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Enzimas antioxidantes em frutos com diferentes padroes de amadurecimento

RESUMO

O estudo teve como objetivo relacionar a atividade de enzimas antioxidantes e do estresse
oxidativo com o padrido respiratério e producdo de etileno durante a pds-colheita, utilizando
para isso, mamao (fruto considerado climatérico) e morango (fruto considerado nao
climatérico). Foram utilizados mamoes ‘Golden’, no estddio de amadurecimento 1 (15% da
casca amarela) e morangos ‘TAC-Campinas’ com 2/3 da superficie colorida, armazenados a
22 °C por 9 e 5 dias, respectivamente. Foram avaliadas, diariamente, respiracio, producdo de
etileno, peroxidacdo lipidica, atividade de enzimas antioxidantes, firmeza da polpa e cor da
casca; e em dias alternados, acidez titulavel, teor de sélidos soluveis e de dcido ascorbico. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com trés repeticdes de um fruto e os
resultados comparados pelo teste de Tukey (P < 0,05). Foi observado aumento na producao de
etileno no segundo dia de armazenamento, seguido por acréscimo na respiragao dos mamaoes.
Aumento na atividade da catalase, glutationa redutase e ascorbato peroxidase em mamdes foi
observado concomitantemente ou logo apds o aumento na produgdo de etileno e respiragdo. O
aumento da atividade dessas enzimas, préximo ao pico de etileno e de respiragcdo, estd
relacionado a produgdo de oxidantes com o inicio do amadurecimento. No quarto dia de
armazenamento dos mamdes houve aumento da peroxidag@o lipidica e diminui¢do da
atividade das enzimas catalase, glutationa redutase e superéxido dismutase. A peroxidacdo
lipidica induz o aumento de enzimas antioxidantes, o que pode ser verificado por novos
aumentos das atividades da catalase, glutationa redutase, superéxido dismutase e ascorbato
peroxidase. Com relacdo as caracteristicas fisico-quimicas, os s6lidos soldveis ndo variaram
significativamente, a acidez e o teor de dcido ascOrbico aumentaram e o angulo de cor e a
firmeza decresceram durante o armazenamento dos mamdes. Nos morangos, a magnitude das
mudangas fisiolégicas e das caracteristicas fisico-quimicas foi bem menor quando
comparamos ao mamdo e o aumento da respiragdo desses frutos ocorreu somente no final do
periodo pés-colheita. O amadurecimento pode, entdo, ser visto como um fendmeno oxidativo
que envolve peroxidagdo lipidica pelos radicais livres e alteracdes nos niveis de antioxidantes.
No inicio do amadurecimento de mamdes, o etileno pode ser considerado o gatilho para as
alteracdes no fruto e ndo uma resposta a um possivel estresse oxidativo. O climatério
respiratério parece ser consequéncia do aumento do metabolismo celular, mas, como ele

préprio é fonte de espécies ativas de oxigé€nio, contribui para a ocorréncia do estresse
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oxidativo, evidenciado por altera¢Ges na catalase, glutationa redutase, superéxido dismutase,
ascorbato peroxidase e peroxidacdo lipidica. Os morangos apresentaram alteracdes nas
atividades da glutationa redutase e da superoxido dismutase, além de mostrarem mudancas
nas caracteristicas fisico-quimicas, na respiragdo e na producdo de etileno. Contudo, os
resultados foram inconclusivos para relacionar a atividade das enzimas antioxidantes com o

padrdo de amadurecimento do morango.

Palavras-chave: Carica papaya, Fragaria x ananassa, climatério, estresse oxidativo, etileno.



Antioxidant enzymes in fruits with different ripening patterns

ABSTRACT

The aim of this study was to correlate the activity of antioxidant enzymes and oxidative stress
to respiration pattern and ethylene production during postharvest, using for this, papaya
(considered a climacteric fruit) and strawberry (considered a nonclimacteric fruit). ‘Golden’
papayas at maturity stage 1 (15% of yellow skin) and ‘IAC-Campinas’ strawberries with 2/3
of colored surface, were stored at 22 °C for 9 and 5 days respectively. They were daily
evaluated for respiration, ethylene production, lipid peroxidation, antioxidant enzymes,
firmness and skin color, and on alternate days for acidity, soluble solids and ascorbic acid
content. The experimental design was completely randomized with three replicates of one
fruit and the data were analyzed using the Tukey test (P < 0.05) to compare means. An
increase in ethylene production was observed in the second day of storage, followed by an
increase in papaya respiration. An increased activity of catalase, glutathione reductase and
ascorbate peroxidase in papaya was observed concurrently or soon after the increase in
ethylene production and respiration. The increased activity of these enzymes near the peak of
ethylene and respiration is related to the production of oxidants with the onset of ripening. On
the fourth day of papaya storage there was an increased lipid peroxidation and a decreased
activity of catalase, glutathione reductase and superoxide dismutase. Lipid peroxidation
induces increase of antioxidant enzymes, which can be verified by further increases in the
activities of catalase, glutathione reductase, superoxide dismutase and ascorbate peroxidase.
Regarding physical-chemical characteristics, the soluble solids did not vary significantly,
acidity and ascorbic acid content increased, and hue angle and firmness decreased during
papaya storage. In strawberry, the magnitude of physiological changes and physical-chemical
characteristics was much lower when compared to papaya and increased respiration of fruits
occurred only at the end of the postharvest period. The ripening can then be considered as a
phenomenon that involves lipid peroxidation by free radicals and altered levels of
antioxidants. At the beginning of papaya ripening, ethylene is shown as a trigger for changes
in fruit and not as a response to possible oxidative stress. The climacteric respiration is a
consequence of increased cellular metabolism, but, as a source of reactive oxygen species, it
contributes to the occurrence of oxidative stress, evidenced by changes in catalase,
glutathione reductase, superoxide dismutase, ascorbato peroxidase and lipid peroxidation. The

strawberries had changes in activities of glutathione reductase and superoxide dismutase, and
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show changes in the physico-chemical characteristics, respiration and ethylene production.
However, the results were inconclusive for relating the activity of antioxidant enzymes with

the pattern of strawberries ripening.

Key Words: Carica papaya, Fragaria x ananassa, climacteric, ethylene, oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

O amadurecimento envolve uma série de mudangas fisiologicas e bioquimicas nos
frutos que alteram sua composi¢do e que, deste modo, permitem seu consumo. Portanto, o
amadurecimento dos frutos € visto como a fase que permite que o fruto seja utilizado na
alimentagcdo humana. O processo seguinte ao amadurecimento é definido como senescéncia,
ou seja, uma série de transformagdes que conduzem a morte dos tecidos (WATADA et al.,
1984). Essa ¢ uma visdo antropocéntrica de todo o processo do amadurecimento que pode
limitar a compreens@o dos fendmenos que ocorrem apds a colheita dos frutos.

Os aumentos da respiracdo e da produgdo de etileno sempre foram considerados
processos-chave para o amadurecimento dos frutos, uma vez que se estabeleceu a necessidade
de aumento da demanda energética e da presenca de etileno para que o fruto amadurecesse.
Com o progresso das pesquisas, verificou-se que alguns processos do amadurecimento nao
estdo relacionados com o aumento da respiracio (ROMANI et al., 1983) e que, alguns,
também sdo independentes do aumento na producdo de etileno, ou apresentam dependéncia
parcial (FLORES et al., 2001), contrariando os antigos conceitos. Em estudos com meldes,
coloracdo da polpa, acimulo de acucares e perda de acidez sdo processos independentes do
etileno, enquanto que o amarelecimento da casca, o amolecimento da polpa, o
desenvolvimento da zona de abscisdo peduncular, a formacdo de aroma e o climatério
respiratério sdo totalmente ou parcialmente dependentes do etileno (PECH et al., 2008).

Questiona-se entdo qual seria o papel do climatério respiratorio encontrado em alguns
frutos e também qual a fun¢do de um aumento brusco na producdo do etileno. Algumas
explicagcdes para a ocorréncia do climatério foram propostas, tais como: um resultado da
mudanga na organizacdo celular resultante do inicio da senescéncia; ou uma resposta
homeostatica da mitocondria para compensar os efeitos degradantes da senescéncia celular
(ROMANI, 1984). Portanto, o aumento na respiracdo e também na produgdo de etileno pode
ser considerado resposta a algum tipo de estresse.

Assim, o amadurecimento pode ser visto como um fendmeno oxidativo que envolve
peroxidacdo lipidica pelos radicais livres, desestruturacio da membrana fosfolipidica e
diminuicdo do nivel de enzimas antioxidantes. Entdo, o amadurecimento poderia ser
considerado como um processo da senescéncia? O aumento da respiracio e da producdo de

etileno pode ser considerado como resposta celular ao estresse oxidativo? Talvez a mudanga



do enfoque de como vemos e estudamos o complexo fendmeno do amadurecimento nos
auxilie a entender como os processos dessa fase acontecem, sdo regulados e influenciados.
Desta forma, novas possibilidades podem surgir para manipuld-los contribuindo para a
obtencdo de frutos com maior durabilidade pés-colheita.

Grande parte da literatura sobre estudos da fisiologia do amadurecimento considera
essa fase como um periodo anterior a senescéncia, relacionando as alteragdes nos atributos
sensoriais dos frutos, principalmente, as mudangas na atividade respiratéria e na producio de
etileno. O estresse oxidativo durante o amadurecimento e senescéncia tem sido pesquisado em
frutos como tomate, mag¢a, amora e também em flores, mas poucos estudos com esse enfoque
foram realizados com frutos de espécies tropicais.

Uma vez que o climatério é fonte de espécies ativas de oxigénio (EAOs), frutos
classificados como climatéricos podem produzir mais EAOs e, portanto, apresentar maior
estresse oxidativo na pos-colheita quando comparados a frutos néo climatéricos. As respostas
fisiologicas encontradas em alguns frutos, como aumento na respiracio e producéo de etileno,
podem ter estreita relacdo com o estresse oxidativo que acontece nessa fase.

Desta forma, o objetivo dessa pesquisa foi relacionar a atividade de enzimas
antioxidantes e do estresse oxidativo com o padrio respiratério e producgéo de etileno durante
a pos-colheita, utilizando para isso mamao, considerado pela classificacdo tradicional como

fruto climatérico, e morango, considerado um fruto ndo-climatérico.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Amadurecimento e Senescéncia

O amadurecimento € definido como um processo do desenvolvimento dos frutos que
abrange desde os estddios finais do crescimento até os estddios iniciais da senescéncia e que
resulta em caracteristicas estéticas e de qualidade, evidenciadas por mudangas na composigao,
coloragdo, textura e demais atributos sensoriais (WATADA et al.,, 1984). O processo de
amadurecimento € um fendmeno complexo do desenvolvimento dos frutos que consiste,
principalmente, em alteragcdes bioquimicas dos componentes ja existentes no Orgio
(AZEVEDO et al., 2008). O processo do amadurecimento ¢ influenciado por diversos fatores

como expressdo de genes, hormonios, luz, temperatura, entre outros (ADAMS-PHILLIPS et

al., 2004). O amadurecimento dos frutos, portanto, € um processo geneticamente programado,



altamente coordenado e irreversivel, envolvendo uma série de mudancas fisioldgicas,
bioquimicas e organolépticas que levam a obtencdo de frutos comestiveis e com qualidades
desejaveis (THARANATHAN et al., 2006).

Virios sdo os processos de sintese e degradacdo que ocorrem no amadurecimento
como aumento da respiragdo; degradacio da clorofila; biossintese de carotendides,
antocianinas, 6leos essenciais e componentes do sabor; aumento da atividade das enzimas
degradantes da parede celular e da producdo de etileno (SALTVEIT, 1999).

As mudangas do amadurecimento envolvem multiplos caminhos bioquimicos que
afetam todos os compartimentos celulares (THARANATHAN et al, 2006). O
amadurecimento é acompanhado por mudanga na coloracdo, que € causada pela degradacio
da clorofila, sintese de diferentes tipos de antocianinas e seu actimulo nos vacuolos
(MEDLICOTT et al.,, 1987), e acimulo de carotendides como B-caroteno, xantofilas e
licopeno nos plastideos (LIZADA, 1993). O aumento na dogura, como um resultado da
hidrélise de polissacarideos (especialmente amido) e do balanco agicares/acidos organicos, é
responsével pelo desenvolvimento do sabor (THARANATHAN et al., 2006).

O fendmeno do amadurecimento também estd associado as mudangas na espessura da
parede celular, na integridade estrutural e aumento nos espagos intracelulares, levando a perda
de firmeza (THARANATHAN et al.,, 2006). As maiores mudancas na firmeza durante o
amadurecimento dos frutos sdo devido a alteracdo, mediada por enzimas, na estrutura e
composicdo da parede celular, o que promove a parcial ou completa solubilizacdo dos
polissacarideos (pectinas e celuloses) (FUCHS et al., 1980).

Quando diferentes espécies vegetais sdo comparadas, o amadurecimento dos frutos
parece ser um processo altamente varidvel (KUNTZ et al., 1998). Apesar de numerosas
diferencas, frutos tém sido classificados em duas categorias: climatéricos e ndo climatéricos,
que diferem em seus padrdes de respiracdo e sintese de etileno no estddio inicial do
amadurecimento (BIALE & YOUNG, 1982).

KIDD & WEST (1925) apud RHODES (1980), estudando a fisiologia do
amadurecimento em magca, verificaram que o amadurecimento desse fruto era marcado por
uma elevacdo na respiracdo e denominaram esse fendmeno de respiracdo climatérica. De
acordo com BIALE et al. (1954), a produgdo de etileno aumenta drasticamente durante o
amadurecimento de frutos que apresentam respiracdo climatérica, podendo esse pico
coincidir, ocorrer antes ou depois da mdxima atividade respiratéria. Portanto, o periodo

climatérico é o periodo no desenvolvimento de alguns frutos que envolve uma série de



mudangas bioquimicas associadas com o aumento da respiragdo e com a producdo
autocatalitica de etileno (WATADA et al., 1984).

Frutos climatéricos, como abacate, banana, tomate e mamao, apresentam aumento na
respiracdo no final do desenvolvimento. Esse climatério respiratorio pode ser resultado de um
aumento na sintese de etileno que, inicia-se antes da mudanga respiratdria, € inseparavel desta
(BIALE & YOUNG, 1982), ou pode ocorrer depois da mesma (NELSON, 1940). Esse
comportamento gera controvérsias quanto ao fato de ser ou nédo o etileno o iniciador do
climatério, ou seja, se a sua producdo endégena ¢ ou ndo o sinal para desencadear as
mudangas bioquimicas e fisiolégicas que ocorrem no climatério (CHITARRA &
CHITARRA, 1990). Ja frutos nao climatéricos, como laranja, pepino, pimenta € morango, nao
mostram mudancas significativas na respiracdo (ou um declinio continuo) apds a colheita e,
portanto, ndo exibem amadurecimento intenso (SALTVEIT, 1993).

Classicamente, o climatério pode ser definido como um periodo da ontogenia de certos
frutos, tendo trés componentes distintos: (1) aumento autocatalitico na producgdo de etileno;
(2) aumento da respiragdo, que € referente ao ‘climatério respiratério’; e (3) que o aumento
autocatalitico de etileno e da respiracdo é acompanhado por mudancas fenotipicas e genéticas
nos frutos que os levam a serem identificados como maduros (RHODES, 1970). Segundo
CHITARRA & CHITARRA (1990), o aumento na respiragdo € um evento secundirio e
depende dos niveis disponiveis de etileno.

O termo climatério inicialmente envolveu somente o conceito do aumento da
respiracdo dos frutos, mas a produgdo de etileno, juntamente com a producdo de CO,, € agora
aceita como um critério para identificar os frutos climatéricos (ABELES et al., 1992). Assim,
para CHITARRA & CHITARRA (1990), esse termo deve ser aplicado ao total de mudangas
que ocorrem nessa fase critica da vida do fruto, que sdo desencadeadas pelo etileno e durante
as quais muitas alteracdes ocorrem, sendo uma delas o aumento na respiragao.

O etileno é um hormdnio vegetal, que existe no estado gasoso e regula muitos aspectos
do crescimento da planta, desenvolvimento e metabolismo celular incluindo inicio do
amadurecimento e senescéncia, particularmente nos frutos climatéricos. E biologicamente
ativo em quantidades tracos. O amadurecimento dos frutos climatéricos é controlado pelo
etileno, que € autocataliticamente sintetizado em pequenas concentragdes antes do inicio do
amadurecimento (THARANATHAN et al., 2006).

O caminho de biossintese do etileno foi primeiro estabelecido em magds. Duas
enzimas chaves nesse caminho sdo aquelas que catalisam a convers@o do S-adenosil

metionina (SAM) em 4cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) e do ACC em etileno,
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denominadas ACC sintase e ACC oxidase, respectivamente. No inicio do amadurecimento
dos frutos, a expressdo de multiplos genes da ACC sintase € ativada, resultando na producio
aumentada de ACC. Depois, o ACC é oxidado a etileno pela ACC oxidase. Em muitos casos,
¢ a atividade da ACC sintase que determina a velocidade de biossintese do etileno (ADAMS
& YANG, 1979).

Além da sua influéncia sobre a respiracdo, o etileno desempenha papel principal no
amadurecimento dos frutos (THEOLOGIS, 1992) e seus efeitos sdo, pelo menos em parte,
mediados pela expressdo de genes (KUNTZ et al., 1998). Os termos ‘sistema I’ e ‘sistema II’
foram introduzidos por McMURCHIE et al. (1972) para descrever os diferentes padroes de
biossintese de etileno que ocorrem nos frutos ndo climatéricos e climatéricos,
respectivamente. A produgdo basal de etileno do sistema I € baixa e € inibida pelo etileno
exogeno (auto-inibi¢do). O sistema I ocorre nos frutos nao climatéricos, climatéricos e em
tecidos vegetativos. O sistema II representa a explosdo autocatalitica de producdo de etileno
acompanhada do processo de amadurecimento dos frutos climatéricos. Essas concepgdes tém
adquirido novos significados com o esclarecimento da regulacdo bioquimica e molecular da
biossintese de etileno (OETIKER & YANG, 1995). E atualmente aceito que, nos frutos
climatéricos, o inicio do amadurecimento envolve uma transi¢ao do sistema I para o sistema II
de biossintese do etileno (BARRY et al., 2000; HACKETT et al., 2000).

O papel do etileno no processo de amadurecimento dos frutos climatéricos tem sido
estudado (BRADY & SPEIRS, 1991; OETIKER & YANG, 1995). O aumento na produgio de
etileno no inicio do amadurecimento é considerado o controlador do inicio das mudangas na
coloragdo, aroma, textura, sabor e outros atributos bioquimicos e fisioldgicos (KATZ et al.,
2004). Portanto, a produ¢do do etileno tem sido considerada como o principal marcador
fisiologico do periodo climatérico (RHODES et al., 1970; SALTVEIT, 1999).

Em contraste as muitas informagdes sobre a regulacdo do amadurecimento nos frutos
climatéricos, muito menos € conhecido sobre os nao climatéricos. Além disso, os resultados
disponiveis parecem excluir a existéncia de um unico modelo regulador para todos esses
frutos. Até o presente momento, nenhum regulador do crescimento parece desempenhar
sozinho um papel positivo andlogo ao papel desempenhado pelo etileno no amadurecimento
dos frutos climatéricos. Uma vez que os frutos ndo climatéricos também sdo capazes de
sintetizar etileno e, em alguns casos, tem sido mostrado que o etileno pode acelerar a
deterioragdo pos-colheita, o possivel envolvimento desse hormdnio no amadurecimento de
frutos ndo climatéricos ainda tem sido estudado. Entretanto, apesar de muitos esforcos,

nenhum resultado tem demonstrado claramente uma relacdo entre o etileno e o



amadurecimento desses frutos (TRAINOTTI et al., 2005). Uma situacdo mais especifica
parece estar presente em morangos no que diz respeito a relacdo entre etileno e
amadurecimento de frutos. TIAN et al. (2000), a fim de explicar a variabilidade de resultados
obtidos pelo tratamento de morangos com etileno e/ou 1-metilciclopropeno, propuseram a
hipdtese que morangos podem ter receptores de etileno diferentes daqueles presentes nos
frutos climatéricos, e/ou que os receptores de etileno podem realizar diferentes fungdes nos
frutos ndo climatéricos. Segundo esses autores, o etileno exdgeno estimulou a respiragdo pela
regulacdo da sintese de enzimas nos morangos, entretanto, ndo foi necessario que o etileno se
ligasse ao seu receptor para estimular a respiragdo nesses frutos. No entanto, os estudos
realizados ainda ndo mostram resultados conclusivos sobre o papel do etileno nesses frutos
(BOWER et al., 2003; TIAN et al., 2000).

Diferente do amadurecimento, a senescéncia é considerada um processo de
deterioracio que leva 2 morte celular no estadio final do desenvolvimento (NOODEN, 1988;
WATADA et al., 1984). Esse fendmeno consiste de indmeros processos, incluindo
deterioragdo da estrutura celular e degradagdo de macromoléculas (CHEN et al., 2008),
alteracdes similares com as que ocorrem durante o processo de amadurecimento. Durante o
processo de senescéncia, a degradacio de macromoléculas como proteinas, dcidos nucléicos,
e lipidios, que contribui para a reciclagem de nutrientes das regides com crescimento ativo, é
controlada por muitos enzimas (BUCHANAN-WOLLASTON, 1997; PAGE et al., 2001;
UEDA et al., 2000). Diante de todas as evidéncias apresentadas, ainda existe uma incerteza
sobre uma distingdo bem delineada entre amadurecimento e senescéncia, embora cada um dos
processos que contribui para a senescéncia, conduza diretamente & morte dos tecidos. O
processo da senescéncia aumenta a probabilidade de morte, como, por exemplo, por
desidratacd@o ou invas@o de microorganismos; porém, ndo hd evidéncias de que inclua a morte

programada das células (CHITARRA & CHITARRA, 1990).

2.2 Estresse Oxidativo

Em sua configuragdo normal o O, é pouco reativo nas células. No entanto, durante os
processos metabdlicos normais, e como conseqiiéncia de diversos estresses, o O, € reduzido
por univaléncia, através de reacdes sequenciais que podem ocasionar a formagdo das espécies
ativas de oxigénio (EAOs) (CABISCOL et al., 2000), as quais incluem o radical anion
superéxido (O™, peréxido de hidrogénio (H,0,) e radical hidroxila (OH") (SCANDALIOS,
2005).



A geracdo de EAOs faz parte do metabolismo aerébio normal, mas em diversas
situacdes, a producdo dessas espécies é aumentada, seja por fonte enddgena ou exdgena.
Dentre as fontes enddgenas pode-se citar: metabolismo aerébio normal, cadeia respiratoria,
reacoes de Fenton e Haber-Weiss, dentre outras (GEORGIEVA, 2005; SCANDALIOS,
2005). Ja as fontes exdgenas envolvem vdrios fatores ambientais de estresse como: seca,
metais pesados, elevadas concentracdes de sais, extremos de temperatura, radiacdo
ultravioleta, poluicdo do ar, herbicidas, estresse fisico e mecénico e também estresses bidticos
como o ataque de patégenos (MALLICK & MOHN, 2000).

O estresse oxidativo é causado pelo desequilibrio entre a producido de EAOs e a sua
remocdo pelo sistema antioxidante. O aumento da producdo desses agentes oxidantes é
considerado uma caracteristica do estresse oxidativo (ARORA et al., 2002). As EAOs
inativam enzimas e causam importantes danos nos componentes celulares como a peroxidacao
lipidica dos 4cidos graxos resultando na formacao de alguns produtos como o malondialdeido
(HODGES et al., 1999). O estresse oxidativo € um processo essencialmente regulatério, o
equilibrio entre as capacidades oxidativa e antioxidativa determina o destino da célula. Sob
condicdes nao estressantes, o sistema de defesa antioxidante fornece prote¢do adequada

contra o oxigénio ativo e os radicais livres (ASADA & TAKAHASHI, 1987).

2.2.1 Anion superéxido (0,™)

A respiragdo é a primeira fonte de anion superéxido (O,”) (PURVIS et al., 1995). O
0,", devido sua meia vida curta, é considerado ndo reativo em comparagio com outros
radicais livres. O perigo principal da produgdo do O, € a capacidade de reagdo com peréxido
de hidrogénio (H,0,) e a formagdo de radical hidroxila (OH") (LANCAN & BACCOU,
1998).

As mitocondrias sdo importantes fontes de O, e, como a presencga deste anion-radical
pode causar sérios danos, elas sdo ricas em superéxido dismutase (SOD) que o converte em
H,0, (BARREIROS & DAVID, 2006).

A ferredoxina e os carregadores de elétrons atuantes no lado redutor do fotossistema I
da fotossintese tém potenciais eletroquimicos suficientemente negativos para doar elétrons
para o oxigénio (ASADA & TAKAHASHI, 1987), resultando na formagio do radical O,"
(ARORA et al., 2002). A maioria da reducdo do O, é via ferredoxina reduzida, que reduz o

oxigénio molecular em 0,°. O H,0, é entdo formado através da dismutacdo do 0,". Este



ultimo ocorre espontaneamente, mas a velocidade da reacdo é fortemente aumentada pela
SOD (ARORA et al., 2002).

O H,0, e 0 O," por si préprios sdo relativamente pouco danosos, mas eles podem
formar espécies danosas aos componentes celulares essenciais como OH’, que podem iniciar a

peroxidacdo lipidica e também danificar DNA, proteinas e muitas moléculas pequenas

(ARORA et al., 2002).

2.2.2 Peroéxido de hidrogénio (H,0,)

O peroxido de hidrogénio (H,O;) exerce um papel importante no estresse oxidativo
por ser capaz de transpor as membranas celulares facilmente e gerar o radical hidroxila (OH").
O H,0, é gerado in vivo pela dismutagdo do radical anion superéxido (O,™) por enzimas
oxidases ou pela -oxidacdo de 4cidos graxos (BARREIROS & DAVID, 2006).

O H;0, é um oxidante forte que pode desencadear dano oxidativo localizado,
conduzindo a perda das fungdes metabdlicas e da integridade celular nos sitios onde ele se
acumula (FOYER et al., 1997). O H,0, também pode causar quebra de DNA e atuar na
inativacdo de enzimas que contém tiol, como as moduladas pela tioredoxina do estroma do
cloroplasto (CHARLES & HALLIWELL, 1981). Além disso, o H,O, pode atuar como um
mensageiro secunddrio na indugdo seletiva de genes de defesa (FOYER et al., 1997).

As principais enzimas eliminadoras de H,O; nas plantas sdo a catalase (CAT), que estd
localizada nos peroxissomos/glioxissomos, € ascorbato peroxidase (APX), que ¢
primeiramente encontrada no citosol e nos cloroplastos (ASADA, 1992; WILLEKENS et al.,
1995). A distribui¢do subcelular dessas enzimas sugere que a APX cloroplastica remove o
H,0, produzido durante a reagdo de Mehler e outros processos cloroplasticos, usando um
fotoredutante produzido no tilacéide como um doador de elétrons (ASADA & BADGER,
1984; NAKANO & ASADA, 1981), enquanto a CAT elimina o H,O, fotorrespiratdrio.
Entretanto, a situacdo provavelmente é muito mais complexa, primeiramente pelo fato do
H,0, nio ser estritamente compartimentalizado, sendo capaz de se difundir livremente através
das membranas e, em segundo, pelo fato da CAT e da APX terem propriedades cataliticas
distintas. A CAT ndo consome poder redutor e tem uma taxa de reacdo muito alta, mas pobre
afinidade por H,O,. APX requer uma fonte redutante, ascorbato, e tem uma maior afinidade

para H,O; do que a CAT (WILLEKENS et al., 1997). A difusao do H,O, dos cloroplastos



para os peroxissomos e sua eliminagdo pela CAT sdo muito raras de acontecer (FOYER &

HALLIWELL, 1976).

2.2.3 Radical hidroxila (OH")

O radical hidroxila (OH") é considerado o mais reativo oxidante na célula, pois, devido
a sua meia vida muito curta, dificilmente pode ser sequestrado in vivo. Este radical
frequentemente causa danos as moléculas por abstracdo de hidrogénio e por adi¢do a
insaturagdes (BARREIROS & DAVID, 2006).

O OH’ pode causar danos em todas as classes de macromoléculas biologicamente
importantes, especialmente dcidos nucléicos (DNA e RNA) (BARREIROS & DAVID, 2006).
Também pode modificar as proteinas assim como torni-las mais suscetiveis ao ataque
proteolitico (CASANO et al.,, 1994), além de causar danos aos lipidios e as membranas
celulares do nidcleo e mitocondria (BARREIROS & DAVID, 2006). O exemplo mais comum
de danos do OH" a lipidios € a acdo deste nos lipidios de membrana. Os radicais livres
centrados no oxigénio (OH") atingem a cadeia lipidica em sitios susceptiveis como o grupo
metilénico alilico, convertendo-o em novo centro de radical livre (BARREIROS & DAVID,
2006). O carbono radicalar facilmente adiciona oxigénio gerando o radical lipidio-peroxila,
que pode facilmente atacar as proteinas de membrana, produzindo danos nas células. Os
dcidos graxos poli-insaturados sdo mais susceptiveis ao ataque por radicais livres, devido ao
carbono metilénico bis-alilico (BARREIROS & DAVID, 2006).

Existem duas maneiras de controlar a presenca do OH": reparar os danos causados por

ele ou inibir sua formagdo (BARREIROS & DAVID, 2006).

2.3 Sistema Antioxidante

Para minimizar os efeitos danosos resultantes da ac¢do das espécies ativas de oxigénio
(EAOs), os organismos vegetais desenvolveram mecanismos capazes de combater, neutralizar
ou eliminar a produc¢do de EAOs, denominado de sistema antioxidante de defesa (ARORA et
al., 2002), o qual pode ser dividido em nao-enzimdtico e enzimatico. As defesas nio-
enzimadticas incluem compostos com propriedade antioxidante intrinseca, como o -caroteno,
a-tocoferol (vitamina E), glutationa reduzida (GSH), dcido ascérbico (SCANDALIOS, 2005),

NADPH e NADH, as quais sio moléculas que ajudam a manter o ambiente redutor



(CABISCOL et al., 2000). J4 os mecanismos enziméticos envolvem a superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa redutase (GR), glutationa S-transferase (GST), ascorbato
peroxidase (APX), dentre outras (FOYER et al., 1994; SCANDALIOS, 2005)

Estudos sugerem que o apoplasto, cloroplasto, citoplasma, mitocondria e peroxissomo

contém mecanismos eliminadores de EAOs (FOYER & NOCTOR, 2003; NOCTOR et al.,
2004; PIGNOCCHI & FOYER, 2003). Os caminhos eliminadores de EAOs das plantas

podem envolver os seguintes ciclos: ciclo 4gua-dgua nos cloroplastos que inclui a SOD; ciclo

ascorbato-glutationa nos cloroplastos, citosol, mitocondria, apoplasto e peroxissomos; GR e
CAT nos peroxissomos (Figura 1) (DELITE, 2007)
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Figura 1 — Producdo e eliminacdo das espécies ativas de oxigé€nio em organismos vegetais
, .
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A fotoreducdo do dioxigénio a dgua no fotossistema I (PSI) pelos elétrons gerados no

fotossistema II (PSII) é referida como ciclo dgua-dgua nos cloroplastos (GRATAO et al
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2005). A func¢do mais importante desse ciclo é a eliminagdo do 4nion superéxido (0,°) e
peréxido de hidrogénio (H,O,) dos seus sitios geradores, diminuindo seus tempos de vida
para suprimir a producdo de radical hidroxila (OH") e sua interagio com as moléculas
presentes nos cloroplastos (ASADA, 2000). O ciclo ascorbato-glutationa no cloroplasto,
também referido como ciclo Foyer-Halliwell-Asada, envolve sucessivas oxida¢des e reducdes
do ascorbato, glutationa e NADPH pelas enzimas dehidroascorbato redutase (DHAR),
monodehidroascorbato redutase (MDHAR), APX e GR (GRATAO et al., 2005).

Durante os estresses bidticos e abidticos, a mitocondria pode ser danificada pelo
estresse oxidativo, por ser muito susceptivel a inibicdo oxidativa de suas funcdes (MILLAR et
al., 2003; MOLLER, 2001; TAYLOR et al.,, 2003). A remo¢do do H,O, produzido no
cloroplasto ¢ essencial para evitar a inibi¢do das enzimas do ciclo de Calvin (WILLEKENS et
al., 1997). O estresse oxidativo também pode causar a proliferacdo dos peroxissomos, que tém
um sistema eficiente para a eliminacdo das EAOs, especialmente H,O, (IGAMBERDIEV &
LEA, 2002). Como os cloroplastos e mitocondria, 0s peroxissomos vegetais também
produzem O, e tém dois sitios de geracdo desse anion, um na matriz da organela e outro sitio
nas membranas peroxissomais dependente do NAD(P)H (DEL RIO et al., 2002).

Existe um equilibrio entre as EAOs e o sistema antioxidante. O estado de equilibrio
entre a geracdo de EAOs e a capacidade de protecdo endégena do sistema antioxidante pode
ser especificado como Balanco Oxidativo Ecolégico (BOE). Nesse estado, hd mdaxima
protecdo contra as influéncias téxicas oxidativas. Quando esse equilibrio é perturbado, os
sistemas bioldgicos estdo expostos a acdo das EAOs, resultando no estado de estresse
oxidativo (GEORGIEVA, 2005; MATES, 2000), o qual desencadeia os danos descritos

anteriormente.

2.3.1 Superoxido dismutase (SOD)

A superdxido dismutase (SOD; EC 1.15.1.1) € a primeira enzima de defesa contra
danos provocados por espécies ativas de oxigénio (EAOs) nas células (ALSCHER et al.,

1997; SCANDALIOS, 2005). A SOD catalisa a reacdo de dismutacdo do anion superdxido

(05°) em oxigénio (O,) e peréxido de hidrogénio (H,O;), com a remogéo do 0,".

02-. + 02-. + 2H+ — 02 + H202
SOD
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A SOD foi isolada em eritrécitos bovinos em 1938, mas a funcio desta foi descrita por
McCORD & FRIDOVICH (1969). Presente em organismos vegetais, esta enzima caracteriza
um grupo de metaloenzimas que catalisam a formacio de H,O, a partir de O,”, consumindo-
0, e assim, livrando as células do risco de oxidacao por esses radicais.

As SODs sio as tinicas enzimas cujas atividades interferem nas concentragdes de O,
e H,0,, os dois substratos da reagiio de Haber-Weiss que origina o radical hidroxila (OH") e
provavelmente por isso, as SODs representam o mecanismo de defesa central dos organismos
vivos (ALSCHER et al., 1998). Estas metaloenzimas multiméricas tém sido classificadas em
quatro grupos de acordo com o metal de seu sitio ativo: cobre/zinco (Cu/Zn), manganés (Mn),
ferro (Fe) e niquel (Ni).

As enzimas Cu/Zn-SODs sdo geralmente encontradas no cloroplasto, no citosol e no
peroxissomo das células vegetais (BUENO et al.,, 1995; OGAWA et al.,, 1995). Em
procariotos, foram localizadas no periplasma ou ancoradas a membrana (BATTISTONI,
2003). A Cu/Zn-SOD ativa é um dimero e contém uma subunidade de cobre (Cu) e uma de
zinco (Zn). A atividade da Cu/Zn-SOD ¢ inibida pelo cianeto e inativada pelo H,O,. Em
plantas, Cu/Zn-SOD ¢é a mais abundante das trés metaloproteinas. A Cu/Zn-SOD citosoélica
pode contribuir diretamente para a defesa antioxidante associada com a protecio do
cloroplasto (ALSCHER et al., 1997).

As Mn-SODs sdo encontradas em procariotos e na matriz mitocondrial de todas as
espécies vegetais (BAUM & SCANDALIOS, 1981; BOWLER et al., 1994) e sdo induzidas
pelo etileno das plantas (BOWLER et al., 1992). Ambas Mn-SOD e Fe-SOD t€m um atomo
de metal por subunidade (ALSCHER et al., 1997).

Fe-SODs sdo geralmente encontradas em procariotos, em algas e em cloroplastos de
algumas plantas superiores (ALSCHER et al., 1997; SCANDALIOS, 2005). Ni-SODs sdo
geralmente encontradas em uma frag@o citosdlica da bactéria do género Streptomyces (KEITH
& VALVANO, 2007; OKAMOTO et al., 2001).

A elimina¢do das EAOs nos cloroplastos pela SOD envolve o tilacdide e o estroma
(ALLEN, 1995). Na eliminacdo associada com o tilacéide, o O,” é dismutado pela SOD
(tanto pela forma Fe como pela Cu/Zn) e o H,0O, resultante € eliminado pela ascorbato
peroxidase (APX) no limite do tilacide. Na eliminag¢do associada com o estroma, as EAOs
que escapam do caminho do tilacéide sdo dismutadas pela Fe-SOD e pela APX do estroma

(ALSCHER et al., 1997).
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2.3.2 Catalase (CAT)

A catalase (CAT; EC 1.11.1.6), encontrada nos peroxissomos e glioxissomos das
plantas, atua na decomposicdo do perdxido de hidrogénio (H,O,). Devido a sua ampla
distribuicdo e capacidade de degradar rapidamente o H,0,, foi proposto que a CAT
desempenha um papel fundamental nos sistemas antioxidantes (MALLICK & MOHN, 2000).

A CAT € a tnica entre as enzimas degradantes de H,O, que niao consome equivalentes
redutores celulares e possui um mecanismo muito eficiente para remover o H,O, formado nas
células sob condi¢des de estresse (SCANDALIOS, 2005). E tio eficiente que ndo pode ser
saturada por H,O, em nenhuma concentragdo (LLEDIAS et al., 1998).

A CAT ¢é uma enzima tetramérica que contém grupos heme e é encontrada em todos
os organismos vivos. Dependendo da concentracido de H,O,, a CAT pode atuar com agdes
peroxidativas e cataliticas. O Fe do grupo heme interage com o H,O, formando perdxido de
ferro, rico em O,, denominado de componente I. Em baixas concentragdes de H,O, (< 1 uM),
a CAT atua com ag¢des peroxidativas e o componente I pode ser reduzido por doadores de
hidrogénio, como o etanol e 4cido ascorbico. Em elevadas concentra¢des, atua rapidamente de
forma catalitica, formando H,O e O, (SCANDALIOS, 2005) Essas reacdes podem ser
observadas abaixo:

RH, + H,O, ﬂ R + 2H,0 (acao peroxidativa)

2H,0; ——— H,0 + O, (agao catalitica)
CAT
2.3.3 Glutationa redutase (GR) e ascorbato peroxidase (APX)

A glutationa reduzida (GSH) em conjunto com duas enzimas, a Se-glutationa
peroxidase (GPX) e glutationa redutase (GR), catalisa a dismutagdo do peréxido de
hidrogénio (H,O;) em 4gua e oxigénio, sendo que a glutationa opera em ciclos entre sua
forma oxidada e reduzida (BABIOR, 1997). Os niveis das atividades da glutationa e das
enzimas associadas desempenham um papel chave na contencdo do estresse oxidativo
(ROGIERS et al., 1998).

A GSH € um importante metabdlito no combate as espécies ativas de oxigénio (EAOs)
(especificamente H,0,). Para a regeneracao da GSH, a partir da sua forma oxidada, a enzima
chave é a glutationa redutase (GR) (GRATAO et al., 2005). Essa enzima contém um grupo

prostético flavina adenina dinucleotideo (FAD), transferidor de elétrons que catalisa a reducido
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dependente de NADPH da glutationa oxidada (GSSG) para GSH (CABISCOL et al., 2000),

conforme a seguinte reacio:

NADPH + H* NADP*

N2

GR

GSSG » GSH

A GR (EC 1.6.4.2) é de ocorréncia quase universal, sendo amplamente distribuida
entre procariotos e eucariotos, desde bactérias heterotrdficas e fotossintetizantes até plantas e
animais superiores (NOCTOR et al., 2002). A glutationa atua para proteger os grupos tiol das
enzimas, regenerando o ascorbato e reagindo com o oxigénio singleto e radicais hidroxila
(ARORA et al., 2002).

A enzima ascorbato peroxidase (APX; EC 1.11.1.11) é uma enzima que catalisa a
oxidacdo de substratos concomitantemente a reducdo do H;O,. Em células vegetais, o
substrato redutor mais importante para a destoxificagdo de H,O, é o ascorbato (MEHLHORN
et al., 1996; NOCTOR & FOYER, 1998). A APX catalisa a reacdo em que duas moléculas de
ascorbato sdo oxidadas para reduzir uma molécula de H,O, a 4gua e estd envolvida na
detoxificagdo do H,O, tanto dentro da célula quanto no apoplasto (MEHLHORN, 1990;
ZHENG & VAN HUYSTEE, 1992).

O ascorbato estd presente nos cloroplastos, citosol, vaciolo e espaco apoplastico das
células (FOYER, 1993), sendo que no apoplasto, é conhecido por regular as enzimas
associadas a parede celular (MEHLHORN et al., 1996). O ascorbato é talvez o antioxidante
mais importante nas plantas, com um papel fundamental na remoc¢do do H,O, (FOYER,
1993). A regeneracdo do ascorbato envolve a oxidagdo de GSH, o que por sua vez ¢é
regenerado por acdo da GR (FOYER & HALLIWELL, 1976), constituindo o ciclo ascorbato-
glutationa (NOCTOR & FOYER, 1998).

O ciclo ascorbato-glutationa, também denominado ciclo Foyer-Halliwell-Asada, é um
caminho eficiente para as células vegetais eliminarem o H;O, em certos compartimentos
celulares onde esse metabdlito é produzido e nenhuma catalase estd presente (HALLIWELL
& GUTTERIDGE, 2001). Esse ciclo usa os antioxidantes ndo enzimaticos ascorbato e
glutationa em uma série de reagdes catalisadas por quatro enzimas antioxidantes: APX,
monodehidroascorbato redutase (MDHAR), dehidroascorbato redutase (DHAR), e GR
(JIMENEZ et al., 1997). Com base nas pesquisas realizadas, um modelo para o

funcionamento desse ciclo nos peroxissomos foliares foi proposto (Figura 2).
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Figura 2 - Modelo proposto para o funcionamento do ciclo ascorbato-glutationa nos
peroxissomos foliares (JIMENEZ et al., 1997). ASC = Ascorbato, forma reduzida; Cit b =
Citocromo b; DHA = Dehidroascorbato, MDHA = Monodehidroascorbato; SOD

Superdxido dismutase; XOD = Xantina oxidase.

2.4 Estresse Oxidativo na Pos-Colheita

Apesar da presenga de um eficiente sistema antioxidante, danos oxidativos continuam
ocorrendo nas células das plantas devido a uma incontrolavel ou ineficiente destruicdo das
espécies ativas de oxigénio (EAOs). Durante os estadios iniciais de amadurecimento do fruto,
o sistema antioxidante protege os frutos dos efeitos destrutivos do progressivo estresse
oxidativo. Em estddios mais avancados, entretanto, os danos oxidativos ocorrem devido a
diminuic¢do das atividades das enzimas que eliminam as EAOs (MONDAL et al., 2004). Os
radicais livres, uma vez nido combatidos, induzem a uma série de danos celulares, entre eles a
peroxidacdo lipidica (DHINDSA et al., 1982), que inicia as mudancas destrutivas associadas
ao amadurecimento (DU & BRAMLAGE, 1994; MEIR et al.,, 1991). Os lipidios da
membrana e os dcidos graxos livres sdo altamente susceptiveis a oxidagdo e o aumento do
estresse oxidativo é, entdo, indicado pelo acimulo de produtos da peroxidacdo lipidica.
Portanto, o acimulo de produtos da peroxidagdo lipidica € uma prova do aumento do estresse
oxidativo durante a fase de amadurecimento do desenvolvimento dos frutos. Assim, o
amadurecimento dos frutos é acompanhado por um aumento progressivo do estresse
oxidativo/peroxidativo que afeta significativamente a saturag@o de lipidios polares (ROGIERS

etal., 1998).
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Além disso, o processo de amadurecimento dos frutos estd associado a alteracdes de
propriedades fisicas da membrana e mudancas nas atividades das enzimas da membrana
(LURIE & BEN-ARIE, 1983; THOMPSON et al., 1982). Aumento de extravasamento de
fons, diminui¢do da fluidez da membrana plasmadtica, perda da integridade da membrana e
acumulo de perdxido lipidico foram observados em frutos como melao (LESTER & STEIN,
1993), maca (LURIE & BEN-ARIE, 1983) e tomate (PALMA et al., 1995). Essas alteracoes
sdo resultados do estresse oxidativo.

ROGIERS et al. (1998) mostraram que o estresse oxidativo aumentou
progressivamente durante o amadurecimento, provavelmente como conseqiiéncia da reducio
das atividades de enzimas chaves como a superéxido dismutase (SOD) e a catalase (CAT),
responsdveis pela eliminacdo das EAOs. Em macgds ‘Fuji’, as atividades dessas enzimas
apresentaram um pico coincidindo com o aumento de producdo de etileno, e depois
diminuiram as suas atividades (MASIA, 1998).

MONDAL et al. (2004) observaram que o conteido de acido ascérbico aumentou
durante o amadurecimento de tomates em resposta ao estresse oxidativo. Esse aumento
provavelmente coincidiu com o aumento climatérico da respiracio durante o amadurecimento
e, uma vez que a respiragdo € a principal fonte ativa de EAOs (RICH & BONNER, 1978), o
climatério respiratério é provavelmente um contribuinte significante para o aumento do
estresse oxidativo durante essa fase do desenvolvimento (MONDAL et al., 2004). Esses
mesmos tomates apresentaram um progressivo aumento no estresse oxidativo durante os
estadios iniciais do amadurecimento pelo aumento nas atividades das enzimas eliminadoras e
nas concentracdes das EAOs a serem eliminadas. Entretanto, nos estddios finais, o sistema
antioxidante ndo foi eficiente para a eliminacdo de EAOs, conduzindo ao acimulo das
mesmas (MONDAL et al., 2004).

Com relacdo as EAOs, o contetido de perdxido de hidrogénio (H,O;) foi mdximo em
tomates verdes e exibiu somente um decréscimo marginal durante o amadurecimento. Isso
pode ser atribuido & diminui¢do da atividade da SOD e ao aumento na atividade da CAT
durante o amadurecimento (MONDAL et al., 2004).

LANCAN & BACCOU (1998) verificaram, em estudos com meldes ‘Jerac’, que a
atividade da SOD diminuiu durante o amadurecimento dos frutos. Em estudos com amoras
pretas, WANG & JIAO (2001) verificaram existéncia da atividade da enzima nos estadios
iniciais de amadurecimento, ndo encontrado em frutos maduros.

DU & BRAMLAGE (1995) encontraram um aumento na atividade da CAT em casca

de maca ‘Golden Delicious’ durante o armazenamento refrigerado. J4 em tomates, a atividade
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da SOD declinou constantemente dos estddios verde ao vermelho maduro (RABINOWITCH
et al., 1982). Estudos t€ém demonstrado que a atividade da glutationa redutase (GR) também é
reduzida com o progresso do amadurecimento, como verificado por WANG & JIAO (2001)
em amoras pretas, e MONDAL et al. (2004) em tomates.

O aumento do estresse oxidativo que provavelmente resulta de menores atividades das
enzimas € evidentemente necessdrio para facilitar muitas mudancas metabdlicas associadas
com o amadurecimento dos frutos (MONDAL et al., 2004). Um declinio na capacidade de
eliminacao dos radicais livres associado ao aumento do estresse oxidativo pode ser requisito
para mediar muitas das mudangas fisico-quimicas que facilitam o amadurecimento dos frutos
(ROGIERS et al., 1998).

A estreita correlac@o entre o etileno e o aumento nas atividades da CAT e da SOD ¢
vaga e esse aumento nas atividades das enzimas estd mais provavelmente relacionado: a
rdpida producdo de oxidantes celulares no inicio do amadurecimento (BRENNAN &
FRENKEL, 1977; LESHEM et al., 1986), ao aumento da peroxidacdo lipidica (HULME &
RHODES, 1971; MEIR et al., 1991), e a redu¢do nos niveis de poliaminas nos frutos que
previnem a peroxidacdo lipidica por atuarem como eliminadoras de radicais livres (MASIA et
al., 1998). Todas essas variacdes induzem aumentos em enzimas antioxidantes como a SOD e
a CAT (FOYER et al., 1997). Também foi observado que o contetido de etileno aumenta
simultaneamente com a peroxidag¢do e com o decréscimo nas atividades da SOD e da CAT
(ARORA et al., 2002).

A alta atividade de enzimas antioxidantes pode contribuir positivamente para uma
maior vida pds-colheita. Altos niveis das atividades da CAT e da SOD em magcés ‘Golden
Delicious’ na colheita refletiram em um armazenamento refrigerado mais longo, quando
comparado com as macas ‘Fuji’ (MASIA, 1998). LANCAN & BACCOU (1998), estudando
duas variedades de meldo, verificaram que os meldes ‘Cliper’ apresentaram maior atividade
de SOD e CAT, e menores concentragdes de EAOs quando comparadas com meldes ‘Jerac’.
Como conseqiiéncia, os meldes ‘Cliper’ apresentaram maior vida pds-colheita, tendo poucas
alteracdes nos lipidios da membrana e na permeabilidade da membrana durante o
amadurecimento e senescéncia em relacdo a outra variedade de mel3o.

Além do amadurecimento dos frutos, a senescéncia de tecidos verdes das plantas
também ¢é geralmente acompanhada pelo aumento nos conteidos de malondialdeido
(HODGES et al., 1999; YE et al., 2000), alta produgdo de EAOs (DEL RIO et al., 1998) e
perda gradual na habilidade das enzimas eliminadoras de neutralizar os radicais livres

(KANAZAWA et al., 2000; PASTORI & DEL RfO, 1997). Isso pode ser ilustrado pela
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atividade da SOD que diminuiu durante a senescéncia em muitos sistemas vegetais resultando
em um aumento do 4nion superéxido (O;,”) e, assim, no estresse oxidativo (DHINDSA et al.,
1981); por aumentos nos danos peroxidativos mediados por radicais livres; e pela perda de
integridade de membrana caracteristica de tecidos de planta em senescéncia (DHINDSA et
al., 1981; THOMPSON, 1984).

Também foi observado que a atividade da SOD decresceu durante a senescéncia das
folhas de macieira (DHINDSA et al., 1981), mas aumentou durante a senescéncia de macas
(DU & BRAMLAGE, 1994). DU & BRAMLAGE (1994) também demonstraram claramente
que a atividade total da SOD e as atividades individuais de suas trés metaloenzimas sofreram
mudangas considerdveis durante a senescéncia de magds em armazenamento refrigerado.

Diante disso, o amadurecimento e a senescéncia de frutos podem ser considerados
fendmenos oxidativos (BRENNAN & FRENKEL, 1977), especialmente no inicio da
senescéncia, quando as atividades da SOD e de outras enzimas eliminadoras do oxigé€nio
decrescem, permitindo que O," ou H,O, acumulem-se em niveis téxicos (BOWLER et al.,

1992).

3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido nos Laboratérios de Genética e Bioquimica de Plantas e
de P6s-Colheita de Produtos Horticolas da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”

da Universidade de Sdo Paulo (ESALQ-USP).

3.1 Material Vegetal

Foram utilizados mamdes (Carica papaya L.) do grupo Solo, variedade ‘Golden’, no
estddio de amadurecimento 1, ou seja, a cor amarela ndo cobria mais de 15% da superficie da
casca (Figura 3), adquiridos em comércio local (Ceasa-Campinas).

Para os estudos com morango (Fragaria x ananassa Duch), foram utilizados frutos da
cultivar ‘TAC-Campinas’ com 2/3 da superficie colorida (Figura 4), adquiridos em

propriedade rural, em Valinhos-SP, diretamente com o produtor.
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Figura 3 — Mamodes ‘Golden’ no estadio de amadurecimento 1.

Figura 4 — Morangos ‘TAC-Campinas’ com 2/3 da superficie colorida.

3.2 Avaliacoes

Os frutos foram transportados até o laboratdrio de Pos-Colheita de Produtos Horticolas
da ESALQ-USP onde foram selecionados de acordo com o estddio de amadurecimento e
auséncia de defeitos. Os mamdes e morangos foram armazenados em cimara com
temperatura média de 22 °C e umidade relativa média de 89%, avaliados diariamente durante
9 e 5 dias, respectivamente, quanto a respiracdo, producdo de etileno, firmeza da polpa, cor da
casca, peroxidacdo lipidica e atividades enzimdticas. Foram realizadas andlises em dias
alternados de ambos os frutos quanto a acidez tituldvel, teor de sdlidos soluveis e de acido

ascorbico.

3.2.1 Cor da casca

A cor da casca dos mamdes e dos morangos foi determinada com colorimetro (Minolta

CR-300, Japao), tomando-se duas leituras por fruto na regiio de maior didmetro. Os
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resultados foram expressos em °Hue (°H) para os mamdes e em Chroma (C) para os

morangos, considerando-se a média das duas leituras.

3.2.2 Soélidos soluveis

Os indices de refracdo de solugdes aquosas de sacarose podem ser correlacionados
com o seu teor de sacarose. Tem-se assim, uma correspondéncia entre indice de refracdo e
porcentagem de sacarose, a qual se dd o nome de graus Brix (°Brix). Na prética, usa-se a
leitura refratométrica, ou °Brix, para expressar solidos soliveis. °Brix correspondem a gramas
de sacarose para 100 g de solucdo e podem ser, de modo geral, usados para gramas de sélidos
soliveis por 100 g de solucdo (CARVALHO et al., 1990).

Para a determinagdo dos sélidos soldveis, a polpa dos frutos foi centrifugada. Duas
gotas desse suco foram colocadas no refratometro digital (Atago PR-101, Japdo) e duas

leituras foram efetuadas, sendo o resultado final uma média, expresso em °Brix.

3.2.3 Acidez titulavel

A acidez titulavel mede a quantidade de 4cido numa amostra. A acidez é calculada em
acido citrico, mélico ou tartarico, dependendo do tipo de acido predominante na amostra. O
método consiste em titular a acidez total com alcali, usando fenolftaleina como indicador ou
potencidometro (CARVALHO et al., 1990).

Para determinar a acidez tituldvel, a polpa dos frutos foi centrifugada até a obtencao de
um suco. Pesou-se 10 g desse suco e acrescentou-se 90 mL de dgua destilada. Titulou-se com
solucdo padrio de hidréxido de s6dio (NaOH) 0,1 N até que a solucdo atingisse pH 8,1, que é
o ponto de virada da fenolftaleina. O resultado foi expresso em porcentagem (%) de 4cido

citrico.

3.2.4 Acido ascérbico

O teor de acido ascérbico dos mamdes e dos morangos foi determinado através da
reducdo do 2,6-diclorofenol-indofenol sédio (DCFI) pelo 4cido ascérbico, que tem forte acdo
redutora. O DCFI em meios bdsico e neutro € azul, em meio acido € rosa e na forma reduzida
€ incolor. O ponto de viragem ¢é determinado pela mudanga de cor, de incolor para rosa,

quando todo 4cido ascérbico ja foi oxidado pelo DCFI (CARVALHO et al., 1990).
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Para as anélises, a polpa dos frutos foi centrifugada. 5 g do suco de mamao e 10 g do
de morango foram adicionados em 25 mL e 90 mL de 4cido oxdlico 1%, respectivamente. A
solugdo padréo foi obtida com 5 mL de acido ascorbico e 25 mL de 4cido oxélico 1% para
mamao e com 10 mL de acido ascérbico e 90 mL de acido oxdlico 1% para morango. Essas
misturas foram tituladas com DCFI até coloracdo rosada persistente das misturas por 15 s e os

resultados obtidos foram expressos em mg de dcido ascérbico por 100 g de polpa.

3.2.5 Firmeza da polpa

A firmeza da polpa foi avaliada com penetrometro digital (53200 Tr Turoni, Itélia),
com ponteira de 8 mm para mamio e de 6 mm para morango, tomando-se uma leitura na
regido de maior didmetro dos frutos. Para os mamdes, retirou-se parte da casca (camada fina).
Posteriormente, apoiaram-se firmemente os mamdes e os morangos sobre a bancada e
introduziu-se a ponteira até o seu friso, aplicando for¢a constante. A leitura foi feita

diretamente e os dados expressos em Newtons (N).

3.2.6 Respiracao e producio de etileno

Para as determinagdes de respiracdo e producgdo de etileno, os mamdes € morangos,
com massa conhecida, foram colocados em recipientes herméticos de vidro com capacidade
de 1700 mL para mamao e de 590 mL para morango, previamente expostos as condicdes de
temperatura e umidade do experimento. Apds 1 h, amostras de 1 mL de gis foram coletadas
dos recipientes através de um septo de silicone, com auxilio de uma seringa (Hamilton,
Gastight, EUA). As amostras de gases foram analisadas em cromatégrafo Thermo Finnigan
Trace 2000GC (Itdlia). O cromatdgrafo foi equipado com coluna capilar Porapack N, com 2
m de comprimento e regulada para 80 °C, com hidrogénio como gés de arraste (40 mL min™).
Para as andlises de respiracdo (CO,) foi utilizado metanador a 350 °C e, para as de etileno
(C,H4), este foi desnecessario. As amostras de gases foram analisadas por um detector de
ionizacdo de chama a 250 °C. A respiragdo e a producgdo de etileno foram determinadas pela
diferenca entre a concentrag@o gasosa inicial (quando os frascos foram fechados) e final (apds

1 h), sendo expressas em mL de CO, kg'1 hle uL de C,Hy kg'l h'l, respectivamente.
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3.2.7 Peroxidacao lipidica

A peroxidacgdo de lipidios foi avaliada através da producdo de metabdlitos reativos ao
dcido 2-tiobarbitirico (TBA), principalmente o malondialdeido (MDA) (MIHARA et al.,
1980). Para tanto, 1,0 g da polpa e 0,5 g da casca dos mamdes foram macerados em 4,5 e 2,3
mL, respectivamente, de uma solucio de acido tricloroacético (TCA) a 0,1% juntamente com
20% de polivinilpolipirrolidona (PVPP). As amostras de morango (0,3 g) também foram
maceradas em 1,5 mL da mesma solugao citada para o mamao.

Ap6s perfeita homogeneizacdo, 1,4 mL dessas amostras foram centrifugadas a 12.100
g, por 5 min. Do sobrenadante, foi retirado 250 UL ao qual foi adicionado 1 mL de TCA 20%
e TBA 0,5%. A mistura foi colocada em banho-maria por 30 min, a 95 °C e resfriada em gelo,
na sequéncia. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas novamente por 10 min a
12.100 g, com o objetivo de separar residuos que podiam ter permanecido ou terem sido
formados durante o aquecimento das amostras. As leituras foram realizadas em
espectrofotometro Perkin Elmer — Lambda 40, a 535 e 600 nm. A quantidade de MDA foi
expressa em mM de MDA g de tecido fresco, usando um coeficiente de extin¢do da reagdo

de 155 mM c¢cm’.

3.2.8 Extracio de proteinas

Foram retiradas amostras de polpa e de casca da por¢io mediana dos mamoes e,
também, amostras de polpa da porcio mediana dos morangos. Posteriormente, estas foram
maceradas em N, liquido até ficarem com o aspecto de farinha. As amostras foram
homogeneizadas em tampao fosfato de potdssio 100 mM, pH 7,5 (propor¢do de 1 g de
amostra: 2 mL de tampao), contendo 1 mM 4cido etileno diamino tetracético (EDTA), 3 mM
ditiotreitol (DTT) e 4% (p/v) polivinilpolipirrolidona (PVPP) de acordo com AZEVEDO et
al. (1998). O homogeneizado foi centrifugado a 12.100 g por 30 min a 4 °C, utilizando
centrifuga Beckmam modelo J2-MC.

O sobrenadante foi coletado, dividido em aliquotas e estocado em freezer -80 °C até o
momento das andlises enzimdticas, enquanto se descartou o precipitado. Posteriormente,
foram realizados ensaios de atividade das enzimas superéxido dismutase (SOD) e glutationa
redutase (GR) em géis nao desnaturantes (PAGE) e atividade das enzimas catalase (CAT),

GR e ascorbato peroxidase (APX) em espectrofotometro.
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3.2.9 Determinacio de proteina total solivel

A concentragd@o das proteinas totais nos extratos foi determinada segundo o método de
BRADFORD (1976), utilizando-se o BSA (“bovine serum albumin”) como padrdo. Foi
utilizado o espectrofotdmetro Perkin Elmer — Lambda 40, com leitura a 595 nm. Os valores
foram determinados utilizando-se uma curva padrdo de concentragdes conhecidas de BSA

através de regressdo linear. O resultado da quantificacido se deu em mg mL™".

3.2.10 Catalase (CAT)

A atividade da catalase (CAT) foi determinada por espectrofotometria como descrito
por KRAUS et al. (1995) com algumas modifica¢des, conforme AZEVEDO et al. (1998).

Em espectrofotometro Perkin Elmer — Lambda 40, a CAT foi determinada a 25 °C em
solug@o contendo 10 mL de tampdo fosfato de potdssio 100 mM (pH 7,5) e 25 pL de peréxido
de hidrogénio (H,O,) a 25%, preparada imediatamente antes do uso. A reacdo foi iniciada
pela adicio de 35 pL de extrato protéico e a atividade determinada seguindo-se a
decomposicdo de H,O, por 1 min, através das alteragdes na absorbancia a 240 mm. Os

.1 -1 .
resultados foram expressos em Wwmol min~ mg~ de proteina.

3.2.11 Superoéxido dismutase (SOD)

A atividade da superéxido dismutase (SOD) foi determinada unicamente em gel ndo
desnaturante (PAGE), realizada através dos extratos protéicos dos frutos, cujas proteinas
foram separadas por eletroforese em gel 12% (AZEVEDO et al., 1998). Foi utilizado o
sistema Mini Protean II da Bio-Rad. O gel possuia espessura de 1,5 mm, altura de 6,5 cm e
largura de 7,3 cm. Para a confec¢do de um mini gel foi utilizado 3,0 mL de uma solugdo 40%
de acrilamida (Sigma), 2,5 mL de tampao TRIS (hidroximetil-aminometano) 3 M (pH 8,9) e
4,5 mL de dgua destilada. Como catalisadores foram utilizados 19 uL. de TEMED e 25 pL de
persulfato de amonio (1%). Apds a polimerizacdo desse gel de resolugdo (cerca de 30 min),
foi aplicado o gel de empacotamento segundo o protocolo: 500 puL de acrilamida, 1,25 mL
tampdo TRIS 500 mM (pH 6,7) e 2,75 mL de dgua. Para a polimerizagido foram utilizados 10
puL de TEMED e 50 pL de persulfato de amonio (1%).
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A eletroforese foi realizada a 4 °C em corrente constante de 15 mA/placa. O tampao
de eletrodo foi TRIS 25 mM (pH 8,3) acrescido de 192 mM de glicina — 5x concentrado,
sendo diluido para 1x e reutilizado até 3 vezes. Amostras do padrao de SOD de figado de boi
(Sigma — 2 unidades) e 20 pg de proteina dos extratos dos frutos foram aplicadas para cada
gel. Apds a separacdo das proteinas por eletroforese, a atividade da SOD foi determinada de
acordo com GOMES-JUNIOR et al. (2006).

Os géis foram lavados rapidamente em agua deionizada e incubados no escuro a
temperatura ambiente em uma mistura de reacdo contendo 50 mM de tampdo fosfato de
potassio pH 7,8, 1 mM 4cido etileno diamino tetracético (EDTA), 0,05 mM riboflavina, 0,1
mM nitroblue tetrazolium (NBT) e 0,3% TEMED. Ao final de 30 min, a mistura de reacio
foi removida, os géis enxaguados com agua deionizada e colocados sob iluminagdo por
alguns minutos até o desenvolvimento de bandas brancas sob fundo roxo. Nestas condig¢des
ocorre a foto-oxidagao do gel, propiciando a formacdo de uma coloragdo purpura e as bandas
correspondentes a atividade de SOD permanecem sem se foto-oxidar, promovendo uma
revelacdo negativa. A foto-oxidagdo foi interrompida mergulhando-se o gel em solucio de
dcido acético (7%) por 15 min. Os géis foram documentados no Image Scanner — Amersham

Biosciences.

3.2.11.1 Determinacao das isoformas de SOD

Para a determinacdo das isoformas de SOD foi realizada eletroforese com 100 pg de
proteina, nas mesmas condi¢des descritas anteriormente para SOD (item 3.2.11). Ao final da
eletroforese, o gel foi dividido verticalmente em trés partes iguais. A primeira parte foi
mantida a 4 °C em tamp3ao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,8. A segunda foi imersa em 100
mL do mesmo tampdo contendo 2 mM de cianeto de potdssio (KCN) e 0,0292 g de 4cido
etileno diamino tetracético (EDTA). A terceira, imersa em 100 mL do referido tampao
contendo 5 mM de peréxido de hidrogénio (H,O,) e 0,0292 g de EDTA. Todos os passos
descritos foram realizados no escuro. Apés 20 min nestas solucdes, os géis foram submetidos
a revelacdo com nitroblue tetrazolium (NBT) e riboflavina, como citado anteriormente no
item 3.2.11. Ao final da revelagcdo, foi analisada a presenca ou auséncia de bandas no
controle, e nos tratamentos com KCN e H,O,. As isoformas foram entio classificadas como

Mn-SOD, Fe-SOD ou Cu/Zn-SOD. Mn-SOD ¢ resistente a ambos inibidores (KCN e H,0,),
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Fe-SOD ¢ resistente ao KCN e inibida por H,O, e Cu/Zn-SOD € inibida por ambas as
substancias (AZEVEDO et al., 1998).

3.2.12 Glutationa redutase (GR)

A atividade da glutationa redutase (GR) foi determinada por espectrofotometria e em
gel ndo desnaturante (PAGE).

Em espectrofotdmetro Perkin Elmer — Lambda 40, a atividade da GR foi determinada
como descrito por GOMES-JUNIOR et al. (2006), com algumas modifica¢cdes, a 30 °C, em
uma mistura de reacdo consistindo de 1 mL tampao fosfato de potdssio 100 mM (pH 7,5),
contendo 1 mM 2-icido nitrobenzoéico (DTNB), 1 mM glutationa oxidada (GSSG) e 0,1 mM
NADPH. A reacdo foi iniciada pela adi¢do de 50 pL de extrato protéico. A atividade da GR
foi estimada pela reducdo da GSSG acompanhada por monitoramento na alteracdo da
absorbincia a 412 nMm por 1 min. Os resultados foram expressos em p(mol min” mg" de
proteina.

A atividade da GR também foi determinada em PAGE. Foi realizada eletroforese em
gel ndo desnaturante (PAGE) (12%) nas mesmas condi¢des como descrito para SOD (item
3.2.11). Amostras do padrdo de GR de figado de boi (Sigma — 1 unidade) e 20 pg de proteina
dos extratos protéicos dos frutos foram aplicadas para cada gel. Apds a separagdo das
proteinas por eletroforese, a atividade da GR foi determinada como descrito por LEE & LEE
(2000). Apos a corrida, os géis foram lavados em dgua deionizada (2 x 15 min) e incubados a
temperatura ambiente por 30 min em uma solugdo de 0,25 M de hidroximetil-aminometano
(TRIS) (pH 7,5), 10 mg de 3(4,5-dimetiltiazol-2-4)-2,5-difenil brometo tetrazdlico MTT), 10
mg de 2,6-diclorofenolindofenol (DPIP); 3,4 mM GSSG e 0,5 mM NADPH para 50 mL de
dgua. O gel foi lavado rapidamente em dgua deionizada e a reacdo foi fixada em solucdo de
acido acético (7%) por 15 min. Os géis foram documentados no Image Scanner — Amersham

Biosciences.

3.2.13 Ascorbato peroxidase (APX)

A atividade da ascorbato peroxidase (APX) foi determinada unicamente por

espectrofotometria, de acordo com o método de NAKANO & ASADA (1981), com algumas
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modificagdes, sendo que a presenca da APX no extrato bruto diminui a concentragdo de
peréxido de hidrogénio (H,0,) do meio, pela redug@o do acido ascérbico fornecido.

Em espectrofotdmetro Perkin Elmer — Lambda 40, a APX foi determinada a 30 °C em
uma mistura de reacdo consistindo de 650 puL tampao fosfato de potassio 80 mM (pH 7,0),
100 uL estoque ascorbato e 100 pL estoque EDTA (4cido etileno diamino tetracético). O
tampao fosfato de potéssio e os estoques de ascorbato e EDTA foram mantidos em banho-
maria a 30 °C durante o ensaio. A solucio estoque de ascorbato foi realizada com o proprio
tampao fosfato mais a adicdo de 4cido ascorbico (ascorbato) 5 mM. A solucdo de EDTA foi
feita também com o préprio tampdo fosfato mais a adicdo de EDTA 1 mM. Foi adicionado
100 pL de H,O, (1 mM) e 50 pL do extrato protéico dos frutos ao meio de reacdo fora do
banho, totalizando um volume final de 1 mL, no momento da leitura.

Foi observado o decréscimo da leitura no intervalo de 60 s a absorbancia de 290 nm.
Foi considerado que o decréscimo de uma unidade de absorbédncia é equivalente a uma
unidade de atividade (UA). As atividades do extrato foram determinadas pelo cdlculo da
quantidade de extrato que reduz a leitura de absorbancia em uma UA e expressas em pmol

min” mg’1 de proteina, usando o coeficiente de extin¢do de 2,8 mM em™

3.3 Delineamento Experimental e Analise dos Resultados

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Para todas as andlises
foram utilizadas trés repeticdes. Para as andlises realizadas com mamao, cada repeticio foi
constituida por um fruto. Para as andlises realizadas com morango, foram utilizados 250 g de
fruto por repeti¢ao. Os dados coletados foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e
a comparacio de média foi feita pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o

programa SISVAR.

4 RESULTADOS

4.1 Respiracao e Producio de Etileno

A producdo de etileno nos mamdes aumentou significativamente (P < 0,05) no
segundo dia de armazenamento (6,3 uL de C,Hy kg'1 h'l) (Figura 5), coincidindo com um

acréscimo na respiracdo desses frutos (Figura 6), que atingiram aos tré€s dias cerca de 22,0 mL
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de CO, kg'1 h'. Com o progresso do amadurecimento, a producdo de etileno e a respiracio
decresceram até o sexto dia de armazenamento, quando entdo houve um novo aumento na
respiracio (Figura 6), atingindo novamente valores préximos a 22 mL de CO, kg™ h''(P <

0,05).

10

Producao de etileno
(WL CH kg h™)

Dias de armazenamento

Figura 5 — Producdo de etileno em mamdes ‘Golden’ armazenados por 9 dias a 22 °C e

umidade relativa média de 89%. Barras verticais indicam o erro padrido da média (n = 3).

Nos morangos, a producdo de etileno foi bem mais baixa quando comparada aos
mamdes. A producdo de etileno atingiu valores médios de 0,032 uL de C,Hy4 kg'1 h™! nos dois
primeiros dias de armazenamento (Figura 7), dois dias antes do aumento na respiracdo dos
frutos, que apds o quarto dia apresentou valores médios de 25,2 mL de CO, kg'1 h! (Figura
8). Com o progresso do amadurecimento, a producdo de etileno decresceu enquanto que a
respira¢do se manteve ao redor de 25,2 mL de CO, kg'1 h™' até o final das andlises.

Comparando a respiracdo e a producdo de etileno dos dois frutos estudados, podemos
observar que o mamdo apresentou pico de producdo de etileno logo no inicio do
amadurecimento (Figura 5) e dois picos de respiragcdo, no terceiro e no oitavo dias de
armazenamento (Figura 6). J4 os morangos apresentaram decréscimo na producio de etileno
durante os dias analisados (Figura 7) e aumento da respiragdo apds o terceiro dia de

armazenamento (Figura 8). Além disso, a respiracdio dos mamdes praticamente dobrou,
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variando de 11,0 até 21,8 mL de CO, kg™ h! (Figura 6) e a producédo de etileno aumentou
cerca de seis vezes, de 0,02 até 6,3 uL de C,H; kg h™ (Figura 5) durante o processo de
amadurecimento. Nos morangos, a variagdo da respira¢do foi bem menos expressiva. Nos
primeiros trés dias, a respiracdo média era de 22,4 mL de CO; kg'1 h', atingindo valores
médios de 25,2 mL de CO, kg™’ h™ no final do amadurecimento (Figura 8). A producido de
etileno dos morangos diminuiu aproximadamente sete vezes, variando de 0,005 a 0,033 uL de

C,Hy kg'1 h'! (Figura 7) durante o amadurecimento.
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Figura 6 — Respiracio em mamdes ‘Golden’ armazenados por 9 dias a 22 °C e umidade

relativa média de 89%. Barras verticais indicam o erro padrao da média (n = 3).

4.2 Atividade da Catalase em Espectrofotometro

Com relacdo a atividade da enzima catalase (CAT) nos mamdes, desde o inicio do
amadurecimento, esta foi maior na casca quando comparada a polpa do fruto. Na polpa, um
pico de atividade da CAT (P < 0,05) foi observado aos trés dias (70,2 wmol min” mg'1 de
proteina), seguido por um decréscimo na atividade aos quatro dias de armazenamento. Um
novo aumento na atividade foi observado aos seis dias de armazenamento com valores de 81,9

umol min” mg™ de proteina (Figura 9).
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Figura 7 — Producdo de etileno em morangos ‘IAC-Campinas’ armazenados por 5 dias a 22

°C e umidade relativa média de 89%. Barras verticais indicam o erro padrdo da média (n = 3).
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Figura 8 — Respiragdo em morangos ‘[AC-Campinas’ armazenados por 5 dias a 22 °C e

umidade relativa média de 89%. Barras verticais indicam o erro padrao da média (n = 3).
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Figura 9 — Atividade da catalase (CAT) em mamdes ‘Golden’ armazenados por 9 dias a 22

°C e umidade relativa média de 89%. Barras verticais indicam o erro padrdo da média (n = 3).

Durante os quatro primeiros dias, a atividade da CAT se manteve alta, ao redor de
111,9 pmol min™ mg’1 de proteina na casca dos mamdes. Foi observada diminui¢do na
atividade enzimatica entre o quinto e sexto dias de armazenamento, quando entdo um pico foi
observado no sétimo dia, com valores de 138,2 pumol min™! mg'1 de proteina (P < 0,05)
(Figura 9).

As amostras de morango, quando submetidas aos ensaios de atividade enzimética da
CAT, glutationa redutase (GR) e ascorbato peroxidase (APX), ndo apresentaram leitura e
cinética estaveis, ou seja, ndo foi possivel estabelecer uma cinética enzimatica para essas
amostras, ndo sendo vélidos os resultados obtidos.

Foram feitas alteragdes nos protocolos de andlise, variando as quantidades de amostras
aplicadas, na tentativa de se obter uma leitura estavel. No entanto, a instabilidade das leituras
permaneceu, nao sendo possivel determinar as atividades dessas enzimas utilizando o
espectrofotometro. Isso provavelmente ocorreu devido as baixas atividades enzimadticas
presentes nas amostras de morango, ndao sendo detectadas espectrofotometricamente, ou por
problemas na extracdo. Para solucionar esse problema, pretendem-se usar, no futuro, outros
protocolos de extracdo de proteinas, além da utilizacio de métodos de purificacdo e

concentracdo de proteinas.
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4.3 Atividade da Glutationa Redutase em Espectrofotometro e em PAGE

Nos primeiros quatro dias de armazenamento, a atividade da enzima glutationa
redutase (GR) se mostrou estdvel na casca de mamdes, com valores médios de 4,7 wmol min’!
mg’1 de proteina (Figura 10). No quinto dia de armazenamento, essa atividade apresentou um
declinio abrupto (P < 0,05), atingindo valor de 2,0 pwmol min™ mg'1 de proteina. A partir do
sexto dia de armazenamento, a atividade enzimatica voltou a aumentar atingindo novamente
valores préximos a 4,5 pmol min™ mg™ de proteina. Na polpa, ao contrério do que aconteceu
na casca, observou-se um pico (P <0,05) de atividade enzimadtica. A atividade da GR atingiu
um pico no terceiro dia de armazenamento (6,7 pmol min" mg™' de proteina), decrescendo no
quarto dia e aumentando novamente a partir do quinto dia, com valores médios de 4,1 pmol

min™ mg’1 de proteina até o final das anélises (Figura 10).
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Figura 10 — Atividade da glutationa redutase (GR) em mamdes ‘Golden’ armazenados por 9
dias a 22 °C e umidade relativa média de 89%. Barras verticais indicam o erro padrao da

média (n = 3).

Em andlise de atividade da GR em gel de poliacrilamida ndo desnaturante (PAGE)
para as amostras de casca de mamdo, observou-se uma maior intensidade das bandas nos
primeiros quatro dias de armazenamento (Figura 11). No quinto dia de armazenamento, foi

observada menor intensidade das bandas, sendo esta aumentada no sexto dia em diante. Esse
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comportamento enzimatico, observado em PAGE, coincidiu com a atividade avaliada em
espectrofotdmetro. Em ambas as amostras (casca e polpa) notou-se o aparecimento do mesmo
ndmero de isoformas de GR (Figura 11). Com relagio a intensidade das bandas das isoformas
visualizadas nas amostras de polpa dos mamdes, observou-se que as isoformas I e II
praticamente ndo diferiram em intensidade durante os nove dias de armazenamento. Ja a

isoforma III apresentou-se com intensidade variada durante os dias analisados (Figura 11).

Casca
P1 23 4567 8 9

I
II
11X

Polpa
P1 23 4567 8 9

. ‘ : III

Figura 11 - Atividade da glutationa redutase (GR) em PAGE em mamdes ‘Golden’

armazenados por 9 dias a 22 °C e umidade relativa média de 89%. Padrao (P) GR bovino; 1,
2,3,4,5,6,7, 8 e 9 representam os dias de armazenamento dos frutos. Algarismos romanos

representam as isoformas de GR.

Em andlise de atividade da GR em PAGE para as amostras de morango, observou-se
maior intensidade das bandas nos dois ultimos dias de armazenamento (Figura 12). No
primeiro e no terceiro dias de armazenamento, foi observada menor intensidade das bandas,

sem a visualizacdo da isoforma I.

4.4 Atividade da Superoxido Dismutase em PAGE

Os resultados em PAGE para a enzima superéxido dismutase (SOD) em mamdes
demonstraram variagdes na atividade durante o amadurecimento dos frutos (Figura 13). Tanto
as amostras de casca quanto as de polpa apresentaram cinco isoenzimas (I, II, III, IV e V).

A atividade da SOD ndo variou significativamente na polpa dos mamdes,

apresentando intensidade de bandas semelhantes durante os nove dias de armazenamento
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(Figura 13). J4 na casca dos frutos, observou-se reducdo de atividade no quinto dia de
armazenamento (Figura 13), com a auséncia de bandas para as isoenzimas I e II. A partir do
sexto dia de armazenamento, a atividade enzimatica apresentou-se similar aos primeiros dias
de amadurecimento dos frutos. Além disso, pode-se notar maior atividade das isoenzimas III e
IV, caracterizada pelas maiores intensidades das bandas, quando comparadas as isoenzimas I,

Il e V, tanto na polpa quanto na casca dos mamdes (Figura 13).

I
111

Figura 12 — Atividade da glutationa redutase (GR) em PAGE em morangos ‘TAC-Campinas’
armazenados por 5 dias a 22 °C e umidade relativa média de 89%. Padrao (P) GR bovino; 1,
2, 3, 4 e 5 representam os dias de armazenamento dos frutos. Algarismos romanos

representam as isoformas de GR.
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Figura 13 - Atividade da superéxido dismutase (SOD) em PAGE em mamdes ‘Golden’
armazenados por 9 dias a 22 °C e umidade relativa média de 89%. Padrio (P) SOD bovino; 1,
2,3,4,5,6,7, 8 e 9 representam os dias de armazenamento dos frutos. Algarismos romanos

representam as isoformas de SOD.
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Para caracterizacdo das isoformas de SOD (Figura 14), foi utilizada somente a amostra
relativa ao sétimo dia de armazenamento, pois, tanto as amostras de casca quanto as de polpa,
apresentaram o mesmo padrdo de bandas, como observado na figura 13. Foi observado o
aparecimento de SOD com co-fator Cu/Zn, pois as bandas foram inibidas nas solu¢des com
cianeto de potdssio (KCN) e peréxido de hidrogénio (H,O,) tanto para as amostras de polpa
quanto para as de casca do mamdo. As isoenzimas Fe-SOD e Mn-SOD ndo foram
encontradas, indicando que a atividade da SOD em mamio é dada exclusivamente pela

isoenzima Cu/Zn-SOD (Figura 14).

P Amostra

Figura 14 - Caracterizacdo das isoformas da superoxido dismutase (SOD) em PAGE em
mamoes ‘Golden’ armazenados por 9 dias a 22 °C e umidade relativa média de 89%. Padriao

(P) SOD bovino; 1 = Controle; 2 = Presenga de KCN; 3 = Presenca de H,O,.

A atividade da SOD nos morangos nio variou significativamente entre o 1°, 2°, 4° e 5°
dias avaliados, apresentando intensidade de bandas semelhantes (Figura 15). Entretanto,
podemos notar menor intensidade das bandas do terceiro dia de armazenamento.
Diferentemente do mamdao, as amostras de morango apresentaram um padrio com trés
isoformas (I, II e III) de SOD.

Para as amostras de morango em PAGE, a SOD apresentou bandas com baixa
intensidade, mesmo usando uma grande quantidade de proteina. Com isso, a caracterizacdo
das isoformas de SOD nao foi feita devido a baixa intensidade das bandas dessa enzima e

também a grande quantidade de amostra a ser utilizada para se obter um resultado satisfatdrio.

4.5 Atividade da Ascorbato Peroxidase em Espectrofotometro

A atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX) foi detectada somente na polpa dos

mamdes. Observou-se um acréscimo gradual na atividade enzimdtica, atingindo um valor
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maximo no oitavo dia (2823,48 pmol min" mg™ de proteina) (P < 0,05). Apés esse dia, a

atividade da APX diminuiu acentuadamente (Figura 16).

Figura 15 - Atividade da superéxido dismutase (SOD) em PAGE em morangos ‘TAC-
Campinas’ armazenados por 5 dias a 22 °C e umidade relativa média de 89%. Padrao (P) SOD
bovino; 1, 2, 3, 4 e 5 representam os dias de armazenamento dos frutos. Algarismos romanos

representam as isoenzimas de SOD.
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Figura 16 - Atividade da ascorbato peroxidase (APX) na polpa de mamdes ‘Golden’
armazenados por 9 dias a 22 °C e umidade relativa média de 89%. Barras verticais indicam o

erro padrio da média (n = 3).
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As amostras de casca dos mamdes, quando submetidas aos ensaios de atividade
enzimdtica da APX, também nfo apresentaram estabilidade na leitura e cinética, como foi
visto para as amostras de morango.

Foram feitas alteracdes nos protocolos de andlise, variando as quantidades de amostras
aplicadas, na tentativa de se obter um resultado estivel. No entanto, a instabilidade das
amostras permaneceu, ndo sendo possivel definir a atividade enzimatica da APX utilizando o
espectrofotometro. Isso provavelmente ocorreu devido a baixa atividade enzimatica presente
nas amostras de casca dos mamdes, nido sendo detectada espectrofotometricamente. Além
disso, devido a presenca de alta atividade da catalase (CAT) na casca dos mamdes, € possivel
que esta regido do fruto apresente pouca afinidade para a APX, ja que estas duas enzimas

utilizam o mesmo substrato (H,O,).

4.6 Peroxidacao Lipidica

A peroxidagdo lipidica, expressa através da quantificacdo de malondialdeido (MDA),
se manteve baixa durante os trés primeiros dias de amadurecimento tanto na casca quanto na
polpa dos mamdes. No quarto dia de armazenamento, a peroxidagao lipidica atingiu um pico
(1,12 mM MDA g'1 massa fresca) (P< 0,05) na polpa dos frutos, voltando a apresentar, aos
nove dias, valores préximos aos do inicio do amadurecimento (0,55 mM MDA g'1 massa
fresca) (Figura 17). Na casca dos mamdes nao foi observado pico evidente como na polpa.
Nesse caso constataram-se dois periodos de aumento na peroxidacdo lipidica no quinto dia
(0,61 mM MDA g'1 massa fresca) e depois no sétimo dia (0,83 mM MDA g’1 massa fresca) de
armazenamento (P< 0,05). Aos nove dias de armazenamento, a peroxidacgéo lipidica na casca
apresentou reducdo significativa enquanto que na polpa a tendéncia, aos nove dias, era de
aumento na peroxidacdo lipidica (Figura 17).

A peroxidagao lipidica no morango nao foi realizada com sucesso devido a pouca ou
nenhuma formacdo de malondialdeido (MDA), mesmo este podendo ser superestimado pela
presenga de pigmentos tipo fenilpropandides (flavondides) (HODGES et al., 1999), presentes
em tecidos vegetais (HARBORNE, 1998), que podem contribuir para a absorbancia a 532 nm
(STAFFORD, 1994), como € o caso dos morangos, frutos ricos em antocianinas, metabdlitos
pertencentes a classe dos flavondides (AABY et al., 2005). Supde-se que os morangos

formem outras substincias reativas ao dcido 2-tiobarbitirico (TBA), que ndo seja o MDA.
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Portanto, serd necessario um estudo detalhado da bioquimica desse fruto para se conhecer a

sua composicdo e quantificar a peroxidacao lipidica.
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Figura 17 — Quantidade de malondialdeido (MDA) em mamdes ‘Golden’ armazenados por 9
dias a 22 °C e umidade relativa média de 89%. Barras verticais indicam o erro padrao da

média (n = 3).

4.7 Firmeza e Coloracao dos Frutos

Observou-se decréscimo acentuado da firmeza da polpa dos mamdes (Figura 18) até o
terceiro dia de armazenamento, de 114,5 N para 15,8 N (P < 0,05). Nos morangos, a perda de
firmeza nao foi tdo intensa como nos mamades, mostrando reducdo de 6,7 N, no primeiro dia
(P £0,05) (Figura 19), para 5,7 N, no quinto dia de armazenamento.

A cor da casca dos mamdes (Figuras 20 e 21) e morangos (Figuras 22 e 23) variou
significativamente, apresentando redugdo no angulo de cor de 105,9 para 80,9 °H (P < 0,05)
durante o amadurecimento de mamdes e reducdo na cromaticidade de 29,5 para 24,2 (P <

0,05) nos morangos.
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Figura 18 - Firmeza da polpa de mamdes ‘Golden’ armazenados por 9 dias a 22 °C e

umidade relativa média de 89%. Barras verticais indicam o erro padrido da média (n = 3).
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Figura 19 - Firmeza da polpa de morangos ‘IAC-Campinas’ armazenados por 5 dias a 22 °C

e umidade relativa média de 89%. Barras verticais indicam o erro padrdo da média (n = 3).
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Figura 20 — Cor da casca de mamdes ‘Golden’ armazenados por 9 dias a 22 °C e umidade

relativa média de 89%. Barras verticais indicam o erro padrdo da média (n = 3).

Figura 21 — Cor da casca de mamdes ‘Golden’ armazenados por 9 dias a 22 °C e umidade

relativa média de 89%. Numeros indicam o periodo de armazenamento dos frutos, em dias.

4.8 Analises Quimicas

Nao houve variacdo no teor de solidos soliveis (SS) dos mamdes ao longo do
amadurecimento. Os valores médios de SS foram de 10,9 °Brix (Tabela 1). Houve pequeno
aumento na acidez titulavel, de 0,08 a 0,10% de 4cido citrico (P < 0,05), e aumento nos teores

de 4cido ascérbico durante o amadurecimento (Tabela 1). O teor de dcido ascérbico aumentou
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significativamente (P < 0,05) com o amadurecimento dos frutos, atingindo valores de 96,3 mg
de 4cido ascérbico 100" g de polpa, ou seja, quase duas vezes maior que no inicio do

amadurecimento.
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Figura 22 — Cor de morangos ‘IAC-Campinas’ armazenados por 5 dias a 22 °C e umidade

relativa média de 89%. Barras verticais indicam o erro padrao da média (n = 3).

Figura 23 — Cor de morangos ‘TAC-Campinas’ armazenados por 5 dias a 22 °C e umidade

relativa média de 89%. Nimeros indicam o periodo de armazenamento dos frutos, em dias.

Para morangos, ndo houve variacdo no teor de sélidos soliveis (SS) ao longo do

amadurecimento (Tabela 2). Os valores médios de SS foram de 6,7 °Brix. Houve pequeno
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aumento na acidez tituldavel, variando de 0,79 a 0,94% de acido citrico (P < 0,05) e, ao
contrario do mamao, houve diminui¢ao significativa (P < 0,05) nos teores de acido ascérbico
durante o amadurecimento, de 50,6 para 44,0 mg de dcido ascérbico 100" g de polpa (Tabela

2).

Tabela 1 — Solidos soluveis, acidez titulavel e teor de acido ascorbico em mamoes ‘Golden’

armazenados por 9 dias a 22 °C e umidade relativa média de 89%.*

Dias
1 3 5 7 9
Sélidos Soldveis (°Brix) 10,7 a 11,2 a 10,6 a 10,8 a 10,9 a 2,6

CV (%)

Acidez Titulavel
0,08 b 0,10a 0,00a 0,100a 0,10a 3,2

(% acido citrico)

Acido Ascorbico
. 52,8¢c 823bc 914a 90,4ab 96,3a 3,5
(mg 100" g polpa)

*M¢édias seguidas pela mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (n

=3).

Tabela 2 — Soélidos soluveis, acidez tituldvel e teor de 4cido ascérbico em morangos ‘IAC-

Campinas’ armazenados por 5 dias a 22 °C e umidade relativa média de 89%.*

Dias
CV (%)
1 3
Sélidos Soludveis (°Brix) 6,6 a 6,9 a 6,6 a 32

Acidez Titulavel (% acido citrico) 0,79b 093a 094 a 2,0
Acido Ascérbico (mg 100" g polpa)  50,6a 45,1b 44,0b 2,1

*Médias seguidas pela mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (n
=3).

5 DISCUSSAO

Foi observado um pico de producdo de etileno nos mamdes no segundo dia de
armazenamento (Figura 5), acompanhado pelo primeiro aumento na respiragdo, ou seja, no

terceiro dia de armazenamento (Figura 6). Esse aumento da respiracdo parece mesmo ser
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consequéncia do estimulo do metabolismo pelo etileno. Segundo ROMANI (1984), cada
célula do fruto é um sistema em equilibrio dindmico, onde a imposicdo de qualquer tipo de
estresse ou estimulo gera como resposta compensatéria um ajuste, seja ele estrutural ou
metabdlico. O periodo apés a ocorréncia do climatério representa a perda da capacidade
homeostitica da célula resultando na predominéncia dos processos senescentes (ROMANI,
1984). A teoria de que a respiracdo climatérica € uma resposta aos efeitos da acdo do etileno
torna-se clara nos frutos ndo climatéricos que, de modo geral durante o amadurecimento,
apresentam baixa produgdo de etileno e diminuicdo na respiragdo, sendo esta aumentada
quando se aplica etileno ex6geno (MATTOO & SUTTLE, 1991).

BIALE et al. (1954) e WATADA et al. (1984) atribuem o aumento da respiracdo que
ocorre no climatério como uma necessidade de aumento da demanda energética para o
amadurecimento dos frutos. No entanto, SOLOMOS (1977) demonstrou que a energia gerada
pelo metabolismo basal ja seria suficiente para as transformacdes bioquimicas durante o
amadurecimento. Segundo BIALE et al. (1954), a respiracdo dos frutos climatéricos atinge
um pico que, com o aumento da produgdo de etileno, os levam ao amadurecimento e logo
depois a senescéncia e morte. A produgdo de etileno pelos frutos climatéricos € considerada
essencial ao seu amadurecimento e também é um produto desse processo, sendo que a sua
produgdo aumenta durante o amadurecimento do fruto (BIALE et al., 1954).

Nesse estudo, o aumento da respiragdo no mamao seguiu o aumento da producio de
etileno. Esse mesmo comportamento foi encontrado por JACOMINO et al. (2002), também
em mamoes, onde o aumento na produgdo de etileno precedeu a ascensdo climatérica da
respiragdo, mostrando o efeito indutor do etileno sobre o processo respiratério. NELSON
(1939) também observou um comportamento semelhante a esse em bananas. Um
comportamento diferente do etileno e da respiracdo foi encontrado por NELSON (1940) em
estudos com magds, onde o aumento na produgdo de etileno seguiu o aumento na respiracao.
HANSEN (1942), em experimentos com péras, observou que a maxima producdo de etileno
coincidiu com a mais alta respiracdo dos frutos. Um comportamento similar foi observado por
PRATT & BIALE (1944) para abacates. Assim, o aumento da producdo de etileno durante o
climatério respiratério pode iniciar-se antes, ser inseparavel desta (BIALE et al., 1954;
BIALE & YOUNG, 1982) ou ocorrer apds a mudanga na respiragdo nos frutos climatéricos
(NELSON, 1940). Esse comportamento promove divergéncias quanto ao fato de ser ou ndo o
etileno o iniciador do climatério, ou seja, se a sua producdo endogena € ou ndo o sinal para
desencadear as mudangas bioquimicas e fisiolégicas que ocorrem no climatério (KNEE, 1995;

SALTVEIT, 1993). Portanto, o periodo climatérico é o periodo no desenvolvimento dos
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frutos que envolve uma série de mudancas bioquimicas associadas com o aumento da
respiracdo e com a produgdo autocatalitica de etileno (RHODES, 1970; WATADA et al.,
1984).

Nos morangos avaliados, a produgdo de etileno atingiu valor maximo nos primeiros
dois dias de armazenamento e depois diminuiu (Figura 7), diferente da respiracdo, que
diminuiu até o terceiro dia de armazenamento, aumentando posteriormente (Figura 8), até o
final do periodo analisado. Segundo ABELES & TAKEDA (1990), KNEE et al. (1977) e
WILLS & KIM (1995), os morangos produzem muito pouco etileno (inferior a 0,1 pL. kg'1 h!
a 20 °C), ndo tendo sido observada a producdo autocatalitica de etileno em nenhum estadio de
amadurecimento. RHODES (1970) mostrou que o amadurecimento do morango ¢ um
processo ndo climatérico e insensivel ao etileno. MORDY et al. (2000) sugeriram que a
produgdo de etileno nos morangos parece estar sob o controle de uma resposta negativa ao
longo do amadurecimento. JA LANNETTA et al. (2006) mostraram que o padrao de producio
do etileno em morangos € semelhante aquele exemplificado para tomate, onde a produgéo de
etileno ¢ auto regulada via processos de resposta negativa até o estddio verde, quando a
regulacdo muda para controle positivo.

Os resultados apresentados por LANNETTA et al. (2006) realgam que o termo
climatério pode estar, cientificamente, sob discussdo, além de niao ser mais aplicado
consistentemente para explicar a complexidade biolégica do amadurecimento. Esses mesmos
autores ainda demonstraram que, pela definicdo fisioldgica, o0 morango é um fruto climatérico,
porque um aumento respiratério ocorre concomitante com um aumento de etileno no
amadurecimento desse fruto, o que ndo foi observado nessa pesquisa. Assim, a classificacio
original de frutos climatéricos e ndo climatéricos, baseada no padrao respiratdrio e na sintese
de etileno, gera controvérsias (CARA & GIOVANNONI, 2008).

Em frutos ndo climatéricos como o morango, a taxa de respiracdo diminui
progressivamente devido a senescéncia dos tecidos (KAYS, 1991), até que ocorre a invasdo
microbiana ou por fungos (NICOLAI et al., 2005). Portanto, o aumento da respiracio do
morango apds o terceiro dia de armazenamento pode estar relacionado a presenca de
patégenos, que infectaram os frutos no campo e ainda nido manifestaram sintomas. No
morango, o problema mais comum ¢é a podriddo cinzenta, causada pelo fungo Botrytis
cinerea, que consegue crescer mesmo a 0 °C (EL-KAZZAZ et al., 1983).

A magnitude das mudancas que ocorrem na respiragdo e producdo de etileno do
morango foi muito menor quando comparada aquelas observadas nos mamdes. Talvez se

considerarmos a respiragdo e a produgdo de etileno como parte do amadurecimento e
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levarmos em conta a ocorréncia ou ndo de mudancas significativas nesses dois processos, o
termo climatério possa realmente ser aplicado ao total de mudangas que ocorrem durante o
amadurecimento.

ROMANI (1984) propds que o climatério seria a maxima resposta homeostatica da
mitocOndria para compensar os efeitos degradantes da senescéncia celular e que o aumento na
producdo de etileno também seria uma resposta a esse estresse. BRENNAN & FRENKEL
(1977) e LESHEM et al. (1986) também demonstraram que, no inicio do amadurecimento de
frutos, o aumento natural de peréxido de hidrogénio (H,O,) e de outras espécies ativas de
oxigénio (EAOs) é acompanhado por um aumento paralelo na concentragio de etileno. O
aumento natural de EAOs no inicio do amadurecimento ativa o sistema antioxidante celular.
Nesse estudo foi observado aumento de atividade da catalase (CAT) (70,2 pmol min’! mg’1
proteina) (Figura 9) e da glutationa redutase (GR) (6,7 pmol min™ mg™ proteina) (Figuras 10
e 11) no terceiro dia de armazenamento na polpa dos mamdes. A superéxido dismutase (SOD)
(Figura 13) sofreu pouca alteracdo na sua atividade e a ascorbato peroxidase (APX) (Figura
16) apresentou um aumento linear durante os dias de armazenamento na polpa dos mamaoes.
Também foi notada alta atividade da CAT (111,9 umol min” mg’1 proteina) (Figura 9), GR
(4,7 umol min™ mg™ proteina) (Figuras 10 e 11) e SOD (Figura 13) nos quatro primeiros dias
de armazenamento na casca dos mamoes. Essas atividades, tanto na polpa quanto na casca dos
mamdes, ocorreram apds ou coincidiram com o aumento na producio de etileno (Figura 5) e
na respiracdo dos mamdes (Figura 6). O aumento de atividades da CAT, GR, SOD e APX,
préximo ao pico de etileno e ao aumento da respiracdo, estd relacionado a produgdo de
oxidantes com o inicio do amadurecimento.

Nos morangos, a avaliacdo das enzimas antioxidantes ndo foi satisfatéria. Como o
morango ¢ um pseudofruto, onde varios aquénios ficam associados a uma parte carnosa
correspondente ao recepticulo da flor, o que faz com que seja comestivel (AZEVEDO, 2007),
talvez as enzimas estudadas possam se expressar diferentemente das enzimas encontradas nos
frutos verdadeiros, que sdo formados pelo desenvolvimento do ovario da flor apds a
fecundag@o, ou seja, as diferentes origens embriondrias dos frutos utilizados nessa pesquisa
(morango e mamao) podem influenciar as atividades enzimaticas da CAT, SOD, GR e APX.

O inicio do amadurecimento, sinalizado pelo aumento de etileno, esta relacionado as
atividades da SOD e da CAT. Em mac¢ad ‘Fuji’ e ‘Golden Delicious’, o pico do etileno foi
associado com os picos de atividade da SOD e da CAT (MASIA, 1998). Em tomates, as

atividades da SOD declinaram constantemente do estiadio verde ao estadio vermelho
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(RABINOWITCH et al., 1982). MATTOO & MODI (1969) observaram que em mangas, o
etileno sintetizado durante o amadurecimento ativou enzimas antioxidantes, como a CAT, e
inativou os inibidores dessas enzimas presentes nos frutos ndo maduros.

A atividade da CAT € fundamental durante o amadurecimento e senescéncia de frutos
pela capacidade de remocéo, nos tecidos, do excesso de H,O, que é produzido principalmente
pela atividade da SOD (FOYER et al., 1997; MONK et al., 1989). O H;0,, capaz de se
difundir rapidamente através das membranas celulares, pode atuar como um mensageiro
secunddrio na indugdo seletiva de genes de defesa (FOYER et al., 1997) ou pode agir
causando danos aos tecidos. A regulacdo dos genes da SOD parece ser muito sensivel ao
estresse ambiental, presumivelmente como uma consequéncia da formacdo aumentada de
EAOs (BOWLER et al., 1992).

Em macas ‘Fuji’, as atividades de SOD e CAT apresentaram um pico coincidindo com
o aumento de producdo de etileno, e depois diminuiram as suas atividades (MASIA, 1998).
DU & BRAMLAGE (1994) demonstraram claramente que a atividade total da SOD e as
atividades individuais de suas trés isoenzimas sofreram mudancas considerdveis durante a
senescéncia de macds em armazenamento refrigerado. DHINDSA et al. (1981) observaram
que a atividade da SOD decresceu durante a senescéncia das folhas, mas DU & BRAMLAGE
(1994) verificaram que a atividade dessa enzima aumentou durante a senescéncia de macga. De
acordo com ROGIERS et al. (1998), as atividades da SOD e CAT foram maiores em frutos
verdes, mas foram reduzidas de 4 a 18 vezes, respectivamente, nos frutos desenvolvidos e
totalmente maduros, entretanto, a atividade da GR aumentou ligeiramente nos frutos
totalmente maduros.

Estudos com cotilédones de pepino mostraram que as atividades celulares da SOD,
CAT, APX e GR aumentaram durante a senescéncia induzida pelo estresse. Quando
senescentes naturalmente, as atividades da SOD, CAT e GR desses cotilédones diminuiram
gradualmente, enquanto APX aumentou sua atividade durante a senescéncia (KANAZAWA
et al., 2000). KLUGE et al. (2006) verificaram que a atividade da APX foi maior em laranjas
submetidas ao aquecimento quando comparadas com laranjas ndo submetidas ao estresse. Nos
mamdes estudados, a atividade da APX (Figura 16) também aumentou na polpa durante o
amadurecimento.

MEHLHORN (1990), estudando ervilhas, verificou que a atividade da APX aumentou
apods o pré-tratamento das plantas com etileno. Uma possivel explicacdo do porque as plantas
estressadas tém taxas aumentadas de producgdo de etileno tem sido sugerida pela habilidade

conhecida do etileno em induzir a atividade da APX (ABELES et al., 1988; RIDGE &
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OSBORNE, 1970). Em plantas expostas a estresses, cuja atividade da APX é regulada pelo
etileno, a producdo desse hormodnio ocorre visando fornecer as células maior resisténcia
contra a formagao de H,O, (MEHLHORN, 1990).

MALACRIDA et al. (2006), estudando tomates submetidos a estresse por frio durante
a pos-colheita, observaram que a atividade da SOD foi similar durante o amadurecimento dos
frutos. Nesse mesmo estudo, a atividade da APX e da CAT dos frutos verdes, que foram
submetidos ao estresse por frio, foi menor do que a atividade encontrada nos frutos verdes néo
submetidos ao estresse. J4 a atividade da GR foi 2,3 vezes maior nos frutos verdes submetidos
ao estresse por frio do que no controle. Esse alto valor de atividade da GR diminuiu durante o
amadurecimento subseqiiente (MALACRIDA et al., 2006). Nos mamodes estudados, a
atividade da GR diminuiu cerca de duas vezes do terceiro para o quarto dia e do segundo para
o quinto dia de armazenamento na polpa e casca, respectivamente.

As atividades das enzimas CAT, SOD, APX e GR em mangas foram notavelmente
aumentadas apds serem submetidas as condi¢des de estresse por frio durante o periodo de
armazenamento. Esses aumentos foram significativamente maiores do que as atividades
enzimdticas dos frutos ndo submetidos ao estresse por frio durante o amadurecimento. J4
frutos tratados com H,O, apresentaram atividades aumentadas de CAT e SOD e atividades
significativamente reduzidas de APX e GR (WANG et al., 2008).

LLISO et al. (2007), estudando as mudangas enzimdticas que ocorrem em Ccitros
durante a pds-colheita, demonstraram que os niveis de SOD foram semelhantes para os frutos
submetidos aos estresses por frio e por seca e para os frutos ndo submetidos a esses estresses;
entretanto, a atividade da APX apresentou-se fortemente reduzida.

Como a respiracio € fonte ativa de EAOs (PURVIS et al., 1995; RICH & BONNER,
1978), o climatério respiratério €, provavelmente, um contribuinte para o aumento do estresse
oxidativo durante essa fase do desenvolvimento, iniciando-se a produgdo de oxidantes
celulares (RICH & BONNER, 1978). Assim, o aumento da respiracdo no terceiro dia de
armazenamento (Figura 6), induzido pela produgdo de etileno no segundo dia de
armazenamento nos mamdes (Figura 5), leva a formagdo de radicais livres, indicada pelo
aumento da peroxidacdo lipidica (Figura 17), que ocorre no quarto dia na polpa e no quinto
dia de armazenamento na casca. Os radicais livres formados, se ndo inativados, induzem a
peroxidacdo lipidica (DHINDSA et al., 1982), que inicia as mudancas deteriorativas
associadas com o amadurecimento dos frutos (DU & BRAMLAGE, 1994; MEIR et al.,

1991). Assim, a produgd@o de EAOs ativa o sistema antioxidante celular, onde a SOD e a CAT

46



sdo as enzimas antioxidantes mais eficientes, influenciando os padrdes de amadurecimento
dos frutos (MASIA, 1998).

O aumento da peroxidacdo lipidica (Figura 17) foi acompanhado pela diminuicdo da
atividade das enzimas CAT (Figura 9), GR (Figuras 10 e 11) e SOD (Figura 13) no quarto e
quinto dias de armazenamento na polpa e na casca dos mamdes, respectivamente. ROGIERS
et al. (1998) mostraram que o estresse oxidativo aumentou progressivamente durante o
amadurecimento, provavelmente como consequéncia da redugdo das atividades de enzimas
chaves como a SOD e a CAT, responséveis pela elimina¢do das EAOs. A atividade da SOD
diminuiu durante a senescéncia em muitos sistemas vegetais, resultando em um aumento do
anion superéxido (0,™°) e, assim, no estresse oxidativo (DHINDSA et al., 1981).

A peroxidacdo lipidica induz aumento de enzimas antioxidantes como a CAT,
responsdveis por remover o excesso de H,O,, o que pode ser verificado por novos aumentos
das atividades da CAT (Figura 9) no sexto dia de armazenamento, GR (Figuras 10 e 11) e
SOD (Figura 13) no quinto dia de armazenamento na polpa, e das atividades da CAT (Figura
9) no sétimo dia de armazenamento, GR (Figuras 10 e 11) e SOD (Figura 13) no sexto dia de
armazenamento na casca dos mamades. Apesar dos resultados referentes a peroxidacao lipidica
nos morangos nio serem satisfatorios, observou-se um decréscimo de atividade da GR
(Figura 12) e da SOD (Figura 15) no terceiro dia de armazenamento € um novo aumento
dessas mesmas enzimas a partir do quarto dia de armazenamento dos frutos.

Mudangas no estresse oxidativo durante o desenvolvimento dos frutos podem ser
avaliadas pela extensdo da peroxidacdo lipidica. Os lipidios da membrana e os dcidos graxos
livres sdo altamente susceptiveis a oxidacdo e o aumento do estresse oxidativo €, entdo,
indicado pelo acimulo de produtos da peroxidag¢do lipidica. O acimulo de produtos da
peroxidacdo lipidica € uma prova do aumento do estresse oxidativo durante a fase de
amadurecimento do desenvolvimento dos frutos (ROGIERS et al., 1998). Inicialmente, a
transformagdo de lipidios leva a ruptura de membrana. Os radicais livres s@o depois
produzidos por peroxidacdo (ARORA et al., 2002).

Aumentos nos danos oxidativos mediados por radicais livres e perda de integridade de
membrana sdo caracteristicas de tecidos de planta em senescéncia (DHINDSA et al., 1981;
THOMPSON, 1984). Como a senescéncia, o amadurecimento de frutos é acompanhado pela
deterioracdo de membranas celulares (FERRIE et al., 1994; SACHER, 1973).

De acordo com ROGIERS et al. (1998), o aumento do estresse oxidativo que
provavelmente resulta de baixas atividades das enzimas antioxidantes é necessdrio para

facilitar as muitas alteragdes metabdlicas associadas com o amadurecimento dos frutos. Uma
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vez que todo o processo de amadurecimento do fruto € considerado uma forma
funcionalmente modificada de prolongar a senescéncia, o mecanismo de deterioracdo da
membrana durante o amadurecimento também pode, provavelmente, ser semelhante aquele
caracterizado nos sistemas senescentes (MONDAL et al., 2004). Portanto, o amadurecimento
e a senescéncia de frutos podem ser considerados fendmenos oxidativos, especialmente no
inicio da senescéncia, quando as atividades da SOD e de outras enzimas destoxificantes do
oxigénio decrescem, permitindo que O, ou H,O, acumulem-se em niveis téxicos (BOWLER
et al., 1992).

O segundo aumento na respiracao (Figura 6), no oitavo dia de armazenamento, parece
ser resposta ao estresse oxidativo, evidenciado por um novo aumento na peroxidagdo lipidica
(Figura 17) no sexto e sétimo dias de armazenamento na polpa e casca, respectivamente, na
tentativa de se manter a homeostase celular. No entanto, esse novo aumento da respiracio
também pode estar relacionado a presenca de patégenos que ainda ndo manifestaram
sintomas. Apesar de serem utilizados mamdes sem sintomas visuais de ataque de patégenos
durante o experimento, DICKMAN & ALVAREZ (1983) e DURAN et al. (1999) observaram
que o mamao se desenvolve durante aproximadamente cinco a seis meses no campo, sendo,
na maior parte desse tempo, suscetivel a Colletotrichum gloeosporioides, agente causador da
antracnose e da podriddo peduncular no mamao, que pode infectar os frutos fisiologicamente
imaturos e permanecer no estado quiescente até o fruto atingir o amadurecimento. Assim, a
infec¢do que ocorreu no campo dificilmente é detectada até a colheita, pois os sintomas da
antracnose e da podriddo peduncular normalmente surgem durante a pds-colheita dos frutos
(NERY-SILVA et al., 2001; TATAGIBA et al., 2002).

No mamaio, as maiores alteracdes nas caracteristicas fisico-quimicas (firmeza da
polpa, cor da casca e teor de acido ascorbico) dos frutos foram observadas apds o aumento da
producio de etileno e da respiracdo, como observado também para as atividades enziméticas.
Nos morangos, a magnitude dessas mudangas nas caracteristicas fisico-quimicas foi menor
quando comparada a do mamdo e, como este ¢ um pseudofruto, essas mudangas nas
caracteristicas fisico-quimicas relacionadas ao amadurecimento podem ser diferentes daquelas
observadas nos frutos verdadeiros, como o mamao. Nota-se que, embora menos expressivas,
durante o periodo pds-colheita ocorrem mudangas nas caracteristicas fisico-quimicas dos
morangos, frutos considerados ndo climatéricos. Essas caracteristicas fisico-quimicas
avaliadas para mamdes e morangos demonstraram que ocorreu acimulo de antocianinas,
quebra de clorofila e amolecimento durante o amadurecimento dos frutos, conforme discutido

por ROGIERS & KNOWLES (1997).
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Nos mamdes ‘Golden’ estudados, o teor de soOlidos soldveis ndo variou
significativamente durante os dias de armazenamento (Tabela 1). FAGUNDES &
YAMANISHI (2001) encontraram teores de sélidos soliveis variando de 9,9 a 12,5 °Brix em
mamdes do grupo ‘Solo’, sendo inferiores aos valores médios de 13,3 e 12,0 °Brix, obtidos
por VIEGAS (1992) para as cultivares ‘Sunrise-Solo’ e grupo ‘Formosa’, respectivamente.
FIORAVANCO et al. (1996) analisaram frutos do grupo ‘Solo’ e encontraram valores de
sélidos soliveis oscilando entre 8,7 e 11,7 °Brix. De acordo com ZHOU & PAULL (2001), o
teor de agicares em mamoes se mantém constante apds a colheita. O mamédo acumula pouco
amido, até 60 dias apds a antese, a quantidade € de aproximadamente 0,5%. Essa quantidade
diminui com o desenvolvimento do fruto e se estabiliza em torno de 0,1% ap6s 75 dias de
antese. Portanto, o mamio ndo apresenta quantidade significativa de amido para ser
hidrolisado durante o amadurecimento, o que resulta em pouca variacio nos teores de sélidos
soliveis durante a pds-colheita dos frutos (SELVARAJ et al., 1982).

A acidez tituldvel dos mamdes aumentou durante o amadurecimento (Tabela 1).
FAGUNDES & YAMANISHI (2001) encontraram valores entre 0,04 e 0,16% de acido
citrico. Segundo PAULL et al., (1999), o aumento da acidez na polpa de mamdes ao longo do
seu amadurecimento pode ser devido aos acidos galacturénicos liberados durante a hidrdlise
de componentes da parede celular, como a hidrélise da pectina pela pectinametilesterase,
responsaveis pela firmeza dos tecidos. Este incremento da acidez é devido ao aumento da
atividade metabdlica caracteristica do pico climatérico do mamao, que levaria a sintese de
dcidos orgénicos (PAULL & CHEN, 1983). Estes resultados sdo similares aos encontrados
por CAMARA et al. (1993), que observaram uma elevacio da acidez durante o
amadurecimento do mamao armazenado a temperatura de 10 °C.

Nos mamdes analisados, o teor de dcido ascorbico aumentou acentuadamente durante
os dias de armazenamento (Tabela 1). Segundo SELVARAJ et al. (1982), a quantidade de
dcido ascorbico nos frutos, 130-140 dias ap6s a antese, € menor quando comparada a frutos
mais verdes. No entanto, essa quantidade volta a aumentar quando o fruto comeca a
amadurecer, sendo que, no fruto maduro, a quantidade de acido ascérbico € praticamente a
mesma comparada com a do fruto com 15 dias apds a antese (SELVARAIJ et al., 1982). Além
disso, alguns estudos propdem que a manose e a L-galactose sdo intermedidrios na via de
sintese de acido ascérbico em plantas. Essas substancias sdo utilizadas para a biossintese de
carboidratos da parede celular. Assim, a degradacdo da parede celular durante o

amadurecimento prové substratos para a sintese de dcido ascérbico, podendo explicar o fato
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dos teores de acido ascérbico terem aumentado nos mamodes ‘Golden’ (CONKLIN, 2001;
WOLUCKA & VAN MONTAGU, 2003).

Para os mamdes, o desverdecimento da casca, observado nessa pesquisa através da
reducdo do angulo de cor (Figura 20), é decorrente da quebra da estrutura da molécula de
clorofila, envolvendo a atividade da enzima clorofilase. A elevacdo da atividade desta enzima
estd geralmente associada com a producgdo de etileno durante o amadurecimento do fruto
(TUCKER, 1993). De acordo com ZHOU & PAULL (2001), a cor da casca em mamdes se
altera rapidamente apds a colheita.

A firmeza da polpa do fruto é determinada pela forca de coesdo entre as pectinas
(LELIEVRE et al., 1997). Com a evolucdo do amadurecimento, ocorre atuagdo de enzimas
pectinoliticas, como o aumento da atividade da pectinametilesterase (LOURENCO &
CATUTANI, 1984), acompanhado por um aumento na atividade da poligalacturonase
(LAZAN et al.,, 1995), que transformam a pectina insolivel em solivel e promovem o
amolecimento dos frutos, conforme observado nos mamdes avaliados, onde a firmeza dos
frutos decresceu acentuadamente (Figura 18). O amolecimento dos frutos é um dos processos
do amadurecimento mais sensiveis ao etileno (LELIEVRE et al, 1997). A
pectinametilesterase tem efeito no amolecimento da parede celular, servindo para provocar
uma desmetilacio parcial, que permite a atividade da poligalacturonase (AWAD & YOUNG,
1979). Outra enzima que tem sido associada ao amolecimento da polpa dos mamdes é a [3-
galactosidase, que, provavelmente, completa a acdo da poligalacturonase (LAZAN et al.,
1989).

Nos morangos, usualmente durante a pés-colheita dos frutos, o teor de sélidos soldveis
aumenta no transcorrer do processo de amadurecimento dos frutos, seja por biossintese ou
pela degradacdo de polissacarideos (FRANCOSO et al., 2008), o que nao foi observado nesse
estudo, onde o teor de sélidos soliiveis ndo variou significativamente durante os dias
analisados (Tabela 2). De acordo com AZEVEDO (2007) e CALEGANO et al. (2002), os
dcidos orgénicos, medidos através da acidez tituldvel, tendem a diminuir apds a colheita dos
frutos, em virtude da sua utilizacdo como substrato respiratério, o que também ndo foi
observado nessa pesquisa com 0s morangos, onde a acidez titulavel aumentou durante os dias
de andlise (Tabela 2). Com relaco ao teor de dcido ascoérbico (vitamina C), o morango € uma
fruta citrica com grande teor de vitamina C (ROCHA et al., 2008), ainda que os niveis
oscilem conforme a cultivar, o estado de amadurecimento e as condi¢des de cultivo
(KIDMOSE et al., 1996) e, na literatura, sdo apresentados dados relativos de vitamina C

variando de 39 a 89 mg 100" g de polpa (DOMINGOS, 2000), como foi observado nessa
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pesquisa (Tabela 2). O 4cido ascérbico € uma das vitaminas mais instdveis, pelo que um
adequado manuseio p6s-colheita € fundamental para evitar a reducio dos seus niveis (NUNES
et al., 1995), reducdo essa que foi observada nos morangos desse estudo (Tabela 2). Além
disso, o decréscimo no teor de dcido ascérbico € atribuido a maior atuagdo da enzima acido
ascorbico oxidase (ascorbato oxidase) (NOGUEIRA et al., 2002).

Com relacdo a coloragdo dos morangos, a cor vermelha caracteristica é desenvolvida
através da sintese de antocianinas (GIVEN et al., 1988), compostos antioxidantes instaveis
presentes em niveis elevados nesses frutos (AABY et al., 2005), que podem sofrer alteracdes
de cor ou degradacdo dependendo das condi¢des de exposi¢do do produto, como sejam a
temperatura (HOLKROFT & KADER, 1999), o pH e a concentragio de O, e/ou CO, (GIL et
al.,, 1997). A presenca de enzimas e a perda de dgua também podem afetar o perfil das
antocianinas (KALT et al., 1993). HOLKROFT & KADER (1999) consideram que a via
biossintética das antocianinas se mantém operativa mesmo a baixas temperaturas, fomentando
um aumento continuo de antocianinas durante o periodo de armazenamento dos frutos (GIL et
al.,, 1997; KALT et al., 1993), como observado nesse estudo (Figuras 22 e 23). Os 4cidos
organicos presentes nos morangos possuem importancia a nivel da regulacdo do pH vacuolar,
influenciando a estabilidade das antocianinas e, possuindo consequentemente, um papel
relevante na cor dos frutos (AZEVEDO, 2007).

Durante o amadurecimento, ocorre uma série de alteragdes nos frutos, sendo uma delas
0 amolecimento, relacionado com o metabolismo da parede celular (CIVELLO et al., 1999),
com um aumento da acdo de diversas enzimas especificas como a celulase (TRAINOTTI et
al., 1999), a xilosidase (MARTINEZ et al., 2004), a galactosidase (TRAINOTTT et al., 2001),
as expansinas (DOTTO et al., 2006) e a pectato-liase (BENITEZ-BURRACO et al., 2003). A
reducdo da firmeza dos morangos ao longo do tempo de andlise desse estudo (Figura 19)
parece sugerir um amolecimento dos frutos. AZEVEDO (2007) verificou que, apesar dos
diferentes valores iniciais, no final do periodo de armazenamento, todas as cultivares de
morango estudadas apresentavam uma reducdo da firmeza.

Eventos bioquimicos semelhantes frequentemente ocorrem durante o amadurecimento
de frutos climatéricos e ndo climatéricos incluindo mudanca na coloragdo, metabolismo
alterado de amido/agicar, amolecimento, modificacdo na textura, sintese de volateis
aromadticos e aumento da susceptibilidade a patdgenos (CARA & GIOVANNONI, 2008).
Além disso, genes comuns regulando o amadurecimento em ambos os tipos de frutos ainda
mostram expressao alterada, suportando a hipdtese que os caminhos de regulacdo dos genes

dependentes e independentes do etileno coordenam o processo de amadurecimento dos frutos
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com reguladores primdrios possivelmente conservados através da evolugdo (ADAMS-
PHILLIPS et al., 2004; LELIEVRE et al., 1997).

Se analisarmos a totalidade das mudancas fisioldgicas e fisico-quimicas durante a pds-
colheita e ndo necessariamente a presenca de picos na produgdo de etileno e na respiracio
como uma necessidade para o amadurecimento, poderemos propor uma melhor defini¢cdo para
frutos climatéricos e ndo climatéricos. O amadurecimento pode ser visto como um fendmeno
oxidativo que envolve peroxidagdo lipidica pelos radicais livres e alteracdes nos niveis de
antioxidantes. Ao mesmo tempo em que observamos essas alteracdes, ainda acontecem
mudangas na qualidade dos frutos que hoje sdo chamadas de amadurecimento. Portanto, o
processo do amadurecimento pode sim ser considerado parte da senescéncia, como € hoje

definida.

6 CONCLUSOES

No inicio do amadurecimento de mamdes, sugere-se que o etileno se mostra como
gatilho para as alteragdes no fruto e ndo como uma resposta a um possivel estresse oxidativo.

O climatério respiratorio € consequéncia do aumento do metabolismo celular, mas,
como ele préprio € fonte de espécies ativas de oxigénio, sugere-se que ele contribua para a
ocorréncia do estresse oxidativo, evidenciado por alteracdes na catalase, glutationa redutase,
super6xido dismutase, ascorbato peroxidase e peroxidacao lipidica.

Os morangos apresentaram alteragdes nas atividades da glutationa redutase e da
superoxido dismutase, além de mostrarem mudangas nas caracteristicas fisico-quimicas, na
respiracdo e na producdo de etileno. Contudo, os resultados foram inconclusivos para
relacionar a atividade das enzimas antioxidantes com o padrio de amadurecimento do

morango.
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