com
Porapak N 50/80. Como gés de arraste, utilizou-se o hidrogénio a um fluxo de 25mL min’
! A temperatura da coluna, injetor e detector foram de 110, 140 e 200°C, respectivamente.
Os resultados foram expressos em sintese de etileno (uL CHs kg™ h™), calculada com
base na concentracdo de etileno no interior do recipiente, na massa de frutos, no volume
livre do recipiente e no tempo de fechamento do recipiente.

Atividade in vivo da ACC oxidase (ACO): determinada de acordo com a metodologia
proposta por Liu et al. (1999). Discos de casca dos frutos foram lavados com agua
deionizada duas vezes. Ap6s serem secos com papel filtro, os discos (1,0g) foram
incubados em solugdo contendo tampéo tricina 0,1M (pH 7,5), manitol 0,4M e ACC 1mM.

Os discos de casca permaneceram incubados por uma hora na referida solugéo e, a seguir,



f)

9)
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foram secos em papel filtro e imediatamente acondicionados em frascos herméticos de
40mL e incubados a 30°C. Decorrida uma hora, a concentragdo de etileno presente nos
frascos foi determinada e os valores expressos em nmol C,H, g™ h™,

Atividade in vitro da ACC oxidase (ACO, EC 1.14.17.4): determinada de acordo com a
metodologia proposta por Moya-Leon e John (1994) com modificagbes. Amostras de
casca congelada foram pulverizadas em moinho com nitrogénio liquido. A seguir,
aproximadamente um grama do tecido foi homogeneizado em tampdo de extracédo
contendo Tris-HCI 100mM pH 7,5; 5mM DTT; glicerol 10% (w/v); 30mM ascorbato de
sodio e PVPP 4% (p/v). A seguir, o homogeneizado foi filtrado com gaze e centrifugado a
10.000 x g por 30 minutos a 4°C. O ensaio foi realizado incubando-se 1,0mL do
sobrenadante contendo a enzima com 2,0mL da solucdo de reacdo contendo tampao tricina
0,IM pH 7,5; 0,1mM FeSO4; 1ImM ACC; 20mM NaHCO3; e 30mM ascorbato de sddio.
Apos incubagdo da solugdo a 30°C em frasco hermético por 30 minutos a concentragdo de
etileno presente nos frascos foi determinada e os valores expressos em nmol CoH, g™t h™.
Contetdo de ACC livre (ACC) e malonilado (MACC): foi mensurado segundo o
método proposto por Lizada e Yang (1979) e modificado por Fils-Lycaon et al. (2008).
Amostras de casca congelada foram pulverizadas em moinho com nitrogénio liquido. A
seguir, o tecido foi homogeneizado em etanol 70% e aquecido a 100°C por 30 minutos e
em seguida filtrado com gaze. O extrato resultante foi evaporado e o residuo resultante
ressuspendido em agua. O sobrenadante foi centrifugado a 10.000 x g por 10 minutos para
clarear o extrato e o ACC livre foi quimicamente transformado em etileno conforme
descrito anteriormente (LIZADA; YANG, 1979). O contetdo de MACC foi determinado
em extrato hidrolisado com HCI a 100°C por uma hora e neutralizado com NaOH
(HOFFMAN et al., 1982). O extrato hidrolisado foi usado para determinacdo do contetido
de ACC, de acordo com Lizada e Yang (1979). A diferenca entre o contetido de ACC
antes e apds a hidroélise representa o conteido de MACC no extrato (HOFFMAN et al.,
1983). Os resultados foram expressos em nmol C,H, g™ tecido.

Vazamento de ions: foi determinado de acordo com a metodologia descrita por Vieira
Santos et al. (2001). Discos de casca dos frutos foram lavados com agua deionizada duas
vezes. Apls serem secos com papel filtro, os discos (2,0g) foram acondicionados em

frascos com 50mL de solucdo 0,4M de manitol. Os frascos foram mantidos, sob agitacao
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h)

)

moderada por 3 horas quando entdo, foi medida a condutividade elétrica da solucéo a 25°C
(Liniciar)- A solucdo contida nos frascos foi congelada por 18 horas e ap6s este periodo foi
descongelada e novamente procedeu-se a medida da condutividade elétrica a 25°C (Lfinar)-
Os valores obtidos foram calculados por meio da formula VI = (Lfinai — Liniciar) / Lfinat X 100
e expressos em condutividade relativa.

Peroxidacdo lipidica: foi determinada pela medicdo da concentracdo de substancias
reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), conforme descrito previamente (BUEGE;
AUST, 1978; DHINDSA; MATOWE, 1981). Um grama de tecido foi triturado em
nitrogénio liquido e, posteriormente, homogeneizado em 5mL de &cido tricloroacético
(TCA) (0,1%) juntamente com 20% de PVPP. Apds completa homogeneizagdo, o material
foi centrifugado a 10.000 x g por 5 minutos. Do sobrenadante foi retirado uma aliquota de
1,5mL a qual se adicionou 4mL de TCA (20%) contendo 0,5% de acido tiobarbitdrico
(TBA). A mistura foi aquecida a 95°C por 30 minutos e rapidamente resfriada em banho
de gelo. O sobrenadante foi centrifugado novamente a 10.000 x g por 5 minutos para
clarear o extrato e imediatamente a absorbancia das TBARS formadas foi determinada em
espectrofotdmetro a 535nm. As medidas foram corrigidas para turbidez inespecifica pela
subtracdo da absorbancia a 600nm. A concentragdo das TBARS foi calculada utilizando o
coeficiente de extincdo molar de 155mM cm™,

Peroxido de hidrogénio (H,0,): o conteudo de peroxido de hidrogénio na casca foi
determinado de acordo com o método proposto por Gay et al. (1999) e Hermes-Lima et al.
(1995), com modificagdes. Um grama de tecido foi triturado em nitrogénio liquido e
posteriormente  homogeneizado em 10mL de metanol a 0°C. Apds a completa
homogeneizagdo as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g por 10 minutos. A seguir,
retirou-se uma aliquota de 30pL do sobrenadante, a qual se adicionou 500uL de
Fe(NH,)2(SO4)2 ImM e 200uL de H,SO4 250mM. A mistura permaneceu em reacao por 5
minutos no escuro. Em seguida adicionou-se 100pL de xylenol laranja 1mM e a mistura
foi mantida no escuro por 20 minutos quando entdo procedeu-se a leitura da absorbancia
das amostras a 560nm. As leituras foram comparadas com uma curva padrdo com
concentragdes conhecidas de peroxido de hidrogénio.

Radicais superoxido (O;): o contetdo de radicais superdxido foi medido

espectrofotometricamente a 490nm pela oxidacdo da epinefrina a adrenocromo (MISRA;
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FRIDOVICH, 1972; MINIBAYEVA; BECKETT, 2001). A reacdo consistiu da adicdo de
50pL de extrato vegetal a 3,0mL de agua pH 7,0 e 1mM epinefrina. Apds a incubagéo sob
agitacdo moderada por 20 minutos no escuro a reacdo foi parada adicionando-se 50uL de
HCI 0,05N, procedendo-se a leitura da absorbancia a 490nm. O conteudo de radicais
superdxido na casca foi calculado utilizando o coeficiente de extingdo molar de 4,47mM
cm™.
Extracdo protéica: em cada periodo de avaliacdo (5+3, 10+3 e 15+3), amostras da casca
dos frutos de cada tratamento foram coletadas, congeladas em nitrogénio liquido e
armazenadas a -30°C até o0 momento das anélises. Aproximadamente um grama da casca
congelada foi pulverizada em moinho com nitrogénio liquido. A seguir o tecido vegetal foi
homogeneizado em tampéo fosfato de potassio 100mM, pH 7,5, contendo 1mM de EDTA,
3mM de DTT e 4% (p/v) de PVPP. O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 x g por 30
minutos a 4°C e o sobrenadante foi coletado e estocado em freezer a -30°C até 0 momento
das analises.

Atividade de superdxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1): a atividade da SOD foi
observada por meio de gel de poliacrilamida 12% ndo desnaturante (PAGE), conforme
descrito em VITORIA et al. (2001). Cada gel permaneceu sob corrente elétrica de 20mA
por aproximadamente 4h. Ap6s a separacdo das proteinas, os géis foram enxaguados
rapidamente em &gua destilada-deionizada e incubados durante 30 minutos no escuro a
temperatura ambiente em uma solucdo contendo 50mM de tampéo fosfato de potassio pH
7,8, ImM EDTA, 0,05mM riboflavina, 0,1mM NBT e 3% TEMED. Ao final de 30
minutos, a mistura de reacdo foi removida, os géis enxaguados com agua destilada-
deionizada e colocados sob iluminagéo por alguns minutos para foto-oxidacdo das bandas.

Para cada gel foram utilizados 7L de SOD bovina (Sigma) como padréo.

m) Atividade de catalase (CAT, EC 1.11.1.6): determinada de acordo com Azevedo et al.

n)

(1998), pela decomposi¢do do peroxido de hidrogénio a 240nm durante 1 minuto em uma
reacdo contendo tampdo fosfato de potassio 100mM pH7,5 e 2,5uL de peroxido de
hidrogénio (30%). A reagdo foi iniciada pela adi¢do de 50uL de extrato protéico.

Atividade de ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11): determinada através do
método descrito em Nakano e Asada (1981). A mistura da reacdo consistiu de 650uL de
tampéo fosfato de potassio 80mM pH 7,0; 100uL ascorbato (5mM); 100uL EDTA (ImM);
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p)

100uL H20; (ImM) e 30pL de extrato. A atividade foi determinada pela degradacéo do
peroxido de hidrogénio durante 1 minuto, por alteragdes na absorbancia a 290nm. A
mistura de reacdo contendo tampao fosfato, ascorbato e EDTA permaneceu em banho-
maria a 30°C. O peroxido de hidrogénio foi adicionado somente no inicio da leitura em
espectrofotdmetro.

Atividade de glutationa redutase (GR, EC 1.6.4.2): foi determinada
espectrofotometricamente a 30°C, em uma mistura de reacdo, contendo tampéo fosfato de
potassio 100mM, pH 7,5, ImM 5,5’-ditio-bis (2-acido nitrobenzoico) (DTNB), 1mM
glutationa oxidada (GSSG) e 0,1mM NADPH. A reacdo foi iniciada pela adi¢cdo de 50uL
de extrato. A GR foi estimada pela reducdo da glutationa oxidada, monitorada pela
alteracdo da absorbancia a 412nm (SMITH et al., 1988).

Proteinas totais: a concentracdo de proteinas foi determinada em espectrofotdmetro a

595nm de acordo com Bradford (1976), utilizando-se 0 BSA como padrao.

2.4.2 Delineamento experimental e analise dos dados

frutos

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com quatro repeticdes de 10

. Para as analises bioquimicas foram usadas triplicatas de cada repeticdo. Os resultados

obtidos foram submetidos a andlise de variancia e, havendo diferengas, as médias foram

comparadas pelo teste LSD (Least Significative Difference) a 5% de probabilidade de erro.

Os procedimentos estatisticos foram executados com auxilio do pacote estatistico SOC

(Software Cientifico:NTIA/EMBRAPA).
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2.4.3 Resultados e Discusséo

Sintomas caracteristicos de injurias de frio, tais como, pontuagdes necrdticas e descoloracdo
da casca foram evidenciados em bananas ‘Nanicao’ submetidas a temperatura de 6°C por 5 dias.
O condicionamento dos frutos durante 10 horas a 37°C antes do armazenamento refrigerado nao
aumentou a tolerancia dos frutos ao frio, pois o indice obtido aos 5 dias foi semelhante ao dos
frutos controle (Figura 1). Com a exposi¢cdo desses frutos a temperatura ambiente, por 3 dias,
houve intensificagdo dos sintomas tornando-os mais evidentes. Contrariamente, 0s tratamentos
térmicos por imersdo reduziram a sensibilidade dos frutos ao frio, resultando em menor indice de
injarias na casca, mesmo apds o reaquecimento dos frutos a 20°C. A imersdo de bananas por 2
minutos em 4agua a 53°C manteve os frutos com menor indice de escurecimento da casca por até
15 dias a 6°C quando comparado aos demais tratamentos empregados. Porém, ap0s exposi¢ao a
temperatura ambiente, aos 15 dias, esses frutos exibiram indice semelhante ao dos frutos
submetidos a 42°C por 15 minutos, o qual ainda era levemente inferior ao indice méaximo exibido

pelo controle e pelos frutos condicionados a 37°C.
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Figura 1 - Indice de injirias de frio em banana ‘Nanicdo’ aos 5 e 15 dias a 6°C e apds a exposi¢io
dos frutos a 20°C por de 3 dias. Tratamentos seguidos pela mesma letra, no mesmo
periodo, ndo diferem entre si pelo teste LSD (p<0,05). indice em funcéo da superficie
da casca afetada: 0 = sem dano; 1 = <25%; 2 = 25-50%; e 3 = >50%
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A aplicacdo de tratamentos térmicos tem demonstrado ser eficaz na reducdo da
intensificacdo dos sintomas de chilling em tomates (LURIE; SABEHAT, 1997), mangas
(McCOLLUM et al., 1993) e abacates (WOOLF et al., 1995). Em bananas ‘Namwa’ ¢ ‘Gros
Michel’ a imersao em agua a 42°C por 15 minutos, antes da refrigeracdo a 4°C, retardou a
iniciagdo do escurecimento da casca dos frutos por, no maximo, quatro dias (PROMYOQOU,;
KETSA; VAN DOORN, 2008). Diante disso, fica evidente que, no caso da banana, a inducao de
tolerancia ao frio promovida pelo tratamento térmico é temporaria, e seus beneficios sao restritos
a poucos dias apos a refrigeracdo, possivelmente devido a sua alta sensibilidade ao frio
(PANTASTICO, 1990).

Como implicacdes diretas da baixa temperatura podem ser evidenciadas alteragdes no
metabolismo normal dos frutos, as quais precedem os sintomas visuais e normalmente estdo
associadas a acréscimos na atividade respiratoria, sintese de etileno e perda da funcionalidade das
membranas celulares (WANG, 1982; KISLYUK; MIROSLAVOV; PALEEVA, 1995).

Durante o armazenamento refrigerado de bananas, a atividade respiratdria e a sintese de
etileno mantiveram-se baixas em todos os tratamentos, ndo havendo significativas alteracdes nos
padrdes de producdo desses gases que pudessem ser relacionadas a intensificacdo das injurias de
frio (Figuras 2A e 3A). Em contrapartida, quando os frutos foram removidos da refrigeracgéo e
expostos a temperatura ambiente, tanto a producdo de CO, quanto a sintese de C,H,; foram
intensificadas (Figuras 2B e 3B). De acordo com Zhou; Ben-Arie; Lurie (2001), o tempo de
exposicdo dos tecidos a baixa temperatura pode ser decisivo na resposta que o etileno e a
respiracdo exibirdo apds a remocdo da refrigeracdo (Figura 2B). Geralmente, a respiracdo e a
producdo de etileno sdo intensificadas apds a remog¢do dos frutos de temperaturas indutoras de
chilling (LYONS, 1973; NING et al., 1992; SCHIRRA, 1993, McCOLLUM et al., 1995). Em
bananas, Pantastico et al. (1967) relataram que a respiracdo dos frutos foi afetada diretamente pelo
prolongamento da exposicdo ao frio, sendo intensificada ou inibida a curto ou longo prazo,
respectivamente.

A intensificacdo dos sintomas de chilling tem sido associada a acréscimos na producéo de
etileno, a qual pode exibir um subito incremento apds exposicdo a temperatura ambiente seguida
de acentuada redugdo a medida que o dano evolui (WOOLF et al., 1997; McCOLLUM;
McDONALD, 1991; SCHIRRA, 1993; McCOLLUM et al., 1995).
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Figura 2 - Atividade respiratoria de bananas ‘Nanicao’ durante o armazenamento a 6°C (A) e apos
a remocao dos frutos da refrigeracdo aos 5, 10 e 15 dias seguida de 3 dias a 20°C (B).
Barras verticais indicam o erro padrdo (n=4). Diferenca minima significativa entre
tratamentos é dada segundo o teste LSD (p<0,05)
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Figura 3 - Sintese de etileno de bananas ‘Nanicdo’ durante 0 armazenamento a 6°C (A) e apés a
remocao dos frutos da refrigeracdo aos 5, 10 e 15 dias seguida de 3 dias a 20°C (B).
Barras verticais indicam o erro padrdo (n=4). Diferenga minima significativa entre
tratamentos € dada segundo o teste LSD (p<0,05)
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Nesse estudo, a evolugdo na sintese de etileno, apds a remocdo da refrigeracdo, foi
suprimida nos frutos tratados com A&gua quente, pois a producdo manteve-se baixa em
praticamente todos os periodos avaliados (Figura 3B). Nos frutos controle e nos condicionados a
37°C, a evolucao na sintese do etileno foi pequena e ndo precedeu a exteriorizacdo dos sintomas.
Segundo Inaba et al. (2007), na banana existe um diferente mecanismo de retroalimentacdo do
etileno que opera na polpa e na casca, o0 que pode explicar a auséncia de relagdo entre a evolucao
na sintese de etileno e a exteriorizagdo dos sintomas na casca. Dessa forma, possivelmente a
producdo de etileno verificada nos frutos intactos foi proveniente da polpa e ndo da casca
(DOMINGUEZ; VENDRELL, 1993).

De modo a buscar um melhor entendimento do efeito dos tratamentos térmicos sobre a
sintese de etileno e sua possivel relacdo com a sensibilidade da banana as injurias de frio, foram
avaliados parametros relacionados a sintese e ao metabolismo do etileno na casca dos frutos apos
a remocdo da refrigeracao e posterior exposicao dos tecidos a temperatura ambiente aos 5, 10 e 15
dias.

A capacidade de conversdo do ACC exo6geno suprido aos discos de casca dos frutos
condicionados a 37°C foi levemente intensificada aos 5+3 dias em relacdo ao controle, porém nas
avaliacdes subsequentes verificou-se que a capacidade de conversdo do ACC em etileno, por meio
da enzima ACO, foi reduzida nesses tratamentos, possivelmente devido a intensificacdo do dano
de frio na casca dos frutos (Figura 4A). Por outro lado, na casca dos frutos tratados termicamente
com agua a 42°C por 15 minutos, houve inicialmente pequena inibicdo com posterior retomada da
capacidade de conversdo do ACC em etileno, similar a observada na casca dos frutos tratados com
53°C por 2 minutos aos 10+3 dias. Ao final do armazenamento, a atividade in vivo da ACO
diminuiu em todos os tratamentos em relacdo aos 10+3 dias, porém essa reducdo foi mais
pronunciada no controle e nos frutos condicionados a 37°C (Figura 4A).

Na ocasido da colheita, embora os frutos tivessem alcancado a maturidade fisioldgica, foram
detectados apenas tracos de etileno. Ainda, nesses frutos, a atividade in vitro da ACO ndo foi
detectada e o conteudo de ACC livre na casca foi aproximadamente sete vezes inferior ao
contetdo malonilado (MACC), o que pode explicar, em parte, a baixa sintese de etileno observada
tanto antes da aplicagdo dos tratamentos quanto nos primeiros dias em ambiente refrigerado
(Figuras 4B, 5A e 5B).
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Figura 4 - Atividade in vivo (A) e in vitro (B) da ACO na casca de bananas ‘Nanicao’ ap6s 5, 10 e
15 dias a 6°C seguida de 3 dias a 20°C. Tratamentos seguidos pela mesma letra, no
mesmo periodo, ndo diferem entre si pelo teste LSD (p<0,05)

Em resposta ao estresse térmico, representado pela sequéncia de aquecimento, refrigeracéo e
reaquecimento dos frutos, houve intensificacdo da atividade in vitro da ACO em todos o0s
tratamentos apds 5 dias de armazenamento a 6°C mais 3 dias a 20°C (Figura 4B). Essa elevacao
foi acompanhada de um subsequente decréscimo, aos 10+3 dias, na atividade da ACO na casca
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dos frutos submetidos ao condicionamento ou a imersdo em &gua a 42°C por 15 minutos.
Possivelmente, a elevacéo inicial na atividade in vitro da ACO tenha sido consequéncia direta do
estresse promovido pelo condicionamento a 37°C e pela imersdo a 42°C por 15 minutos (CHAN,
1986).

2
mControle
18 A
m37°C 10h
161 m42°C 15min
1,4 1 0O53°C 2 min
D 12 1
©
£ a
8 08
0 a a
< b b b
06 c
a a
04
b b c
0’2 - I
0 : : ;
colheita 5+3 10+3 15+3
Dias de armazenamento
4
H Controle B
351 m3r°c 10h
3 | @42°C 15min
053°C 2 min
o 25 A a
E b
é’ a
< 15 b a a g, c
b
1 c
05 -
0 T : :
colheita 5+3 10+3 15+3

Dias de armazenamento

Figura 5 - Conteudo de ACC livre (A) e malonilado (B) na casca de bananas ‘Nanicdo’ na
colheita e ap6s 5, 10 e 15 dias a 1°C seguido de 3 dias a 20°C. Tratamentos seguidos
pela mesma letra, no mesmo periodo, ndo diferem entre si pelo teste LSD (p<0,05)
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Contrariamente, a exposi¢do de bananas a 53°C por 2 minutos resultou em pronunciado
efeito inibitério sobre a atividade dessa enzima durante todo o armazenamento. O aparente
comprometimento da conversdao do ACC em etileno decorrente da intensificacdo das injdrias de
frio pode explicar o crescente acimulo de ACC, tanto livre quanto malonilado na casca, com o
avanco do armazenamento (Figuras 5A e 5B). Além disso, o armazenamento dos frutos em baixa
temperatura também pode ter contribuido para a diminuicdo da capacidade de conversdao do ACC
em etileno (WANG; ADAMS, 1982), possivelmente devido a atividade da ACO depender de
alguma forma da integridade das membranas (ANDERSEN et al., 1986; RAMASSAMY et al.,
1998; ANTUNES; SFAKIOTAKIS, 2002).

A manutencdo da estabilidade das membranas é crucial, tanto do ponto de vista da
compartimentacdo de enzimas e substratos responsaveis por reacdes de escurecimento quanto do
metabolismo energético (TOIVONEN, 1992; KISLYUK; MIROSLAVOV; PALEEVA, 1995;
ZYKOVA; KOLESNICHENKO; VOINIKOV, 2002). Alteracbes na conformacao e estrutura das
membranas celulares tém sido relatadas como o evento inicial que desencadeia as injdrias de frio
em inmeros casos, possivelmente por influenciarem a seletividade das membranas e atividade de
complexos enzimaticos associados a ela (LYONS, 1973; RAISON; ORR, 1990; DE SANTIS et
al., 1999). Neste estudo, o vazamento de ions e o conteldo de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) foram usados como critério para avaliar o dano provocado as membranas
celulares presentes na casca dos frutos submetidos ao frio.

De maneira geral, ndo foram observadas grandes alteraces no percentual de vazamento de
fons e na peroxidacdo de lipidios da casca dos frutos durante o periodo avaliado (Figura 6A e 6B).
Mesmo assim, o percentual de vazamento de ions observado nos frutos tratados termicamente por
imersdo permaneceu levemente inferior ao apresentado pelos demais tratamentos, exceto aos 5+3
dias quando o percentual foi similar ao dos frutos condicionados a 37°C por 10 horas. Além disso,
0 aumento no vazamento de ions demonstrou estar positivamente relacionado ao acimulo de
TBARS no tecido, indicando que a alteracdo nas membranas causada pelo frio foi principalmente
devido a agdo de radicais livres (Figuras 6B e 7). Em bananas ‘Gros Michel’ tratadas
termicamente e armazenadas a 4°C, 0 menor escurecimento da casca, indicativo de injarias de
frio, foi associado diretamente a menor atividade da lipoxigenase (LOX) e ao menor acimulo de
produtos da peroxidagéo lipidica (PROMYOQU; KETSA; VAN DOORN, 2008). Contudo, nesse
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mesmo estudo, 0s autores sugeriram que tanto os niveis de peroxidacdo quanto a atividade da

LOX ndo representaram adequadamente a intensificacdo do escurecimento da casca nos frutos.
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Figura 6 - Vazamento de ions (A) e conteido de TBARS (B) na casca de bananas ‘Nanicdo’ apos
5, 10 e 15 dias a 6°C seguido de 3 dias a 20°C. Em (A) tratamentos seguidos pela
mesma letra, em cada periodo, ndo diferem entre si pelo teste LSD (p<0,05). Em (B) as
barras verticais indicam o erro padrdo (n=4). Diferengca minima significativa entre
tratamentos é dada segundo o teste LSD (p<0,05)
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Em conformidade com estudos realizados anteriormente em plantas (PURVIS;
SHEWFELT, 1993) e frutos (HARIYADI; PARKIN, 1991; SALA, 1998), verificou-se que a
exposicdo de bananas a temperatura indutora de chilling intensificou a geracdo de espécies
reativas de oxigénio nos tecidos. Adicionalmente, a temperatura e 0 tempo de exposi¢cdo dos
frutos aos tratamentos térmicos influenciaram significativamente a geracdo e o acUmulo de
radicais livres, especialmente o superdxido, o que repercutiu na diferencial tolerancia dos frutos a
baixa temperatura.

A geracdo de radicais superoxido na casca dos frutos condicionados a 37°C por 10 horas foi
intensificada em até seis vezes durante os primeiros 10+3 dias de armazenamento. Em contraste, 0
tratamento térmico dos frutos (42°C por 15 minutos ou 53°C por 2 minutos) evitou a

superproducdo de O,", diminuindo, portanto, a intensificagdo do estresse oxidativo nesses frutos

(Figura 7).

50

= Controle
45 -
B37°C 10h
40 1 .
342°C 15min
a
£~ %1  053°C2min
> a
S 30 A a
5 a 2
o 25 A
=i
3
2 20 - b C
o
>S5
N 15 A d
b
10 A a
b c
1
0 T
colheita 5+3 10+3 15+3

Dias de armazenamento

Figura 7 - Conteudo de radicais superéxido na casca de bananas ‘Nanicdo’ na colheita e ap6s 5,
10 e 15 dias a 6°C seguido de 3 dias a 20°C. Tratamentos seguidos pela mesma letra,
no mesmo periodo, nao diferem entre si pelo teste LSD (p<0,05)

A geracdo de radicais livres € um processo comum e acontece constantemente durante o
metabolismo celular aerébico (MITTLER, 2002). Entretanto, essas espécies reativas tornam-se
potencialmente danosas as células quando o equilibrio entre a geracdo e a remogédo é perdido
(NOCTOR; FOYER, 1998). A superoxido dismutase (SOD) atua convertendo 0 O,” em peroxido
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de hidrogénio e oxigénio, representando, assim, a primeira linha de defesa contra as EROs
(ALSHER; ERTURK; HEATH, 2002).
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Figura 8 - Atividade da superdxido dismutase em gel de poliacrilamida ndo desnaturante aos 5
(A), 10 (B) e 15 (C) dias a 6°C (+3 dias a 20°C). (1) padrdo de SOD bovina, (2)
controle, (3) 37°C por 10 horas, (4) 42°C por 15 minutos e (5) 53°C por 2 minutos. As
setas laterais representam as isoformas de SOD presentes na casca da banana
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Na casca das bananas, a atividade da SOD foi determinada por meio de eletroforese em gel
de poliacrilamida ndo desnaturante, a qual revelou a existéncia de trés isoformas, representadas
pelas bandas I, Il e Il (Figura 8). Até o presente momento nenhum trabalho havia relato a
presenca de isoformas da SOD na casca da banana. Em plantas, trés classes distintas de SOD ja
foram detectadas e classificadas de acordo com o metal presente em seu sitio ativo; Fe, Mn ou
Cu/Zn (ALSHER; ERTURK; HEATH, 2002). Porém, em monocotileddneas, como o caso da
banana, apenas a Cu/ZnSOD cloroplastica e a MnSOD mitocondrial foram encontradas (WU et
al., 1999).

De modo geral, ndo foram verificadas substanciais diferencas na intensidade das bandas que
demonstrassem diferencas entre tratamentos durante o periodo avaliado. Entretanto, pode-se
inferir que a isoforma Il contribuiu em maior extensdo para a atividade total da SOD na casca dos
frutos durante o armazenamento (Figura 8). Acréscimos na atividade da SOD tém sido associados
a maior tolerancia de plantas e frutos a variados tipos de estresse, incluindo o chilling, devido a
esta enzima combater a superproducdo de radicais superéxido gerados em resposta ao estresse
(BOWLER et al., 1992; SALA, 1998; GRATAO et al., 2005). Assim, como relatado em outros
estudos, ndo foi verificado acréscimo na atividade da SOD, mas sim manutencdo da atividade ao
longo do armazenamento (WANG, 1995; RIVERA et al., 2004), indicando que os radicais
estavam sendo removidos do tecido.

O contetdo de peroxido de hidrogénio aumentou drasticamente nos primeiros dias de
armazenamento (5+3 dias) em todos os tratamentos, se comparado ao conteddo verificado na
colheita, porém permaneceu praticamente constante em seguida nos 10 e 15+3 dias (Figura 9). O
contetdo de H,O, nos tecidos vegetais é regulado pela acdo coordenada de enzimas geradoras
como a SOD e de removedoras como a CAT, APX e GR (KANG et al., 2003).

O peroxido de hidrogénio, por ser mais estavel do que as demais EROs e poder se difundir
atraveés das membranas biolGgicas, pode ser potencialmente mais danoso que o superoxido
(PRASAD et al., 1994; ASADA, 1999). Dessa forma, € importante que sua remocao pelo sistema
antioxidante seja rapida de modo a evitar reagbes mais nocivas ao metabolismo celular como a
geracéo do radical hidroxila (MITTLER, 2002).

Nesse trabalho, as enzimas antioxidantes envolvidas no metabolismo do H,0, apresentaram

diferentes respostas aos tratamentos térmicos e frente ao estresse pelo frio (Figuras 10, 11 e 12).
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Figura 9 - Conteudo de perdxido de hidrogénio na casca de bananas ‘Nanicdo’ na colheita e apds
5, 10 e 15 dias a 6°C seguido de 3 dias a 20°C. Tratamentos seguidos pela mesma letra,
no mesmo periodo, ndo diferem entre si pelo teste LSD (p<0,05)

A imersdo dos frutos em agua (53°C por 2 minutos) induziu acréscimo de aproximadamente
2,5 vezes na atividade da CAT em relacdo ao controle ap6s 5 dias a 6°C (+3 dias a 20°C). Nestes
frutos, a elevacdo na atividade da CAT coincidiu com o aparecimento dos sintomas de chilling e
foi acompanhada por menor acumulo de H,O, na casca ap0s o reaquecimento dos frutos aos 5 e
10 dias. Em contraste, nos frutos controle e nos condicionados a 37°C a atividade da CAT

permaneceu extremamente baixa durante todo o armazenamento (Figura 10).
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Figura 10 - Atividade especifica da CAT na casca de bananas ‘Nanicdo’ na colheita e apds 5, 10 e
15 dias a 6°C seguido de 3 dias a 20°C. Barras verticais indicam o erro padrdo (n=4).
Diferenca minima significativa entre tratamentos é dada segundo o teste LSD (p<0,05)

A ascorbato peroxidase (APX), assim como a CAT, desempenham importante papel na
remocdo do H,O, (MITTLER, 2002). Todavia, nesse estudo, nenhuma diferenca significativa na
atividade da APX foi observada na casca dos frutos controle em relacdo aos tratados
termicamente. Além disso, a atividade da APX diminuiu paulatinamente em todos os frutos com o
avanco do armazenamento (Figura 11).

O potencial da APX em metabolizar o H,O, também depende do estado redox do ascorbato
e da glutationa (FOYER et al., 1994). Durante a remocdo do H,0; a glutationa reduzida (GSH) ¢
oxidada (GSSG), e a GSH ¢ regenerada pela atividade da glutationa redutase (GR) a qual é
dependente de NADPH, mantendo assim o pool de GSH no estado reduzido (GAMBLE; BURKE,
1984; NOCTOR et al., 1998). Com excecao do acréscimo observado aos 5 dias a 6°C (+3 dias a
20°C) em relacdo a colheita, a atividade da GR apresentou padrdo de atividade similar ao
verificado na APX (Figuras 11 e 12).
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Figura 11 - Atividade especifica da APX na casca de bananas ‘Nanicdo’ na colheita e apds 5, 10 e
15 dias a 6°C seguida de 3 dias a 20°C. Barras verticais indicam o erro padréo (n=4).
Diferenca minima significativa entre tratamentos é dada segundo o teste LSD (p<0,05)

Esses resultados permitem inferir que, nas condi¢cdes em que o presente estudo foi realizado,
tanto a APX quanto a GR ndo demonstraram desempenhar significativo papel na resposta da
banana ao dano de frio. Contudo, a contribuicdo dessas enzimas para a remo¢do do H,0, e
diminuicdo do estresse oxidativo ndo pode ser descartada. Estudos realizados anteriormente
sugerem que a CAT é a principal enzima antioxidante envolvida no mecanismo de defesa de
tangerinas e laranjas contra o dano de frio (SALA; LAFUENTE, 2000; SALA et al., 2005). Em
bananas, tal afirmacdo ndo pode ser completamente descartada, porém outros fatores devem ser

considerados.
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Figura 12 - Atividade especifica da GR na casca de bananas ‘Nanicdo’ na colheita e ap6s 5, 10 e
15 dias a 6°C seguida de 3 dias a 20°C. Barras verticais indicam o erro padrdo (n=4).
Diferenca minima significativa entre tratamentos é dada segundo o teste LSD
(p<0,05)

2.4.4 Conclusdes

O estresse ocasionado pelo condicionamento dos frutos a 37°C aumentou a geracdo de
radicais superdxido na casca favorecendo a intensificacdo dos sintomas de chilling.

A imersdo de bananas em agua a 42°C por 15 minutos ou 53°C por 2 minutos aumenta a

tolerancia dos frutos a temperatura de 6°C por no maximo 15 dias.
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2.5 Experimento 4
A inibicdo da percepcdo do etileno retarda o desenvolvimento das injurias de frio em

bananas ‘Nanicao’

2.5.1 Material e Métodos

Bananas ‘Nanicdo’, provenientes de um pomar comercial localizado no municipio de Tieté,
SP, foram colhidas em estadio de maturacdo fisiologica. Apos a colheita dos cachos e despenca,
os frutos foram transportados até o Laboratorio de Fisiologia e Bioguimica P6s-Colheita do
Departamento de Ciéncias Biol6gicas da ESALQ, em Piracicaba, SP.

Inicialmente procedeu-se a remocdo dos frutos das pencas, descartando-se aqueles com
danos mecanicos e manchas na casca. Com objetivo de evitar o desenvolvimento de podriddes
que poderiam influenciar a sintese de etileno e comprometer a avaliacao visual dos sintomas das
injarias de frio, os frutos foram imersos, durante 5 minutos, em solugdo fungicida com Prochloraz
300pL L?, utilizando o produto comercial Sportak®. Em seguida, procedeu-se uma nova selecéo
dos frutos e, a sequir, foi realizada a homogeneizacdo das amostras experimentais e aplicacdo dos

Segu intes tratamentos:

Tratamento 1- Armazenamento a 6°C;
Tratamento 2- Exposicao dos frutos a 1000nL L™ de 1-metilciclopropeno.

Para a aplicacdo de 1-MCP utilizou-se o produto Smart-Fresh® (0,14% de 1-MCP na
formulacdo p6). O produto foi solubilizado em 15mL de 4gua a 25°C em um recipiente hermético
e, posteriormente, a solucdo foi transferida para uma placa de petri, ja no interior de uma caixa a
qual foi fechada imediatamente. Os frutos ficaram expostos ao tratamento por 12 horas a 25°C e, a
seguir, estes frutos, juntamente com os que compunham o controle, foram armazenados a 6°C
(£0,5°C) e 90% (+5%) de UR durante 15 dias. Ao final de cada periodo de armazenamento (5, 10
e 15 dias), parte dos frutos foi removida da refrigeracdo e exposta a temperatura de 20°C durante
3 dias.

A incidéncia de injurias de frio, a taxa respiratdria e a sintese de etileno foram determinadas
durante o armazenamento refrigerado e ao final de cada periodo a 20°C. Procedeu-se também a

retirada de amostras da casca dos frutos para a determinacdo da atividade in vivo da ACC oxidase
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e vazamento de ions apenas ao final de cada periodo a 20°C. Nesta ocasido foram congeladas

amostras de casca de cada repeticdo para as demais avaliacOes realizadas, as quais estdo descritas

a sequir:

a)

b)

d)

Indice de injarias de frio: a incidéncia foi determinada pelo grau de escurecimento da
casca das bananas, de acordo com a escala proposta por Kondo et al. (2005), onde: [0]
sem dano; [1] <25%; [2] 25-50% e [3] >50% da superficie da casca afetada.
Respiracdo: aproximadamente quinhentos gramas de frutos de cada repeticdo foram
transferidos para recipientes com volume de 1.700mL. Estes foram fechados
hermeticamente durante 2 horas. Para a analise da producéo de COy, foi injetada uma
aliquota de 0,5mL de cada recipiente, em cromatdgrafo a gas, marca Thermofinigan,
modelo Trace GC Ultra, equipado com detector de ionizacdo de chama (FID) e coluna
de aco inox de 1/8” e 4,0m de comprimento, preparada com Porapak N 50/80. Como
gas de arraste, utilizou-se o hidrogénio a um fluxo de 25mL min™. A temperatura da
coluna, injetor e detector foram de 110, 140 e 200°C, respectivamente. Os resultados
foram expressos em mL CO, kg™ h™, calculados em funcio da concentracio de CO,
presente no recipiente, da massa de frutos, do volume livre do recipiente e do tempo de
fechamento do recipiente.

Sintese de etileno: dos mesmos recipientes usados para a mensuracdo da respiracdo
retirou-se uma aliquota de 0,5mL a qual foi injetada em cromatdgrafo a gas, marca
Thermofinigan, modelo Trace GC Ultra, equipado com detector de ionizacao de chama
(FID) e coluna de ago inox de 1/8” e 1,8m de comprimento, preparada com Porapak N
50/80. Como gas de arraste, utilizou-se o hidrogénio a um fluxo de 25mL min™. A
temperatura da coluna, injetor e detector foram de 110, 140 e 200°C, respectivamente.
Os resultados foram expressos em sintese de etileno (uL C,H4 kg™ h™%), calculada com
base na concentracdo de etileno no interior do recipiente, na massa de frutos, no
volume livre do recipiente e no tempo de fechamento do recipiente.

Atividade in vivo da ACC oxidase (ACO): determinada de acordo com a
metodologia proposta por Liu et al. (1999). Discos de casca dos frutos foram lavados
com &gua deionizada duas vezes. Ap6s serem secos com papel filtro, os discos (1,09)

foram incubados em solucdo contendo tampao tricina 0,1M (pH 7,5), manitol 0,4M e
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ACC 1mM. Os discos de casca permaneceram incubados por uma hora na referida
solugéo e a seguir foram secos em papel filtro e imediatamente acondicionados em
frascos herméticos de 40mL e incubados a 30°C. Depois de uma hora a concentragédo
de etileno presente nos frascos foi determinada e os valores expressos em nmol C,H, g
tht,

Atividade in vitro da ACC oxidase (ACO, EC 1.14.17.4): determinada de acordo
com a metodologia proposta por Moya-Leon e John (1994), com modificacdes.
Amostras de casca congelada foram pulverizadas em moinho com nitrogénio liquido.
A seguir, aproximadamente um grama do tecido foi homogeneizado em tampéo de
extragdo contendo Tris-HCI 100mM pH 7,5; 5mM DTT; glicerol 10% (w/v); 30mM
ascorbato de sodio e PVPP 4% (p/v). A seguir, 0 homogeneizado foi filtrado com gaze
e centrifugado a 10.000 x g por 30 minutos a 4°C. O ensaio foi realizado incubando-se
1,0mL do sobrenadante contendo a enzima com 2,0mL da solugéo de reagdo contendo
tampéo tricina 0,1M pH 7,5; 0,1mM FeSO,4; 1ImM ACC; 20mM NaHCO3; e 30mM
ascorbato de sddio. Apds incubacdo da solucdo a 30°C em frasco hermético por 30
minutos a concentracdo de etileno presente nos frascos foi determinada e os valores
expressos em nmol C,Hs gt h

Contetdo de ACC livre (ACC) e malonilado (MACC): foi mensurado segundo o
método proposto por Lizada e Yang (1979) e modificado por Fils-Lycaon et al. (2008).
Amostras de casca congelada foram pulverizadas em moinho com nitrogénio liquido.
A seguir, o tecido foi homogeneizado em etanol 70% e aquecido a 100°C por 30
minutos e em seguida filtrado com gaze. O extrato resultante foi evaporado e o residuo
resultante ressuspendido em agua. O sobrenadante foi centrifugado a 10.000 x g por 10
minutos para clarear o extrato e o ACC livre foi quimicamente transformado em
etileno, conforme descrito anteriormente (LIZADA; YANG, 1979). O contetdo de
MACC foi determinado em extrato hidrolisado com HCI a 100°C por uma hora e
neutralizado com NaOH (HOFFMAN et al., 1982). O extrato hidrolisado foi usado
para determinagdo do conteudo de ACC, de acordo com Lizada e Yang (1979). A
diferenga entre o contetdo de ACC antes e apés a hidrolise representa o contetdo de
MACC no extrato (HOFFMAN et al., 1983). Os resultados foram expressos em nmol
C,H, g* tecido.
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9)

h)

Vazamento de ions: foi determinado de acordo com a metodologia descrita por Vieira
Santos et al. (2001). Discos de casca dos frutos foram lavados com agua deionizada
duas vezes. Apds serem secos com papel filtro, os discos (2,0g) foram acondicionados
em frascos com 50mL de solucdo 0,4M de manitol. Os frascos foram mantidos sob
agitagdo moderada por 3 horas quando entdo, foi medida a condutividade elétrica da
solugédo a 25°C (Liniciat).- A solucdo contida nos frascos foi congelada por 18 horas e
apos este periodo foi descongelada e novamente procedeu-se a medida da
condutividade elétrica a 25°C (Lsinar). Os valores obtidos foram calculados por meio da
férmula VI = (Lfinai — Liniciar) / Lsinat X 100 € expressos em condutividade relativa.
Peroxidacdo lipidica: foi determinada pela medi¢cdo da concentracdo de substancias
reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), conforme descrito previamente (BUEGE;
AUST, 1978; DHINDSA; MATOWE, 1981). Um grama de tecido foi triturado em
nitrogénio liquido e posteriormente homogeneizado em 5mL de &cido tricloroacético
(TCA) (0,1%), juntamente com 20% de PVPP. Apbs completa homogeneizagéo, o
material foi centrifugado a 10.000 x g por 5 minutos. Do sobrenadante foi retirado uma
aliquota de 1,5mL a qual se adicionou 4mL de TCA (20%) contendo 0,5% de acido
tiobarbiturico (TBA). A mistura foi aquecida a 95°C por 30 minutos, e rapidamente
resfriada em banho de gelo. O sobrenadante foi centrifugado novamente a 10.000 x g
por 5 minutos para clarear o extrato e imediatamente a absorbancia das TBARS
formadas foi determinada em espectrofotdmetro a 535nm. As medidas foram
corrigidas para turbidez inespecifica pela subtracdo da absorbancia a 600nm. A
concentragdo das TBARS foi calculada utilizando o coeficiente de extingdo molar de
155mM cm™.

Perdxido de hidrogénio (H,O,): o contetdo de peroxido de hidrogénio na casca foi
determinado de acordo com o método proposto por Gay et al. (1999) e Hermes-Lima
et al. (1995), com modificacbes. Um grama de tecido foi triturado em nitrogénio
liquido e posteriormente homogeneizado em 10mL de metanol a 0°C. Apds a completa
homogeneizagao as amostras foram centrifugadas 10.000 x g por 10 minutos. A seguir
retirou-se uma aliquota de 30uL do sobrenadante, a qual se adicionou 500uL de
Fe(NH,4)2(SO4)2 1mM e 200uL de H,SO, 250mM. A mistura permaneceu em reacao
por 5 minutos no escuro. Em seguida adicionou-se 100uL de xylenol laranja 1ImM e a
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mistura foi mantida no escuro por 20 minutos quando entdo procedeu-se a leitura da
absorbancia das amostras a 560nm. As leituras foram comparadas com uma curva
padrdo com concentracGes conhecidas de peroxido de hidrogénio.

Radicais superoxido (O;7): o contetdo de radicais superoxido foi medido
espectrofotometricamente a 490nm pela oxidacdo da epinefrina a adrenocromo
(MISRA; FRIDOVICH, 1972; MINIBAYEVA; BECKETT, 2001). A reacéo consistiu
da adicéo de 50uL de extrato vegetal a 3,0mL de agua pH 7,0 e ImM epinefrina. Apds
a incubacdo sob agitacdo moderada por 20 minutos no escuro a reacdo foi parada
adicionando-se 50pL de HCI 0,05N. Imediatamente procedeu-se a leitura da
absorbancia a 490nm. O conteldo de radicais superoxido na casca foi calculado
utilizando o coeficiente de extincdo molar de 4,47mM cm™.

Extracdo protéica: em cada periodo de avaliagdo (5+3, 10+3 e 15+3), amostras da
casca dos frutos de cada tratamento foram coletadas, congeladas em nitrogénio liquido
e armazenadas a -30°C até 0 momento das andlises. Aproximadamente um grama da
casca congelada foi pulverizada em moinho com nitrogénio liquido. A seguir o tecido
vegetal foi homogeneizado em tampéo fosfato de potassio 100mM, pH 7,5; contendo
ImM de EDTA; 3mM de DTT e 4% (p/v) de PVPP. O homogeneizado foi
centrifugado a 10.000 x g por 30 minutos a 4°C e o sobrenadante foi coletado e
estocado em freezer a -30°C até 0 momento das analises.

Atividade de Superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1): a atividade da SOD foi
observada por meio de gel de poliacrilamida 12% nao desnaturante (PAGE), conforme
descrito em VITORIA et al. (2001). Cada gel permaneceu sob corrente elétrica de
20mA por 4 horas. Apbés a separacdo das proteinas, os géis foram enxaguados
rapidamente em agua destilada-deionizada e incubados durante 30 minutos no escuro a
temperatura ambiente em uma solucéo contendo 50mM de tampéo fosfato de potassio
pH 7,8; ImM EDTA,; 0,05mM riboflavina; 0,1mM NBT e 3% TEMED. Ao final de 30
minutos, a mistura de reacdo foi removida, os géis enxaguados com agua destilada-
deionizada e colocados sob iluminagdo por alguns minutos para foto-oxidacdo das

bandas. Para cada gel foram utilizados 7L de SOD bovina (Sigma) como padrao.

m) Atividade de catalase (CAT, EC 1.11.1.6): determinada conforme Azevedo et al.

(1998), pela decomposicdo do perdxido de hidrogénio a 240nm durante um minuto em
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uma reacdo contendo tampéo fosfato de potassio 100mM pH7,5 e 2,5uL de perdxido
de hidrogénio (30%). A reacdo foi iniciada pela adi¢do de 50pL de extrato protéico.
Atividade de Ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11): foi determinada atraves do
método descrito em Nakano e Asada (1981). A mistura da reagdo consistiu de 650uL
de tampao fosfato de potassio 80mM pH 7,0; 100uL ascorbato (5mM); 100uL EDTA
(ImM); 100uL H,0O, (ImM) e 30uL de extrato. A atividade foi determinada pela
degradacdo do peroxido de hidrogénio durante um minuto, por alteracbes na
absorbancia a 290nm. A mistura de reacdo contendo tampdo fosfato, ascorbato e
EDTA permaneceu em banho-maria a 30°C. O peroxido de hidrogénio foi adicionado
somente no inicio da leitura em espectrofotdmetro.

Atividade de glutationa redutase (GR, EC 1.6.4.2): foi determinada
espectrofotometricamente a 30°C, em uma mistura de reacao, contendo tampao fosfato
de potassio 100mM pH 7,5; ImM 5,5’-ditio-bis (2-&cido nitrobenzo6ico) (DTNB);
1mM glutationa oxidada (GSSG) e 0,1mM NADPH. A reacdo foi iniciada pela adi¢éo
de 50uL de extrato. A GR foi estimada pela reducéo da glutationa oxidada, monitorada
pela alteracdo da absorbancia a 412nm (SMITH et al., 1988).

Proteinas totais: a concentracdo de proteinas foi determinada em espectrofotémetro a
595nm de acordo com Bradford (1976), utilizando-se 0 BSA como padrao.

2.5.2 Delineamento experimental e analise dos dados

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com quatro repeticdes de 10

frutos. Para as andlises bioguimicas foram usadas triplicatas de cada repeticdo. Os resultados

obtidos foram submetidos a andlise de variancia e, havendo diferengas, as médias foram

comparadas pelo teste LSD (Least Significative Difference) a 5% de probabilidade de erro.

Os procedimentos estatisticos foram executados com auxilio do pacote estatistico SOC
(Software Cientifico: NTIA/EMBRAPA).
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2.5.3 Resultados e Discusséo

Bananas sdo frutos de elevada sensibilidade ao frio e podem exibir sintomas caracteristicos
de chilling na casca, mesmo em temperaturas consideradas moderadas (PANTASTICO, 1990).
No presente trabalho, o tratamento de bananas ‘Nanicdo’ com 1000nL L™ de 1-MCP antes do
armazenamento refrigerado a 6°C, manteve a incidéncia de frutos com casca escura, caracteristica
de chilling, significativamente inferior ao controle, mesmo apds a remoc¢do desses frutos da
refrigeracdo seguida da exposicdo a temperatura ambiente por 3 dias (Figura 1). Embora tenha
havido intensificacdo do escurecimento da casca com a exposicdo de ambos os frutos a
temperatura ambiente verificou-se que, ao final do armazenamento, as diferengas entre os indices
de injurias dos frutos tratados com 1-MCP e do controle permaneceram. Dessa forma, o bloqueio
da acdo do etileno em bananas resultou em menor indice de escurecimento da casca por até 15
dias a 6°C mais 3 dias a 20°C, quando comparado aos frutos ndo tratados. Esses resultados estao
em conformidade com outras investigacOes realizadas anteriormente e reforcam a hipétese de que
o etileno pode desempenhar importante papel no desenvolvimento das injurias de frio em frutos
sensiveis (BEN-AMOR et al., 1999; ZHOU; BEN-ARIE; LURIE, 2001; PESIS et al., 2002;
SALVADOR et al., 2004).

35

H Controle a

01-MCP a
2,5

15 A1

indice de injurias de frio (1 - 3)

05 1

5 5+3 15 15+3

Dias de armazenamento

Figura 1 - Indice de injirias de frio em bananas ‘Nanicio’ aos 5 e 15 dias a 6°C e apos a
exposicdo dos frutos a 20°C por 3 dias. Tratamentos seguidos pela mesma letra, no
mesmo periodo, ndo diferem entre si pelo teste LSD (p<0,05). indice de injdrias de
frio: 0 = sem dano; 1 = <25%; 2 = 25-50%); e 3 = >50% da superficie da casca afetada



108

Normalmente, alteracBes no padrdo respiratério e de sintese de etileno s&o respostas que
antecedem a exteriorizacao dos sintomas de chilling nos frutos e refletem alteragcGes metabdlicas e
estruturais, geralmente irreversiveis, desencadeadas pela acdo direta do frio aos constituintes
celulares (WANG, 1982; KISLYUK; MIROSLAVOV; PALEEVA, 1995).

Neste estudo, ndo foram verificadas diferencas na atividade respiratdria dos frutos controle e
dos tratados com 1-MCP durante a refrigeracdo ou no periodo a 20°C. Todavia, foi observado que
a atividade respiratoria exibida pelos frutos aos 5 dias praticamente dobrou ao final do
armazenamento a 6°C e também durante o periodo a 20°C (Figuras 2A e 2B). Por outro lado, o
reaquecimento dos frutos por 3 dias ap6s a remocao da refrigeracdo intensificou em até 6 vezes a
atividade respiratéria dos frutos controle e dos tratados com 1-MCP, em relacdo aos
correspondentes valores observados nos periodos a 6°C. Segundo Semikhatova (1995), a
intensificacdo da respiracdo frequentemente esta associada a uma maior demanda energética
celular, a qual pode estar relacionada a mudangas na estrutura e funcdo do aparato mitocondrial
em resposta ao estresse por baixa temperatura, sobretudo apds o reaquecimento dos frutos
(KISLYUK; MIROSLAVOV; PALEEVA, 1995; ZYKOVA; KOLESNICHENKO; VOINIKOV,
2002).

O padréo de evolucdo da sintese de etileno apresentado pelos frutos durante a refrigeracao
foi distinto do descrito anteriormente para a atividade respiratoria. Nos frutos tratados com 1-
MCP a sintese de etileno manteve-se baixa, inferior a 0,03uL C,H,4 kg™ h™ durante todo o periodo
em que os frutos estiveram sob refrigeracdo, enquanto nos frutos controle a taxa de producéo aos
10 e 15 dias a 6°C foi, em média, respectivamente, 6,2 e 4,6 vezes superior a exibida pelos frutos
tratados com 1-MCP (Figuras 3A e 3B). A exposicdo dos frutos a temperatura ambiente, apds a
remocao da refrigeracdo intensificou a sintese de etileno de ambos os frutos, todavia a produgdo
de etileno exibida pelos frutos controle foi significativamente maior que a dos frutos tratados com
1-MCP em todos os periodos. Apartir desses padrdes na sintese de etileno exibidos pelos frutos
durante a refrigeracdo e também no periodo a 20°C, foi possivel observar que a maior incidéncia
de chilling esteve associada a acréscimos na sintese de etileno. Dessa forma, a supressao da
evolucédo da sintese de etileno nos frutos intactos mediante a aplicacdo do 1-MCP foi responsavel
pela reducdo da sensibilidade das bananas as injurias de frio (Figuras 1, 3A e 3B). Ben-Amor et
al. (1999) demonstraram que a supressdo da producdo autocatalitica de etileno em mel6es

cantalupe transformados, reduziu consideravelmente a sensibilidade dos frutos as injurias de frio.



80

70 A

Respiragdo (mL CO, kgt h1)

10 A

80

70 A

Respiragéo (mL CO, kgt h'1)

10 A

60 A

50 1

40

30 A

20 A

—-Controle

-+1-MCP

LSD=2,4

14 -

12 A

o N &~ o ®

—&— Controle

—0— 1-MCP

-~ U

5

Dias de armazenamento a 6°C

10

15

60 -

50 -

40 1

30 A

20 4

—-Controle

—1-1-MCP

LSD=18,4

5+3

Dias de armazenamento

10+3

15+3

109

Figura 2 - Atividade respiratoria de bananas ‘Nanicao’ durante o armazenamento a 6°C (A) e apos
a remocao dos frutos da refrigeracdo aos 5, 10 e 15 dias seguida de 3 dias a 20°C (B).
Barras verticais indicam o erro padrdo (n=4). Diferenga minima significativa entre
tratamentos é dada segundo o teste LSD (p<0,05)
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Figura 3 - Sintese de etileno de bananas ‘Nanicdo’ durante o armazenamento a 6°C (A) e apds a
remocdo dos frutos da refrigeracdo aos 5, 10 e 15 dias seguida de 3 dias a 20°C (B).
Barras verticais indicam o erro padrdo (n=4). Diferenca minima significativa entre
tratamentos € dada segundo o teste LSD (p<0,05)
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De modo a buscar um melhor entendimento da possivel relagdo entre o etileno e a
sensibilidade das bananas as injurias de frio, foram avaliados, na casca dos frutos, parametros
relacionados a sintese e ao metabolismo do etileno ap6s a remocao dos frutos da refrigeracao e
posterior exposicao a temperatura ambiente.

A capacidade de conversdao do ACC exdgeno em etileno pelos discos de casca das bananas
tratadas com 1-MCP foi significativamente superior a apresentada pelo controle aos 5, 10 e 15
dias (Figura 4A). Ao final do armazenamento, a atividade in vivo da ACO diminuiu em ambos 0s
tratamentos em relacdo aos 10+3 dias, porém essa reducdo foi mais pronunciada na casca dos
frutos controle, possivelmente devido a intensificacdo das injdrias de frio. Considerando que a
ACO ¢ dependente da integridade das membranas, é possivel que a maior incidéncia de injurias de
frio na casca do controle possa ter sido a causa da menor capacidade de conversdo do ACC em
etileno (ANDERSEN et al., 1986; RAMASSAMY et al., 1998; ANTUNES; SFAKIOTAKIS,
2002). Em geral, a atividade in vivo ndo apresentou uma clara relagdo com a atividade in vitro da
ACO nem com a sintese de etileno exibida pelos frutos intactos (Figuras 3 e 4).

Apbs a colheita dos frutos, apenas tragos de etileno foram detectados a 20°C, indicativo de
gue as bananas estavam no estadio pré-climatérico. Ainda, nesses frutos, a atividade in vitro da
ACO néo foi detectada e o contetido de ACC livre na casca foi aproximadamente 7 vezes inferior
ao conteudo malonilado (MACC), o que pode explicar, em parte, a baixa sintese de etileno
observada tanto antes da aplicacdo dos tratamentos quanto nos primeiros cinco dias sob
refrigeracdo (Figuras 4B, 5A e 5B).

Apbs cinco dias de exposicdo dos frutos a 6°C, seguido do reaquecimento durante 3 dias a
20°C, verificou-se um abrupto acréscimo na atividade in vitro da ACO presente na casca dos
frutos controle. Em contraste, no mesmo periodo a atividade da ACO permaneceu extremamente
baixa na casca dos frutos tratados com 1-MCP. Nos frutos controle, a elevacao inicial na atividade
in vitro da enzima formadora do etileno e sua manutencdo aos 10+3 dias, sdo coerentes com 0
padrdo de sintese observado pelos frutos intactos ap6s a remoc¢do da refrigeracdo. A mesma
observagdo também pode ser estendida para os frutos tratados com 1-MCP (Figuras 3B e 4B). O
subsequente declinio na atividade in vitro da ACO, observado ao final do armazenamento,
especialmente no controle, possivelmente esteja ligado ao efeito direto da baixa temperatura na
atividade da oxidase, considerando que o conteudo de ACC livre era cerca de duas vezes maior
que o observado na casca das bananas tratada com 1-MCP (WANG, 1995).
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Figura 4 - Atividade in vivo (A) e in vitro (B) da ACO na casca de bananas ‘Nanicao’ apds 5, 10 e
15 dias a 6°C seguida de 3 dias a 20°C. Tratamentos seguidos pela mesma letra, no
mesmo periodo, ndo diferem entre si pelo teste LSD (p<0,05)
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Com relacdo a estimativa da permeabilidade das membranas, verificou-se que os discos de
casca das bananas tratadas com 1-MCP apresentaram 0s menores percentuais de vazamento de
ions durante o armazenamento quando comparados aos do controle, indicando, dessa forma, que o
etileno estd envolvido com o processo de desestabilizacdo das membranas induzido pela baixa
temperatura (Figura 6A). Em estudo realizado com meldes cantalupe transformados, Ben-Amor et
al. (1999) verificaram que a supressdo da producdo autocatalitica do etileno resultou em menor
degradacdo das membranas da casca quando comparada a dos frutos controle apds 16 dias a 2°C
(+5 dias a 22°C). Além disso, também foi verificado que o tratamento dos meldes transformados
por mais de um dia com 10uL L™ de etileno antes da exposicdo a 2°C, promoveu significativo
acréscimo no vazamento de ions da casca. Em contraste, quando o mesmo tratamento com etileno
foi realizado ap6s a remocéo dos frutos da refrigeracdo, o vazamento de ions da casca permaneceu
inalterado em relacdo ao dos frutos ndo tratados, indicando que o estimulo a degradacdo das
membranas requer a a¢do conjunta do etileno com a baixa temperatura.

Na casca das bananas, as alteragdes na estabilidade das membranas, demonstradas por meio
do vazamento de ions, foram confirmadas por meio do diferencial acimulo de TBARS observado
ao longo do armazenamento em ambos os tratamentos (Figuras 6A e 6B). O acréscimo no
contetdo de TBARS, observado aos 5+3 dias na casca dos frutos controle e sua manutencao até o
final do armazenamento em nivel significativamente superior ao observado na casca dos frutos
tratados com 1-MCP, indicam que o bloqueio da ac¢éo do etileno promove maior manutencéo das
membranas por reduzir a geracdo de radicais livres (Figura 7) e também, possivelmente por inibir
a atividade de enzimas ligadas a sua degradacdo, como a lipoxigenase.

Desta forma, considerando-se que a manutencdo da integridade das membranas celulares é
crucial dentro de varios aspectos do metabolismo celular, e também de modo a evitar uma série de
reacGes em cascata que desencadeardo o surgimento das injurias de frio em frutos, pode-se inferir
que a adocgdo de tratamentos que evitam ou reduzem a perda da estabilidade das membranas,

propiciam maior tolerancia dos frutos as injarias de frio.
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Figura 6 - Vazamento de ions (A) e conteido de TBARS (B) na casca de bananas ‘Nanicdo’ apos
5, 10 e 15 dias a 6°C seguido de 3 dias a 20°C. Em (A) tratamentos seguidos pela
mesma letra, em cada periodo, ndo diferem entre si pelo teste LSD (p<0,05). Em (B) as
barras verticais indicam o erro padrdo (n=4). Diferenca minima significativa entre
tratamentos € dada segundo o teste LSD (p<0,05)
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Em vérios estudos foi sugerido que o evento inicial que desencadeia o desenvolvimento do
chilling em tecido vegetais ocorre em nivel de membrana, sendo decorrente da acdo de radicais
livres (MARANGONI; PALMA; STANLEY, 1996; SALA, 1998; HODGES et al., 1999). No
presente estudo, foi observado que em resposta ao estresse desencadeado pela baixa temperatura,
houve significativo acréscimo na producdo de radicais livres na casca da banana. Em relacdo a
colheita, houve elevacdo de até 4 vezes na geracdo de radicais superoxido e peroxido de
hidrogénio na casca dos frutos ap0s 5 dias a 6°C, mais 3 dias a temperatura ambiente. No entanto,
neste mesmo periodo, ndo houve diferenca no contetdo acumulado de O,” ¢ H,O, na casca dos
frutos tratados com 1-MCP em relagéo ao controle (Figuras 7 e 9).

Nas avaliagdes subsequentes, foi observado que o bloqueio da agdo do etileno inibiu a
elevacdo da geracdo de radicais superoxido na casca das bananas, pois o conteudo acumulado
deste radical livre manteve-se estavel ao longo do armazenamento. Contrariamente, na casca do
controle, o contetdo de superdxido aumentou e, ao final do armazenamento, foi em média 26,4%

superior ao observado na casca dos frutos tratados com 1-MCP.
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Figura 7 - Conteddo de radicais superdxido na casca de bananas ‘Nanicdo’ na colheita ¢ apos 5,
10 e 15 dias a 6°C seguido de 3 dias a 20°C. Tratamentos seguidos pela mesma letra,
no mesmo periodo, nao diferem entre si pelo teste LSD (p<0,05)
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A atividade da SOD presente na casca das bananas foi determinada por meio de eletroforese
em gel de poliacrilamida ndo desnaturante, a qual revelou a existéncia de trés isoformas ativas,
representadas pelas bandas I, Il e I1l (Figura 8). Considerando que a intensidade das bandas esta
relacionada a atividade das isoformas da enzima, as quais compdem a atividade total da SOD,
pode-se afirmar que durante o periodo avaliado ndo houve diferenca na atividade total da SOD
presente na casca do controle ou dos frutos tratados com 1-MCP. Além disso, pode-se afirmar que
a isoforma Il contribuiu em maior extensdo para a atividade total da SOD na casca das bananas
durante o armazenamento a 6°C e subsequente reaquecimento a 20°C. Apesar de néo ter havido
significativa intensificagdo na atividade da SOD, verificou-se sua manutencdo ao longo do
armazenamento, indicando que os radicais estavam sendo removidos do tecido (WANG, 1995;
RIVERA et al., 2004).

A superdxido dismutase desempenha papel central no metabolismo das EROs em plantas,
pois além de neutralizar a reatividade do radical superoxido (BOWLER et al. 1992) evita a
formagdo de radicais potencialmente mais toxicos, como o radical hidroxila (OH")
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000), impedindo assim, uma série de reacGes em cascata que
intensificariam o estresse oxidativo no tecido. A acdo da SOD, em conjunto com outras enzimas,
como a CAT e APX converte 0 O, ¢ o H,O,, potencialmente tdxicos, a oxigénio molecular e
agua, evitando maiores danos as células vegetais (SCANDALIOS, 1993; MITTLER, 2002). De
tal modo, a atividade conjunta da SOD, CAT, APX e GR é essencial para a manutengdo do

equilibrio entre a geracdo e a remoc¢do das EROs (FOYER et al., 1994).
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Figura 8 - Atividade da superoxido dismutase em gel de poliacrilamida ndo desnaturante aos 5
(A), 10 (B) e 15 (C) dias a 6°C (+3 dias a 20°C). (1) padrdo de SOD bovina, (2)
controle, (3) 1000nL L™ 1-MCP. As setas laterais representam as isoformas de SOD
presentes na casca da banana
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A semelhanca do padrdo verificado com os radicais superoxido, o contetido de peroxido de
hidrogénio na casca de ambos os frutos também aumentou de modo consistente nos primeiros dias
de armazenamento (5+3 dias) se comparado ao contetdo observado na colheita (Figura 9). Esta
elevacdo pode ser indicativa de que os radicais superdxido, gerados em resposta ao estresse
desencadeado pelo frio, estavam sendo eficientemente dismutados pelas trés isoformas ativas da
SOD, presentes na casca da banana.

Durante o armazenamento, o conteddo de peroxido de hidrogénio na casca dos frutos
tratados com 1-MCP manteve-se sempre levemente inferior ao observado na casca do controle,

porém apenas aos 15+3 dias essa diferenca foi estatisticamente significante.
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Figura 9 - Conteudo de peroxido de hidrogénio na casca de bananas ‘Nanic2o’ na colheita e apos
5, 10 e 15 dias a 6°C seguido de 3 dias a 20°C. Tratamentos seguidos pela mesma letra,
no mesmo periodo, ndo diferem entre si pelo teste LSD (p<0,05)

Considerando os potenciais efeitos nocivos das EROs quando produzidas em excesso, é
possivel afirmar que a menor geragdo de radicais livres na casca das bananas tratadas com 1-MCP
contribuiu para a manutencdo da integridade das membranas celulares da casca destes frutos
(Figuras 6, 7 e 9), pois ao evitar a intensificacdo do estresse oxidativo, consequentemente, reduz-
se processos degradativos, como a peroxidacdo lipidica (HARIYADI; PARKIN, 1991; WANG,

1995; HODGES et al., 2004). Portanto, é essencial que o sistema antioxidante seja eficiente e atue
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de forma coordenada de modo a manter a concentracdo dos radicais superoxido e perdxido de
hidrogénio em niveis baixos no tecido vegetal (KANG et al., 2003).

Apartir dos 5+3 dias de armazenamento observou-se significativo decréscimo na atividade
da CAT, APX e GR na casca dos frutos controle. Este decréscimo na capacidade de remocdo das
espécies reativas de oxigénio foi acompanhado por elevacdo no conteddo de radicais livres na
casca, que resultou em significativa degradacdo das membranas e foi traduzida em acréscimos no
indice de escurecimento da casca dos respectivos frutos ao longo do armazenamento (Figuras 1, 9,
10 e 11). Por outro lado, na casca dos frutos tratados com 1-MCP, a atividade especifica da CAT
apresentou significativa elevacdo aos 10+3 dias, e permaneceu 2,8 vezes superior a atividade
observada na casca do controle ao final do armazenamento (Figura 10). Adicionalmente, a
inibicdo da acdo do etileno na casca da banana também evitou a reducdo e manteve a atividade da
APX e GR superior a dos frutos controle apds 15 dias a 6°C mais 3 dias a 20°C (Figuras 11 e 12).
Estes resultados indicam que a acdo conjunta da CAT e APX foi responsavel pelo menor acimulo

de H,0, na casca dos frutos tratados com 1-MCP.
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Figura 10 - Atividade especifica da CAT na casca de bananas ‘Nanicdo’ na colheita e apds 5, 10 e
15 dias a 6°C seguida de 3 dias a 20°C. Barras verticais indicam o erro padréo (n=4).
Diferenca minima significativa entre tratamentos é dada segundo o teste LSD (p<0,05)



121

1,2
——Controle
=T 17
o
] —{-1-MCP
o
o
—~ 08 A
[e)
1S
&
'E 06 A
<
w
<
g2 04 1
=
X
o
< 02 1 LSD =0,098
0 : : ;
colheita 543 10+3 15+3

Dias de armazenamento

Figura 11 - Atividade especifica da APX na casca de bananas ‘Nanicdo’ na colheita e apds 5, 10 e
15 dias a 6°C seguida de 3 dias a 20°C. Barras verticais indicam o erro padréo (n=4).
Diferenca minima significativa entre tratamentos é dada segundo o teste LSD (p<0,05)
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Figura 12 - Atividade especifica da GR na casca de bananas ‘Nanicao’ na colheita ¢ apos 5, 10 e
15 dias a 6°C seguida de 3 dias a 20°C. Barras verticais indicam o erro padréo (n=4).
Diferenca minima significativa entre tratamentos é dada segundo o teste LSD
(p<0,05)
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De modo geral, os resultados obtidos no presente trabalho estdo em conformidade com
outros estudos realizados anteriormente, os quais também observaram indicios de que o
desenvolvimento dos sintomas de chilling em frutos € decorrente da intensificagdo do estresse
oxidativo nos tecidos vegetais (HARIYADI; PARKIN, 1991; SALA, 1998; ZHENG et al., 2008;
CAO et al., 2009). Além disso, também foi verificado, a semelhanca do estudo realizado por Ben-
Amor et al. (1999), que a inibicdo da percepg¢éo do etileno aumenta a tolerancia de bananas ao frio
por evitar a inicializacdo de eventos ligados a degradacdo das membranas celulares, que culminam

com a exteriorizacdo visual das injurias de frio na casca dos frutos.

2.5.4 Conclusdes

O bloqueio da acdo do etileno confere a banana maior tolerancia as injdrias de frio devido
a maior capacidade de remocdo de espécies reativas de oxigénio e a manutencdo da integridade
das membranas da casca.

A associacdo entre o etileno e a baixa temperatura na casca da banana favorece o estresse
oxidativo por reduzir a capacidade de remocdo de espécies reativas de oxigénio e induzir a

degradacdo das membranas da casca.
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3 CONSIDERACOES FINAIS
A temperatura e o tempo de exposi¢do a que os frutos foram submetidos foi determinante

no tipo de resposta desencadeada ap0s a exposicao a situacéo de estresse, representada pela baixa
temperatura. A aplicacdo dos tratamentos térmicos de curta duracdo com altas temperaturas
demonstrou ser efetivo na inducdo de tolerancia ao frio. Por outro lado, o condicionamento dos
frutos a temperatura de 37°C por 10 horas teve efeito contrario. Neste caso, a ineficacia do
condicionamento térmico foi associada a intensificacdo da geracdo de espécies reativas de
oxigénio além da capacidade de remocdo do tecido, o que favoreceu a antecipacdo do
desenvolvimento das injurias de frio na casca da banana.

O conjunto de respostas desencadeadas pelo metil jasmonato e/ou metil salicilato, que
resultaram em reducgdo da sensibilidade da lima &cida as injarias de frio, esteve relacionada a
maior capacidade de remocdo das espécies reativas de oxigénio, a qual foi favorecida pela
elevacdo da atividade da SOD, CAT, APX e GR ao longo do armazenamento.

A inibicdo da percepgdo do etileno e a supressdo da evolucdo da sintese durante o
armazenamento da banana foram responsaveis pela reducdo da sensibilidade da casca as injdrias
de frio. Esta observacdo foi corroborada na lima &cida, onde o blogueio da acdo do etileno ndo
suprimiu a evolucdo da sintese, resultando em reduzida capacidade de remocdo do perdxido de
hidrogénio do flavedo. Estes resultados sugerem que a associagdo da baixa temperatura com o
etileno favorece o estresse oxidativo, por reduzir a capacidade celular de combater eficientemente
os radicais superédxido e o perdxido de hidrogénio gerado em resposta ao frio. Devido a perda da
homeostase celular, eventos ligados a degradacdo das membranas celulares sdo intensificados e
culminam com a morte celular e exteriorizacdo visual das injdrias.

Concluindo, é possivel afirmar que a efetividade dos tratamentos térmicos e quimicos em
induzir a banana e a lima &cida maior tolerancia ao frio estd associada a trés aspectos
fundamentais. 1) supressdo ou blogueio de parte das cascatas de transducdo de sinal
desencadeadas pela acdo do etileno; 2) manutencdo da integridade e permeabilidade das
membranas celulares; 3) elevacdo e manutencdo da atividade das enzimas responsaveis pela
remocdo de espécies reativas de oxigénio a niveis compativeis com a intensidade do estresse
enfrentado pelo fruto. E provéavel que a interacdo destes fatores com a baixa temperatura seja
determinante na modulacdo da resposta requerida para promover maior ou menor tolerancia de

frutos a baixa temperatura.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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