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RESUMO

Efeito da aplicagao de 1-metilciclopropeno e etileno na fisiologia e no
amadurecimento de mamées ‘Golden’

O mamao é um fruto climatérico, cujas transformacgdes resultantes do
amadurecimento ocorrem rapidamente apdés a colheita. O tratamento com 1-
metilciclopropeno (1-MCP) tem sido testado para ampliar sua vida util, entretanto,
com resultados até entdo pouco consistentes. Pesquisas com peras, bananas e
ameixas foram realizadas utilizando conjuntamente 1-MCP e etileno, com resultados
relevantes. Portanto, o objetivo deste trabalho foi estudar a fisiologia e a
conservagao pos-colheita do mamao ‘Golden’, submetido a diferentes combinagdes
de 1-MCP e etileno, aplicados simultaneamente. Os frutos foram colhidos em
pomares comerciais no estadio 1 de maturagdo, tratados e armazenados em
camaras frias a 11 e a 22°C. O projeto foi dividido em trés etapas. Na primeira etapa,
observou-se que doses de 100 e 200 nL.L" de etileno combinados com iguais
concentracbes de 1-MCP, apresentaram resultados semelhantes aos do 1-MCP
aplicado isoladamente. Na segunda etapa, o etileno nas concentragdes entre 0 e 10
uL.L™ foi combinado com 100 nL.L™" de 1-MCP. Esse aumento na concentragdo de
etileno diminuiu ou até mesmo anulou a acdo do 1-MCP, nas concentracbes mais
elevadas. A mudanca de cor e a perda da firmeza foram mais lentas nos tratamentos
com 1-MCP na dose de 100 nL.L™, aplicado sozinho ou associado a menor dose de
etileno (2,5 pL.L™"). Estes mesmos tratamentos apresentaram atividade respiratéria
e producgéao de etileno menores que o controle. Na terceira etapa, os frutos tratados
apenas com 1-MCP e 1-MCP mais etileno nas doses de 1 e 2,5 uL.L™", mostraram
maior retencdo da firmeza externa, firmeza interna e cor da casca. A aparéncia
também foi melhor nestes tratamentos, com menor porcentagem de frutos podres. O
teor de sodlidos soluveis foi semelhante em todos os tratamentos e o de acido
ascorbico foi mais elevado nos frutos tratados apenas com 1-MCP. A producdo de
etileno e a concentragdo de etileno endégeno foram maiores nos frutos que
receberam apenas 1-MCP. A atividade respiratéria e a concentragcdo de CO;
endégeno mostraram pouca variagcdo entre os tratamentos, durante o
armazenamento. O teor de carotendides foi menor nos tratamentos que receberam
as maiores doses de etileno. O teor de clorofila foi maior no tratamento que recebeu
apenas 1-MCP o qual levou mais tempo para tornar-se amarelo. A atividade da
enzima pectinametilesterase (PME) foi menor nos tratamentos com 1-MCP e 1-MCP
mais etileno na dose de 1 pL.L™". A atividade das enzimas 1-aminociclopropano-1-
carboxilico sintase (ACS) e oxidase (ACO) alternaram periodos de elevada e de
baixa atividade em todos os tratamentos, durante o armazenamento. A aplicacéo
simultdnea de 1-MCP e do etileno mostrou resultados promissores no controle do
amadurecimento do mamao ‘Golden’.

Palavras chave: Carica papaya; 1-Metilciclopropeno; Etileno; Conservagao pos-
colheita; ACC Sintase e Oxidase; Biossintese de Etileno



12



13

ABSTRACT

Effect of 1-methylcyclopropene and ethylene on the physiology and ripening of
‘Golden’ papaya

Papaya is a climacteric fruit which ripening resulting transformations occur
rapidly after harvest. Treatment with 1-methylcyclopropene (1-MCP) has been tested
to extend its shelf life, however, with inconsistent results so far. Researches with
pears, bananas and plums were carried out using 1-MCP and ethylene with relevant
results. Therefore, the aim was to study the physiology and postharvest storage of
'Golden' papaya subjected to different combinations of 1-MCP and ethylene applied
in the same time. The fruits were harvested from commercial orchards in stage 1 of
ripening, they were treated and stored in cold chambers. The study was divided into
three stages. In the first step it was observed that doses of 100 and 200 nL.L™" of
ethylene combined with equal concentrations of 1-MCP showed similar results to the
1-MCP applied alone. In the second step, ethylene concentrations between 0 and 10
uL.L" were combined with 100 nL.L" of 1-MCP. This increase in ethylene
concentrations, decreased or even nullified the action of 1-MCP. The change in color
and the firmness loss were slower in the treatments using 100 nL.L”" of 1-MCP
applied alone or associated with a lower dose (2.5 pL.L™") of ethylene. These same
treatments showed less respiratory activity and ethylene production than the control.
In the third step, the fruits treated only with 1-MCP and 1-MCP more ethylene at the
doses of 1 and 2.5 pL.L'1, showed higher retention of external and internal firmness
and the green color of peel. The appearance was also better in these treatments,
with a lower percentage of rotten fruit. The soluble solids content was similar for all
treatments and the ascorbic acid was higher in the fruits treated only with 1-MCP.
The ethylene production and endogenous ethylene concentration was higher in fruits
treated only with 1-MCP. Respiratory activity and endogenous CO, concentration
showed few variation among the treatments during the storage. The carotenoid
content was lower in the treatments that received the highest doses of ethylene. The
chlorophyll content was higher in treatments with only 1-MCP, which took longer to
become yellow. The pectinmethylesterase (PME) enzyme activity was lower in
treatments only with 1-MCP and 1-MCP more ethylene at a dose of 1 uL.L™". The 1-
aminocyclopropane-1-carboxylic acid synthase (ACS) and oxidase (ACO) enzyme
activity, alternate periods of high and low activity in all treatments during storage.
Simultaneous application of 1-MCP and ethylene showed promising results in the
ripening of papaya 'Golden'.

Keywords: Carica papaya; 1-Methylcyclopropene; Ethylene; Post-harvest
conservation; ACC Synthase and Oxidase; Ethylene Biosynthesis
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1 INTRODUGAO

Simao (1998) relatou que o0 mamao é uma das frutas mais cultivadas no
mundo, especialmente em areas tropicais onde a temperatura média anual é de
25°C. O Brasil € o segundo produtor mundial de mamao, perfazendo cerca de 19%
do total produzido (FNP, 2011).

As areas de fisiologia e tecnologia pdés-colheita tém apresentado avangos
substanciais, tendo como foco a redugao das perdas quantitativas e qualitativas que
ocorrem em frutos durante as atividades de classificacdo, armazenamento e
comercializagao (WILLS et al., 1998; KADER, 2002; CHITARRA; CHITARRA, 2005).
Para reduzir estas perdas, foi necessario melhorar os processos de manejo pos-
colheita e conhecer a biologia e os fatores ambientais envolvidos na deterioragéo
dos frutos, bem como as tecnologias que retardam a senescéncia e preservam a
qualidade dos mesmos (AMARANTE; STEFFENS, 2009).

Ao longo das ultimas duas décadas, as conquistas em muitas disciplinas
tiveram seus impactos na compreensdo dos processos relacionados ao
amadurecimento de frutos, especialmente a elucidagao da biossintese do etileno, os
aspectos do amolecimento dos frutos e do controle genético do amadurecimento
(HUBER, 1995).

O etileno esta envolvido na aceleracdo do amadurecimento e da senescéncia
de frutos climatéricos. Em determinado estadio do amadurecimento, este hormdnio
se liga ao seu receptor na célula, um complexo protéico-enzimatico e desencadeia
uma série de eventos que culminam com o amadurecimento do fruto (BURG; BURG,
1967; LELIEVRE et al., 1997). Foi verificado que a inibigao da ligacéo do etileno ao
seu receptor pode reduzir a produgao e a agao do mesmo e, com isso, retardar o
amadurecimento e a senescéncia de frutos climatéricos (SISLER; SEREK, 1997).

Sendo o etileno o principal hormdnio promotor do amadurecimento em frutos
(KADER, 2002; CHITARRA; CHITARRA, 2005), o emprego do armazenamento
refrigerado, associado ao uso de inibidores da sintese do etileno, como por exemplo
a aminoetoxivinilglicina (AVG) e da acdo, como o 1-metilciclopropeno (1-MCP)
(WATKINS, 2006; RONGCAI; DAVID, 2007) preservam a qualidade pés-colheita dos
frutos.

A utilizacdo do 1-MCP é considerado um avango para a maga, como

tecnologia de armazenamento, para manutencdo da qualidade para o consumidor.
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Em macgés, o 1-MCP mantém componentes de qualidade como firmeza (crocancia),
conteudo de agucar (dogura) e acidez titulavel. O 1-MCP ¢é aplicado como um gas
por periodos relativamente curtos (2-24 horas) e é eficaz em concentragbes muito
baixas, ndo é toxico e praticamente n&do deixa residuo. Hoje tem aprovacgéo para
produtos agricolas em mais de 26 paises da América Latina, América do Norte,
Europa, Africa, Asia e Oceania, com uso comercial em maca, kiwi, tomate, banana,
ameixa, caqui, abacate e melao (AGROFRESH, 2007).

Contudo, a aplicacdo do 1-MCP pode acarretar certos problemas para
algumas frutas, como péras, bananas e mamdes, 0s quais podem apresentar o
chamado comportamento “sempre verde”, ou ainda, haver mudanga na coloracéao,
sem que o fruto perca a firmeza. Com a finalidade de tentar solucionar este
problema muitas vezes causado pela aplicacédo do 1-MCP, foi proposto a aplicagao
conjunta dos reguladores 1-MCP e etileno no mamé&o “Golden’, tendo como base,
resultados promissores de pesquisas realizadas por Golding et al. (1998) em

bananas e Abdi et al. (1998) em ameixas.
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2 OBJETIVO

Determinar combinagdes de doses de 1-MCP e etileno, aplicados
simultaneamente, com a finalidade de prolongar a vida util pés-colheita do maméao

‘Golden’, sem prejudicar o amadurecimento.
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3 DESENVOLVIMENTO

3.1 Revisao Bibliografica

3.1.1 Aspectos da Cultura

O mamoeiro € uma planta herbacea, com altura entre 2 e 8 m, sistema
radicular superficial, com raizes brancas e pouco abundantes, caule geralmente
unico, fibro-esponjoso, verde a cinza-claro, facil de quebrar e cercado por coroa de
folhas. Folhas grandes, alternadas, lobadas, peciolo longo (25-100 cm), 6co e fragil.
As flores podem ser masculinas, femininas ou hermafroditas (em individuos
distintos), de cor branco-amarelada a amarela, com ovario de formato arredondado
ou alongado (cilindrico). O fruto é uma baga, com formatos arredondado, cilindrico
ou periforme, de cor amarela ou alaranjada quando maduro. A polpa tem
consisténcia suave e suculenta, cor salmao, vermelha e até amarela, com sementes
negras que se inserem na cavidade interna do fruto. A composi¢ao por 100 g de
polpa é de 32 calorias, 90 g de agua, 8,3 g de carboidratos totais, 0,6 g de fibra, 0,5
g de proteinas, 0,1 g de gorduras, 20 mg de calcio, 0,4 mg de ferro, 13 mg de
fésforo, 110 mg de caroteno, 0,03 mg de vitamina B4, 0,04 mg de vitamina. B, e 46
mg de vitamina C.

O mamao completa o amadurecimento de 4 a 6 meses apos a abertura da
flor, todavia os frutos normalmente s&o colhidos antes do amadurecimento completo.
Aqueles destinados a exportagdo ou armazenamento por periodos longos sao
colhidos normalmente quando a coloragdo da casca passa do verde escuro para o
verde claro (sementes negras e inicio de coloragao résea da polpa). Entretanto, se
mantidos na planta por maior periodo, a qualidade da polpa serd melhor (SAO
PAULO-SECRETARIA AGRICULTURA, 1998).

E a 32 fruta mais consumida pelos brasileiros, sendo o consumo per capita
pouco mais de 2 kg anuais, valor considerado ainda baixo pelo mercado. Os estados
da Bahia e Espirito Santo respondem por 85% da producéo brasileira. A exportagao
brasileira de mamao comegou a ter alguma expressao a partir da década de 80 e os
principias centros importadores encontram-se na Europa (80%) e USA (14%)
(BRAPEX, 2010),

A producéo brasileira é baseada em 2 grupos de variedades, sendo eles:
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- Solo: procedente do Havai, precoce, frutos periformes ou arredondados, muitos
cultivares, com peso de 400-600 g, polpa laranja-avermelhada de excelente sabor.
- Formosa: varios hibridos, de origem chinesa, frutos com peso de 0,8 a 2,5 kg e

polpa avermelhada.

3.1.2 Aspectos Econémicos

Manrique e Lajolo (2004) afirmaram que os frutos sao colhidos apds terem
alcangado o estadio de maturidade fisiolégica, quando o desenvolvimento esta
concluido e o crescimento cessou. Neste ponto, comeg¢a o amadurecimento e 0s
frutos adquirem as caracteristicas organolépticas para serem consumidos.

Nao apenas o mercado interno, mas especialmente as exportagbes de frutas
brasileiras, ressentem-se da falta de tecnologias adequadas que permitam conservar
as caracteristicas das frutas tropicais colhidas bem proximas ao completo
amadurecimento (PIZA JUNIOR, 1992).

Segundo Lacerda, Lacerda e Assis (2004), o agronegocio brasileiro €
responsavel por 21% do Produto Interno Bruto (PIB), gerando 37% dos empregos no
pais e responsavel por 41% das exportagdes. Contudo, o Brasil ainda pode melhorar
sua inser¢do no mercado internacional de frutas frescas, com perspectivas de atingir
US$ 2 bilhdes em poucos anos, sendo que hoje é de US$ 610 milhdes (IBRAF,
2011).

O Brasil é hoje o terceiro maior produtor de frutas do mundo, e 0 mamé&o
representa cerca de 4,5% desta produgdo, segundo relatos do IBGE (2008). De
acordo com dados do FNP (2011) a produgdo de maméao foi de 1.890.286t em 2008,
e a exportacdo foi de 27.554t e US$ 34,5 milhdes em 2009, ocupando o 2° lugar em
produgdo mundial (FAEB, 2011).

Um dos principais problemas com o mamao depois de colhido € o
amadurecimento irregular dos frutos de um mesmo lote, como consequéncia de uma
inadequada escolha nas casas de embalagem (BRON et al., 2004).

Para a definicdo do ponto de colheita, deve-se levar em consideracdo a
distancia e a exigéncia do mercado consumidor, bem como o meio de transporte. Os
frutos no estadio inicial de maturagéo (menos de 10% de cor) podem ser destinados

a exportacado por via maritima. Optando-se pelo embarque aéreo, os frutos podem
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ser enviados num estadio mais maduro, e mesmo assim, chegardo ao mercado de
destino em boas condigdes de comercializagdo (MARTINS; COSTA, 2003).

3.1.3 Conservagao Pés-Colheita de Frutas

Chitarra e Chitarra (2005) mencionaram que as caracteristicas de qualidade
diferem entre os produtos de uma mesma espécie de acordo com a origem,
condicbes de producdo, armazenamento, comercializacdo e finalidade que sera
dada ao produto. Frutas e hortalicas necessitam de cuidados especiais no campo e
na fase pds-colheita para apresentarem boas caracteristicas de qualidade, préprias
de cada espécie ou cultivar, mas que podem sofrer modificacbes decorrentes dos
fatores externos ou mesmo do manuseio incorreto.

Malgarim et al. (2005) afirmaram que a refrigeracdo convencional € o método
mais utilizado para o armazenamento de frutas. Tratamentos suplementares a
refrigeracdo como uso de atmosfera modificada ou controlada, irradiacao,
tratamentos quimicos, revestimentos comestiveis, ceras e biotecnologia, também
sdo beneficios que controlam danos, reduzindo a perda de umidade, prevenindo as
desordens fisiolégicas e aumentando o periodo de vida utii dos vegetais
(CHITARRA; CHITARRA, 2005).

O amolecimento dos frutos ocorre devido a perda de turgor (transpiracdo) e
por degradacgao da parede celular (CHITARRA; CHITARRA, 2005). A parede celular
€ constituida por celulose, hemicelulose, pectinas, proteinas estruturais e lignina. As
principais modificagbes durante o amaciamento dos tecidos s&o atribuidas a
degradagao das pectinas, que sao os principais constituintes da lamela média.

O 1-metilciclopropeno (1-MCP) é um produto que tem sido utilizado na
extensdo da vida pdés-colheita e manutengcdo da qualidade de produtos vegetais,
inibindo temporariamente a agado do etileno, em especial o0 amadurecimento dos
frutos. Liberado para uso em varios paises, incluindo o Brasil, o 1-MCP é um produto
promissor para utilizagao na pds-colheita de produtos vegetais. O 1-MCP é um gas,
embora seja comercializado na formulagdo p6. A aplicagédo do produto é realizada
dentro de cdmaras de armazenamento, pela mistura do p6 a agua, o que permite a
liberagéo do gas (PINHEIRO et al., 2005).

Segundo Corrent et al. (2005) macas tratadas com 1-MCP apresentaram

firmeza de polpa 6 N superior aquelas nao tratadas. Isso significa um ganho
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tecnolégico importante uma vez que essa € uma das principais variaveis de
qualidade. O conteudo de sdlidos soluveis totais também foi mais elevado em frutas
tratadas com 1-MCP, provavelmente devido a menor atividade respiratéria

relacionada a menor producéao de etileno.
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4 PADROES DE AMADURECIMENTO EM FRUTOS CLIMATERICOS E NAO
CLIMATERICOS

O amadurecimento de uma fruta consiste em um complexo processo genético
programado, que culmina em mudangas na cor, textura, sabor e aroma. Baseado em
seus padroes respiratorios, as frutas podem ser divididas em 2 grupos: os
climatéricos, nos quais o amadurecimento ocorre acompanhado por um pico
respiratorio e concomitantemente aumento do etileno, e os nao climatéricos, no qual
nao existe mudancga na respiracdo e produgao de etileno ou estes sdo em niveis
muito baixos (LOPEZ-GOMEZ et al., 2009).

O etileno tem um importante papel durante o amadurecimento de frutos
climatéricos, iniciando e coordenando diversos processos, tais como
desenvolvimento de cor, amolecimento e formacdo do aroma (BALBOTIN et al.,
2007).

Portanto, muitas das alteragdes relacionadas com o amadurecimento em
frutos climatéricos sdo desencadeadas pelo etileno, enquanto néao se tem tal relagéo
nos nao climatéricos, mas, a natureza das mudangas associadas ao
amadurecimento sdo semelhantes entre os dois tipos. Além disso, dentro de uma
mesma espécie, algumas cultivares podem mostrar um padrao de fruto climatérico
enquanto outras ndo. Assim, pode nao haver fundamentais diferengas entre os dois
tipos de frutos, no entanto, por razdes histéricas e conveniéncia da descricdo, os
dois s&o considerados separadamente (SRIVASTAVA, 2002).

Sabe-se que a quantidade de etileno nos frutos climatéricos aumenta durante
o0 amadurecimento. A evolugéo do pico de etileno indica um aumento climatérico da
respiracdo. O sistema 1 de agao da biossintese do etileno em frutos verdes, produz
uma quantidade insignificante de etileno enddgeno. A concentracdo de etileno
aumenta gradualmente com amadurecimento para atingir um nivel limiar
determinado para sua sintese em massa. Isto é associado com a ativagdo do
sistema 2 da biossintese do etileno, conhecido como ciclo da metionina
(BULANTSEVA et al., 2009).

Nos frutos ndo climatéricos, os baixos niveis de producdo de etileno
continuam durante o amadurecimento e também nao existe aumento da atividade

respiratoria, ou mesmo na producgao de etileno (SRIVASTAVA, 2002)
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Tais mudancgas sédo decorrentes do aumento da atividade enzimatica, e no
caso de frutos climatéricos, estdo associadas a mudancas da atividade respiratéria e
biossintese de etileno (RHODES, 1980; VENDRELL; PALOMER, 1997).

Assim, temos uma série de enzimas que sao reguladas pelo etileno, como por
exemplo, celulase, pectinase, peroxidase, poligalacturonase, B-1,3-glucanase,
fenilalanina-amonioliase (PAL), polifenol oxidase (PPO), entre outras. Deve ser
destacado a importancia do etileno na sintese dos compostos fendlicos, tanto dos
acidos fendlicos simples como dos flavondides, através das enzimas PAL, PPO e
chalcona sintetase (RODRIGUES; ONO, 2001).

Dessa forma, a atividade de algumas enzimas hidroliticas, tais como
poligalacturonase, pectinametilesterase, a e B-glucanase tem sido estudada durante
o amadurecimento do mamé&o papaia (Carica papaya L.), sugerindo que estas
enzimas tem um importante papel no amolecimento da fruta (EASTMAN et al.,
2009).

4.1 Etileno

Praticamente todas as partes das plantas produzem etileno em pequenas
quantidades em algum momento de sua ontogenia (TAIZ; ZEIGER, 2009). As frutas
nao climatéricas também produzem etileno, porém numa quantidade menor do que a
verificada nas climatericas. O etileno € um horménio vegetal de estrutura simples
que esta envolvido em inumeros processos fisioldgicos, desde a germinagao de
sementes até o amadurecimento e senescéncia de frutos.

Rodrigues e Ono (2001) afirmaram que o etileno apresenta inumeros efeitos
fisiolégicos, como quebra da dorméncia de gemas e sementes, expansao de 6rgaos,
formagdo de raizes, floragdo, expressdo sexual, epinastia, formagdo do gancho
plumular, senescéncia de folhas e flores, abscisdo e maturacéo de frutos.

Embora parega muito provavel que o vacuolo seja o compartimento onde o
etileno é formado na célula, ndo se sabe se é o unico (KENDE, 1989). Este
horménio difunde-se dentro e fora dos tecidos vegetais, podendo afetar a qualidade
de produtos horticolas, como a cor, textura, sabor e aroma (CASTRO; SENA,
KLUGE, 2002). Tais efeitos podem ser benéficos, como por exemplo, em centrais de

distribuicdo na uniformizacdo do amadurecimento de varios produtos, ou



25

indesejaveis, durante o armazenamento e transporte de frutos e hortaligas, por
acelerar o seu amadurecimento, reduzindo sua vida util.

Tem efeito sobre sua prépria sintese e na percepgéao pelos tecidos das frutas,
as quais sofrerao efeitos sobre os processos de amadurecimento. Apesar do
amadurecimento também estar sob o controle de desenvolvimento de sinais como
abscisdo, germinacdo, senescéncia e maturagcédo, ainda assim, quando se inibe a
percepcgao do etileno no fruto, retarda-se o amadurecimento e aumenta sua vida de
prateleira (LURIE, 2008).

Sabe-se, no entanto, que a sintese de etileno e também de seus receptores
pode variar com o ciclo de vida das frutas, aumentando ou diminuindo seus
receptores a medida que o orgao envelhece. Para frutos climatéricos colhidos antes
do amadurecimento, como é o caso da banana, a aplicagdo de etileno encurta o
periodo pré-climatérico, antecipando o amadurecimento dos frutos, indicando que o
etileno estimula a sintese de etileno auto-catalitico e/ou de seus receptores (SILVA
et al., 2003). Este fitohorménio é encontrado nos espacos interceluares, e tem como
precursor primario o aminoacido metionina, como intermediario S-adenosilmetionina
(SAM) e como percursor imediato o acido aminociclopropano carboxilico (ACC)
(TAIZ; ZEIGER, 2009).

A metionina €& convertida em SAM por acdo da enzima metionia S-
adenosiltransferase. A molécula de SAM é cindida em duas metades, sendo uma
parte reciclada através do ciclo Yang e a outra parte é convertida em ACC por agao
da enzima ACC sintase. A ACC oxidase em condi¢gdes aerobica converte a ACC em
etileno (CASTRO; KLUGE; PERES, 2005).

A maior producédo de etileno deve-se também a reciclagem da metionina
durante o climatérico através do ciclo Yang. A reciclagem do ACC também pode
contribuir para um aumento na producido de etileno, mas este evento parece atuar
mais como um ponto de regulagdo da produgéo do fitohorménio.

A aplicacdo de etileno nas frutas nao climatéricas, em qualquer fase da
maturagdo, resulta num aumento da atividade respiratoria, proporcional a
concentracao aplicada e duravel até cessar a exposi¢cao ao fitohormdnio. Nas frutas
climatéricas, a producéo de etileno € reduzida na fase pré-climaterica, elevando-se
até o maximo no climatérico para posteriormente declinar. Normalmente, a aplicagao
exdgena de etileno nestas frutas antecipa uma unica vez o pico climaterico quando

aplicado na fase pré-climatérica. O aumento da respiracdo independe da
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concentracdo de etileno aplicada. O padrao respiratério ndo € alterado, o que ocorre
€ a precocidade do pico proporcional a concentragdo de etileno (CHITARRA;
CHITARRA, 2005).

Geralmente, os seus multiplos efeitos, que culminam com a senescéncia,
iniciam com a maturagao dos frutos, sendo ele ativo biologicamente em quantidades
tragos, provocando importantes efeitos em nivel comercial (YANG; HOFFMAN,
1984). Entretanto, a resposta dos frutos, quando expostos a este gas, sao variaveis,
dependendo da espécie e cultivar. De acordo com Saltveit (1999) a sensibilidade a
este fitohormdnio varia durante o desenvolvimento da planta e dos frutos, bem como
da taxa de sintese e degradagao desse gas nos tecidos.

Em trabalho realizado por Mainard et al. (2006) o tratamento com etileno
antecipou os eventos relacionados ao amadurecimento, enquanto estes eventos
foram atrasados pelo tratamento com 1-MCP. Embora os frutos tratados com 1-MCP
tiveram a capacidade de recuperar a sintese de etileno, ndo se viu tipico pico de

respiragao.
4.1.1 Mecanismo de Agao

O conhecimento do potencial de produgao de etileno pelas frutas auxilia no
manejo poés-colheita, uma vez que o0 armazenamento, numa mesma camara
frigorifica de frutas com diferentes taxas de produgao de etileno, reduz a vida poés-
colheita daquela que possui menor taxa de producdo, devido ao efeito estimulante
do etileno na antecipac¢édo do climatério (JACOMINO et al., 2008).

O mecanismo de agao do etileno em nivel molecular ainda é objeto de estudo
(CHITARRA; CHITARRA, 2005). Para exercer sua agao o etileno se liga a
receptores protéicos da membrana plasmatica (hidroxiprolina-ETR1), que contém
Cu?* ou Zn*" como sitio de ligagdo (Figura 1). Esse complexo etileno-receptor,
através de um mensageiro secundario, leva o sinal do etileno até o DNA (nucleo), o
que é chamado de transducdo do sinal. No nucleo ocorre a producao de RNA
mensageiro (MRNA) especifico de algumas enzimas hidroliticas (celulase,
poligalacturonase e pectinases), sendo essa fase denominada de transcri¢ao génica.
Em seguida, com o mRNA no citoplasma, ocorre a fase de tradugdo do sinal, ou
seja, a sintese dessas enzimas no R.E. (reticulo endoplasmatico). Essas enzimas

migram ao complexo de Golgi, onde sao liberadas na parede celular (PC),
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ocorrendo, em fungdo da acdo da enzima especifica, a degradagdo da celulose,
pectina, entre outras, amolecendo a parede e iniciando o processo de maturagao
(RODRIGUES; ONO, 2001).

Contudo, o amadurecimento de frutos climatéricos é fortemente e, as vezes,
irreversivelmente reprimida/suprimida em resposta a aplicacdo do 1-MCP,
principalmente no inicio da maturacdo, quando a produgao de etileno € baixa, ou
seja, no nivel pré-climatérico (ZHANG et al., 2009). Dependendo de quanto tempo o
antagonista permanecera ligado, as vezes um curto tempo outra por um longo
periodo, o vegetal permanecera insensivel ao etileno (SISLER, 2006).

O 1-MCP vem sendo amplamente testado para utilizagdo em pds-colheita.
Este composto liga-se de modo irreversivel aos receptores de etileno, impedindo sua
acao e, consequentemente, bloqueando as reagdes de amadurecimento
dependentes deste fitormonio (SEREK; SISLER; REID, 1994; GIRARDI et al. 2003).
Porém, Sisler e Serek (1997; 1999) relataram que a meia vida do 1-MCP ligado ao
receptor foi estimada em aproximadamente 30 dias.

Como o etileno é o fitormbénio que desencadeia os processos de
amadurecimento, faz-se entdo necessario a inibicdo de sua sintese ou de sua agao
para retardar esse processo. Uma das formas de bloquear a agao do etileno é pela
utilizacdo de compostos que atuam em seus sitios receptores, presentes nas
membranas celulares.

ZHANG et al. (2009) propuseram que os niveis de etileno interno influenciam
fortemente a eficacia do 1-MCP e, que desse modo, poderia explicar a perda de
sensibilidade de alguns frutos climatéricos ao 1-MCP, quando aplicado em estadios
de maturacdo mais avancados.

Jiang et al. (2002a; 2004c) relataram que a sintese de novos sitios deve ser
afetada pela temperatura. Em banana, temperaturas entre 30 e 40°C resultaram em
rapida recuperagcao do amadurecimento, enquanto que a aplicagdo de 1-MCP a
2,5°C foi menos efetiva que a 15 e 20°C, sugerindo que a ligacado a baixas
temperaturas foi incompleta.

Baseado na natureza e quantidade de etileno produzido durante o
crescimento e desenvolvimento da planta, incluindo amadurecimento do fruto, foi
introduzido o conceito de sistema 1 e 2 (McMURCHIE; McGLASSON; EAKS, 1972).
No sistema 1, o etileno é produzido a baixos niveis e contribui para producao basal

pela planta durante varios estadios do crescimento e desenvolvimento e é auto-



28

inibitério. No sistema 2, os niveis sao altos, operando durante o climatérico dos
frutos e senescéncia de algumas flores e é auto-estimulado (OETIKER; YANG,
1995). Yokotani et al. (2009) afirmaram que mesmo quando o efeito do etileno no

sistema 1 é eliminado, o fruto pode iniciar o sistema 2, levando a maturagao.
4.1.2 Genes Associados ao Amadurecimento

O principal foco nas pesquisas com etileno, tem sido a elucidagdo da
recepcao e transdugdo do sinal, usando Arabidopsis thaliana como modelo
(GOLDING; EKMAN; McGLASSON, 2005). Em 1993, foi isolado o gene ETR;,
quando se descobriu que uma mutagao pontual neste gene conferiu a Arabidopsis
thaliana insensibilidade ao etileno. Quatro homologos adicionais ao ETR4 (ETRy,
ERS, ERS; e EIN4) também foram isolados, e uma mutagdo pontual também foi
realizada em cada homologo que produz insensibilidade ao etileno (O’'MALLEY;
BLEECKER, 2003).

As respostas ao etileno sdo mediadas por familias de receptores, sendo que o
numero de isoformas destes receptores varia de espécie para espécie. Em
Arabidopsis thaliana onde a maioria das pesquisas tém sido desenvolvidas, existem
5 isoformas do receptor, onde todos podem se ligar ao etileno (BINDER, 2008).
Rodrigo e Zacarias (2007) mostraram que o tratamento pds-colheita com etileno
reproduz e acelera as mudangas bioquimicas e expressdo de genes que ocorrem
naturalmente durante o amadurecimento das frutas.

Um modelo inverso de agonista da transdugéo de sinal do etileno prevé que a
magnitude da resposta a sensibilidade a esse fitohormbénio aumenta quando o
numero de receptores diminui. Por outro lado, aumento na expressao dos receptores
leva a uma diminuicdo da sensibilidade. Uma série de estudos tem mostrado existir
mudancas nos niveis de transcricdo dos receptores durante o desenvolvimento do
fruto ou por resposta a certos estimulos (BINDER, 2007).

A variedade de mamao Golden tem curta vida pés-colheita e responde
imediatamente ao tratamento com etileno, porém pouco se sabe sobre a expressao
do gene correspondente (FABI et al., 2010). An e Paull (1990) mostraram que a
aplicacdo exdgena de 100 pL.L" de etileno estimulou o amadurecimento de
mamodes, evidenciado pelo amolecimento da polpa, degradagdo da clorofila e

sintese de carotendides na casca.
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O uso de etileno exégeno para induzir amadurecimento em mamao ‘Golden’
permitiu a Fabi et al. (2010) identificarem genes que sdo positivamente ou
negativamente regulados por este horménio. Como uma fruta tipicamente
climatérica, o mamao sofre enormes alteragdes fisicas e quimicas em um periodo
muito curto, que denotam mudancas significativas no padréo de expressao de varios
genes (FABI et al., 2009).

Descobertas recentes tém ampliado a compreensdo do mecanismo regulador
que precede e regula a indugao de etileno durante o amadurecimento. Os receptores
LeERT4 e LeETRs séo proteinas degradadas em resposta a aplicagdo de etileno,
resultando em aceleragdo da maturacdo dos frutos. Como os receptores sao
reguladores negativos da sinalizacdo do etileno, a degradacdo dos mesmos
resultaria em aumento progressivo na ativagdo da sensibilidade hormonal,
disparando o amadurecimento, quando um limite especifico nos niveis de receptores
€ atingido (CARA; GIOVANNONI, 2008).

Se a ligacao do etileno ao receptor € essencial para a degradacédo do mesmo,
o 1-MCP deve estabilizar a proteina receptora. Os receptores LeETR,; e LeETRs tem
importante papel em modular o tempo de amadurecimento. Redug&o nos niveis
destes receptores mediante RNA antisense ou degradacéo das proteinas, resulta em
amadurecimento antecipado (KEVANY et al., 2007).

4.1.3 Algumas Enzimas Afetadas pelo Etileno

Jiang e Fun (2000) descreveram que o aumento do etileno apds o pré-
climatérico ocorre porque a ACC oxidase é ativada, havendo conversdo de ACC em
etileno. Este etileno produzido, por sua vez, induz uma maior atividade da ACC
sintase para produzir maior quantidade de ACC, caracterizando, assim, a produgcao
autocatalitica de etileno.

Portanto, as enzimas ACC sintase e ACC oxidase sao consideradas chaves
na biossintese do etileno e suas atividades podem ser reguladas por diversos
tratamentos pés-colheita, incluindo o uso de atmosfera modificada ou controlada e a
aplicagdo de reguladores vegetais. Os compostos aminoetoxivinilglicina (AVG) e
acido aminoxiacético (AOA), quando aplicados, impedem a conversdao de SAM em
ACC, pois diminuem a atividade da enzima ACC sintase. Baixos teores de O, ou

altas temperaturas podem inibir a atividade ACC oxidase. O aumento da produgao
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de etileno se faz pelo climatério, injuria mecanica, injuria pelo frio, auxinas em altas
concentracdes, aplicacdo de etileno, que aumentam a atividade da enzima ACC
sintase. O amadurecimento aumenta a atividade da enzima ACC oxidase
(CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Alguns fatores interferem na ac&o do etileno, como por exemplo, alto teor de
CO, que se liga ao sito receptor no lugar do etileno, alteragdo do pH do meio, que
faz com que o etileno ndo consiga se ligar ao sitio, baixo teor de O, 1-MCP, entre
outros (JACOMINO et al., 2008).

Nos processos de degradagdo da parede celular por enzimas como a
poligalacturonase (PG) e a endo-B-1,4-glucanase (E-gase) séo importantes
participantes (TIWARI; BHATIA, 1995). Lazan, Selamat e Ali (1995) estudaram o
papel das enzimas pectinoliticas no amolecimento e modificagcbes da parede celular
durante o amadurecimento de mamodes. Os autores observaram aumento na
solubilidade e despolimerizacdo das pectinas. Para hemiceluloses foi verificado
aumento na fragdo correspondente e na degradagdo de polimeros, levando a
hipotese da ocorréncia simultdnea de sintese e degradagao de tais polissacarideos
da parede celular. O papel das hemiceluloses no processo de amolecimento durante
o amadurecimento nao estda ainda bem elucidado, em parte, devido ao
comportamento irregular que estes tipos de polimeros tém nas diferentes espécies
frutiferas.

Exames mais detalhados do amolecimento de frutas mostraram que a
atividade das enzimas poligalacturonase (PG) e celulase foram diminuidas pelo uso
do 1-MCP, porém a atividade destas enzimas foi normal em frutos de abacate e
estes amadureceram normalmente, mesmo com a aplicagéo do 1-MCP (FENG et al.,
2000).

O amolecimento de mam&oes foi caracterizado por um aumento de 6 vezes na
pectina soluvel em agua, o qual ndo foi correlacionado com a perda de firmeza
durante o inicio do amadurecimento (PAULL; GROSS; YUNXIA, 1999)

Nakatsuka et al. (1997, 1998) afirmaram que a inibicdo do acumulo de RNA
mensageiro para transcricdo de ACC sintase e oxidase pelo 1-MCP, indicou que
existe uma resposta positiva da regulagdo da produgao de etileno em tomate. Apos
o tratamento, a recuperagao dos niveis de transcricdo nos frutos com 1-MCP em
relacdo aos do controle foi de 2 a 4 dias. Isto foi demostrado, com a aplicacédo de 1-

MCP em frutos na fase inicial do amadurecimento (sistema [), os quais tiveram a
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producao de etileno afetada, através da repressédo de certos genes da via expressa
da biossintese de etileno, enquanto outros genes nao foram afetados.

Oliveira et al. (2005) mostraram nao existir evidéncias que relacionem o
processo de amaciamento da polpa do péssego 'Diamante' com a enzima PG.
Apesar de se ter detectado atividade da enzima PME, uma das pectinases
envolvidas no processo de amaciamento, com consequente aumento na
porcentagem de solubilizacdo de pectinas, ndo se pode inferir que somente essa
enzima esteja envolvida no processo de degradacédo. Sabe-se que outras enzimas

estdo envolvidas na solubilizagao de pectinas
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5 ANTAGONISTAS DA AGAO DO ETILENO

Algumas substancias sao conhecidas como antagonistas do etileno. Sao
divididas em inibidores da atividade e inibidores da sintese desse horménio. Do
primeiro grupo fazem parte CO, em altas concentragbes (5 a 10%), compostos a
base de prata, como o nitrato ou o tiossulfato (STS), que inibem a abscisdo de
folhas, flores e frutos e o 1-metilciclopropeno (1-MCP), que diminui a atividade do
etileno, por competir com o mesmo, ligando-se ao seu receptor e, portanto,
impedindo a sua ligagdo. Como inibidores da sintese s&o conhecidos o cobalto, o
acido amino oxiacético (AOA), triazéis como o uniconmazole (Sumisevend) e o
paclobutrazol (Paclobutrazola, Bonzia, Cultara), além do AVG
(aminoetoxivinilglicina), (RODRIGUES; ONO, 2001).

5.1 1-Metilciclopropeno (1-MCP)

Uma nova ferramenta, 1-metilciclopropeno (1-MCP), tem sido acrescida a lista
de opc¢des de produtos que aumentam a vida de prateleira e mantém a qualidade de
produtos vegetais. Porém, segundo Sisler e Serek (2003) o 1-MCP reduz o
amolecimento de muitas frutas, mas algumas espécies vegetais ndo sao afetadas.

O 1-MCP pode fornecer meios convenientes para se testar as respostas do
etileno em muitos processos fisiolégicos (GOLDING et al., 1998).

Blankenship e Dole (2003) relataram que em temperatura e presséo padréo, o
1-MCP é um gas com peso molecular de 54 e férmula C4Hs. Ele age nos vegetais
através da ocupacgao dos receptores de etileno de tal modo que este ndo consegue
se ligar e elicitar sua agdo. Essa molécula tem dez vezes mais afinidade com o
receptor do etileno que o proprio etileno.

Independente do mecanismo de sor¢do do 1-MCP, a taxa de captacéo
também é impactada por fatores que afetam a difusdo do gas. Um fator importante
que afeta a difusdo do gas através de produtos frescos é a resisténcia do tecido
morfoldgico e cuticular. Na maioria das frutas e 6érgdos de armazenamento, a casca
ou pericarpo € a maior barreira a difusdo de gas, onde a maior parte entra através de
poros ou lenticelas (THEOLOGIS; LATIES, 1982).

Existem dois principais usos comerciais do 1-MCP: a manutenc¢ao do frescor

de plantas e flores ornamentais, e a prevencdo do amadurecimento indesejado de
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frutas. Em cada caso, 1-MCP é misturado a uma especifica quantidade de agua ou
outra solucao para liberar-se no ar. Ele € usado em ambientes fechados, tais como
camaras frias e containers.

Mudancas na ligagdo ao sitio s&o relatadas devido ao estadio de
desenvolvimento, condi¢des iniciais e cultivar, o que faz a obtencdo de resultados
confiaveis & baixa concentragdo de 1-MCP ser mais dificil. E possivel também que a
competicdo entre 6rgaos reduza a uniformidade de resposta quando baixos niveis
de 1-MCP séo utilizados (NANTHACHAI et al., 2007).

Foi demonstrado que o 1-MCP se liga aos receptores de etileno, com meia
vida entre 7 e 12 dias, comparando com 2 a 10 minutos no caso do etileno. Esse tipo
de difusdo sugere que a ligagdo do 1-MCP ao receptor de etileno é praticamente
irreversivel, porém, assim que o complexo receptor do 1-MCP é metabolizado ou
novos receptores sao gerados a altas temperaturas, o processo € revertido
(PEREIRA; BELTRAN, 2002). O periodo de acao do etileno € limitado, visto que
novos receptores do etileno vao sendo sintetizados, dinamicamente, permitindo o
amadurecimento normal dos frutos, preferentemente, apdés o periodo de
armazenamento. Aplicagdes sucessivas deste produto podem ser viaveis na

manutengao da qualidade de frutos por longos periodos (VILAS BOAS, 2002).

5.1.1 Uso do 1-Metilciclopropeno

O 1-MCP tem sido usado para investigar a agao do etileno e os tecidos
responsaveis pelas respostas a ele durante o amadurecimento de frutos climatéricos
e senescéncia de flores. Resultados demonstram a eficiéncia do 1-MCP em diminuir
os processos de amadurecimento e retardar a senescéncia em frutas, flores e
hortalicas. Toivonen (2008) mencionou que a respiragao e producgao de etileno estao
diretamente ligados a aplicagdo de 1-MCP, os quais sao afetados por este
composto.

Ozkaya e Dendar (2009) verificaram que em magas cultivar Granny Smith
tratadas com 1-MCP mostraram decréscimo na concentragao interna de etileno e
mantiveram a firmeza quando comparadas aos do controle. Também foi efetivo na
manutengao da cor e acidez.

Wang et al. (2009) relataram que o 1-MCP aplicado em manga cultivar

Tainong na concentragdo de 1 ppm, manteve a firmeza. O 1-MCP inibiu a atividade
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das enzimas catalase, superdxido desmutase e ascorbato peroxidase. Os resultados
sugerem que o 1-MCP pode ter papel positivo na regulagéo da ativagdo do balango
do metabolismo do oxigénio.

Dosagens elevadas de 1-MCP favoreceram o desenvolvimento de podridao
em meldes do tipo orange (TERAO et al.,, 2003). Jiang, Joyce e Terry (2001)
afirmaram que dosagem de 1-MCP aceleraram o desenvolvimento de doengas em
morango, em funcgéo da inibicdo da sintese de fenilalanina-aménio-liase (PAL) e de
compostos fendlicos.

Os resultados obtidos por Tian et al. (2000) em morangos, relatam que frutos
em diferentes estadios de maturacdo devem ter diferente sensibilidade ao etileno
exogeno.

Maneoni et al (2007) relataram que o amolecimento dos frutos tratados com
1-MCP foi retardado comparado com os frutos nao tratados. A firmeza de mamoes
nao tratados foi de 15,1 N, quando totalmente maduros (100% amarelos), enquanto
os tratados com 1-MCP tiveram firmeza de 162,9 N no décimo dia. A firmeza dos
frutos tratados com 1-MCP diminuiram para 41,4 N, 20 dias ap6s o tratamento, com
uma textura de “borracha” quando totalmente amarelos. De acordo com estes
autores, 0 maméo deve estar com mais de 25% de cor amarela antes do tratamento
com 1-MCP. Frutos com colorag&o abaixo de 25% nao amadurecem completamente,
tem redugao no pico respiratério e diminui¢ao na producgao de etileno.

Outros trabalhos mostram que a macga cultivar Granny Smith pode ser
armazenada com sucesso aplicando 1-MCP mais atmosfera controlada. Portanto, o
1-MCP pode ser uma alternativa viavel em atmosfera controlada para manter uma
6tima qualidade da fruta para consumo (AKBUDAK et al., 2009).

Corrent et al. (2005) observaram efeito positivo da aplicagdo de 1-MCP na
conservagdo de magas “Fugi” armazenadas em ar refrigerado. As frutas
apresentaram maior firmeza de polpa, acidez titulavel, solidos soluveis totais e
menor producao de etileno que as nao tratadas.

A aplicacdo de 1-MCP manteve a firmeza de polpa de caqui cv. Quioto,
independentemente da época de aplicacdo e da condicdo de armazenamento, néo
influenciando soélidos soluveis totais, podriddo e escurecimento da casca
(BRACKMANN et al., 2003).

Terao et al. (2003) verificaram que o tratamento de melbes tipo Orange com

1-MCP aliado ao armazenamento a baixa temperatura, constitui uma importante
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ferramenta no manejo integrado de podridées pos-colheita. Os autores observaram
que, em armazenamento a temperatura ambiente, o melhor controle de podridao foi
obtido ao redor da dosagem de 400 nL.L”' de 1-MCP e em armazenamento
refrigerado 350 nL.L™" e que aumento na dosagem nao contribuiu para o controle da
doenca.

A inibicdo da acdo do etileno resultou em dois padrbes distintos de
amadurecimento em tomates, dependendo da temperatura de armazenamento. Sob
5°C, existe o desenvolvimento de danos pelo frio, que resulta em elevada produgéao
de etileno, sem permitir alteragbes significativas no amadurecimento dos frutos,
indicando que sob essa temperatura os frutos perdem a sensibilidade ao etileno. No
entanto, sob temperaturas acima do limite de danos, a aplicagdo de 1-MCP reduz a
sintese de etileno e o0 amadurecimento, sendo a duragao desse efeito maior a 10°C
do que a 20°C. Em relacdo a manutencdo da qualidade pdés-colheita, tomates da
cultivar ‘Monte Carlo’ mantém a qualidade por até 14 dias com o armazenamento a
10°C ou com a aplicagéo de 1-MCP a 20°C. Todavia, ainda precisa ser elucidado se
o armazenamento de frutos tratados com 1-MCP e armazenados a 10°C por
periodos maiores que 14 dias permitiria superar a inibigdo do amadurecimento
provocada pela aplicagédo de 1-MCP (BRACKMANN et al., 2009).

Tibola et al. (2005) observaram resultados positivos quanto a preservacéo da
firmeza da polpa em caquis ‘Fuyu’, porém, ndo reduziu a incidéncia de
escurecimento enzimatico, e concluiram que péssegos tratados com 1-MCP
apresentaram menor perda de firmeza durante todo o periodo de armazenamento a
temperatura ambiente, quando comparados aos frutos-controle e, que o 1-MCP
apresenta-se com potencial de utilizagcado para a manutencdo da qualidade de
péssegos cv. Diamante (OLIVEIRA et al., 2005).

Resultados indicaram que o 1-MCP retardou o amadurecimento de figos,
durante o periodo de armazenamento que foi de 15 dias (GOZLEKCI et al, 2008).

Existiram diferencas marcantes no comportamento do amadurecimento de
péras expostas ao etileno comparadas aquelas tratadas com 1-MCP. Tratamento
com etileno resultou numa rapida perda de firmeza e alta taxa respiratéria, enquanto
com 1-MCP 0,5 pL.L™" inibiu efetivamente a perda de firmeza durante 14 dias numa
simulagao de mercado (MOON et al., 2008).
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5.1.2 Uso do 1-MCP Associado ao Etileno

Muito j& se sabe sobre os efeitos da aplicacdo do etileno em frutas, assim
como os do 1-MCP, porém na maioria das vezes eles sao aplicados separadamente,
primeiro um depois outro ou o contrario, como em estudos realizados por Golding et
al. (1998) em bananas, Villalobos-Acuia et al. (2011) em péras e Abdi et al. (1998)
em ameixas. Entretanto, praticamente nao existe informacdao sobre a aplicagéo
simultanea desses dois reguladores, apenas alguns estudos foram relatados para
péras e mamdes. Chiriboga et al. (2011) estudaram o efeito da aplicagao simultanea
do 1-MCP e do etileno em peras ‘Conference’ e observaram que as frutas nao
apresentaram mais a resposta chamada de “sempre verde”, devido a aplicagéao
apenas do 1-MCP.

Safudo-Barajas et al. (2009) observaram que a taxa inicial de respiragdo em
mamades foi menor em frutos tratados apenas com 1-MCP, porém este efeito nao foi
observado quando o inibidor foi aplicado depois do etefon. Quando o etefon foi
aplicado depois do 1-MCP, o pico respiratério foi visto dois dias apds o tratamento.
Os autores ainda verificaram que a produgao de etileno nos frutos nao tratados foi
baixa no primeiro dia, com aumento gradual até um pico no 2° dia. A evolugéo da
producdo de etileno em frutos tratados somente com etefon, teve seu pico no
terceiro dia e naqueles tratados apenas com 1-MCP, a produgao do etileno teve um
grande incremento no 2° dia, permanecendo alto até o 7° dia.

Jeong e Huber (2004) relataram que o 1-MCP atrasou o amadurecimento de
abacates ‘Hass’, mesmo apos o tratamento com etileno, uma vez que o
amolecimento nao tenha sido iniciado. Eles mencionam que o etileno pode superar a
inibicdo do amadurecimento causado pelo 1-MCP, se este for aplicado em baixas
concentragoes.

Zhang et al. (2009) realizaram estudos em tomates com a finalidade de testar
a hipoétese de que as respostas a aplicacdo de 1-MCP podem ser alteradas por
mudangas nos niveis de etileno endégeno dos frutos. Para tanto, o 1-MCP foi
aplicado junto, antes ou depois do etileno. Para se ter rapidez na aplicagdo do 1-
MCP seguida da exposigao ao etileno, foi utilizada uma formulagdo aquosa do 1-
MCP na concentragdo de 100 pL.L™.

O grau de inibicdo do amadurecimento pelo uso do 1-MCP em peras ‘Bartlett’

foi dependente da quantidade de etileno na cdmara de tratamento. A adigdo de 0,28
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uL.L™ de etileno durante o tratamento com 1-MCP, reduziu a variabilidade de
amadurecimento dessas frutas. A aplicagdo do etileno associado ao 1-MCP,
diminuiu significativamente o efeito do 1-MCP sobre a reducédo da producédo de
etileno, retencdo do amolecimento e alteracbes da cor da casca, em relagdo aos
frutos tratados apenas com 1-MCP e sobre efeito do etileno produzido por eles
mesmos (0,06 pL.L™"), (VILLALOBOS-ACUNA et al., 2011).

A aplicagdo de propileno em ameixas de comportamento climatérico
(‘Gulfruby’ and ‘Beauty’) e outras que tem supressao do climatérico (‘Shiro’ and
‘Rubyred’), depois de tratadas com 1-MCP, apresentou um pequeno efeito sobre o
tempo para o inicio do climatério, nos frutos com este comportamento. No entanto,
nas cultivares com supressao ao climatério, o propileno foi capaz de restaurar o
climatério (ABDI et al.,, 1998). Sisler e Serek (1997) propuseram que as plantas
podem superar a inibicdo causada pelo 1-MCP através da sintese de novos sitios
receptores. As variedades com supressao parecem ser incapazes de fazer isso, sem

que haja um estimulo pela aplicagéo de etileno exdégeno.
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6 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Pés-Colheita de Produtos
Horticolas do Departamento de Producao Vegetal da Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz’-Universidade de Sao Paulo, em Piracicaba-SP, e foi dividido em 3
etapas.

Foram conduzidos diversos testes nos quais a meta foi buscar as melhores
combinagdes entre aplicacdes de 1-MCP e de etileno. Os frutos utilizados em todas
as etapas foram provenientes de cultivos comerciais do municipio de Linhares-ES,
no estadio de maturacdo 1, que corresponde a 15% de coloracdo amarela da
epiderme (Figura 1) e firmeza de polpa maior que 100 Newtons. Na casa de
embalagem da empresa, os frutos foram submetidos aos tratamentos comumentes
utilizados para exportacdo que envolvem lavagem, tratamento hidrotérmico,
aplicacao de fungicida e de cera, classificagdo por tamanho, embalagem em caixas
de papelao de 3,8 kg e resfriamento a 10°C.

Os frutos utilizados na etapa 1 foram transportados em caminhéo refrigerado
até Sdo Paulo e entdo transportados para o Laboratério de Pds-colheita em
Piracicaba, onde foram novamente selecionados e submetidos aos tratamentos. Os
frutos das etapas 2 e 3 foram tratados na prépria empresa e entao transportados até

Piracicaba em caminhao refrigerado.

Figura 1 - Mamoes no estadio 1 de maturagédo, com até 15% de coloragdo amarela
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6.1 Etapa 1

Nessa etapa os tratamentos foram aplicados no laboratério de pds-colheita da
ESALQ, em Piracicaba-SP. Foram utilizadas duas concentragdes de 1-MCP (100 e
200 nL.L™), com base nos resultados obtidos por Jacomino et al (2002). As doses de
etileno aplicadas nesta etapa foram de 0, 100 e 200 nL.L™" num primeiro momento,
passando para 1, 10 e 100 pL.L'1, tendo como parametro estudos prévios, realizados
por Golding et al. (1998) com bananas e por Abdi et al. (1998) com ameixas.

As aplicacbes de 1-MCP e etileno foram realizadas simultdneamente em
camaras herméticas de 0,186 m°. Quantidades pré determinadas de 1-MCP
(SmartFresh 0,14% i.a.) foram colocadas em frascos herméticos, com tampa
plastica. Com uma seringa, adicionou-se ao frasco 3 mL de agua deionizada através
de um septo de silicone na tampa do frasco. Esse frasco foi agitado por cerca de 1
minuto e aberto dentro da cdmara com os frutos, os quais ocupavam 60% do volume

desta camara (Figura 2).

Figura 2 - Tratamento dos mamdes em caixas herméticas. 1=pesagem e acondicionamento do 1-
MCP; 2=adi¢do de agua deionizada; 3=agitagao por 1 minuto; 4=abertura do frasco no
interior da cAmara para liberagao do 1-MCP; 5=fechamento da caAmara
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A aplicagao do etileno (Azetil 5% i.a.) foi realizada com seringas de 3 a 60 mL,
através dos orificios nas tampas acrilicas das camaras, os quais foram previamente
vedados com silicone. Esses experimentos iniciais foram conduzidos em
temperatura ambiente (22+1°C e 90+5% UR) e os frutos foram analisados quanto a
firmeza da polpa e cor da casca, por colorimetro, no inicio e no final do
armazenamento, além de aparéncia, porcentagem de frutos com podridao,
murchamento e analise visual da cor da casca, a cada 2 dias.

O delineamento estatistico foi inteiramente ao acaso, em esquema fatorial
(combinagdes de 1-MCP e etileno x tempo de armazenamento). Para cor da casca e
firmeza externa, foram avaliados 20 frutos no inicio (caracterizagdo) e no final do
armazenamento, sendo considerado cada fruto uma repeticdo. As avaliagbes de
aparéncia e cor visual foram realizadas a cada 2 dias, em todos os frutos de cada
tratamento. Os resultados obtidos para firmeza e cor, foram submetidos a analise de
variancia e as meédias comparadas pelo Teste Tukey ao nivel de 5% de significancia,
através do programa estatistico SISVAR. Quanto a avaliagdo da aparéncia e cor
visual, as diferengas foram consideradas significativas, quando a soma de dois erros
padrdes foi maior que a diferenca entre as médias. Para confirmacgao dos resultados,
foram realizados quatro experimentos nesta etapa, entre os meses de maio e agosto
de 2009.

6.2 Etapa 2

Nesta etapa, os mamdes foram tratados na casa de embalagem, no Espirito
Santo, aproximadamente 12 horas apds a colheita, com o objetivo de simular o
processo comercial. Os tratamentos foram realizados em camaras herméticas de 4
m? constituidas de canos de PVC com encaixes nas pontas, que quando montadas
formavam uma estrutura semelhante a um cubo. Essa estrutura foi coberta com um
saco plastico que ndo permite a passagem dos gases através dele. O chao foi
forrado com o mesmo material e a vedacgao foi realizada com fita adesiva do tipo
“silver tape” tomando-se o cuidado de evitar qualquer tipo de vazamento (Figura 3).

Os frutos utilizados foram do tipo 10 (frutos/caixa), com aproximadamente 3,5
kg em cada caixa, destinados a exportagcédo, no estadio 1 de maturagdo e firmeza
externa maior que 100 N. A taxa de ocupacao das camaras foi de aproximadamente

60% do volume, num total de 250 caixas de maméao por camara de tratamento.
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Nessa etapa, utilizou-se 1-MCP na forma de pastilhas, que foram colocadas em uma
solucao ativadora, por pequena abertura deixada na camara, prontamente lacrada
apos este procedimento. Essa solugdo € composta de 87% de agua, 10% de acido
citrico, 2,67% composto quaternario de amoénio, 0,30% de hidréxido de sodio e
0,03% de emulsdo de silicone, liberaram a concentracdo de 100 nL.L™" ja
previamente testada pelo fabricante, para camaras de 4 m>. O processo de liberacédo
do 1-MCP segundo o fabricante, comec¢a 5 minutos ap6s a colocagao da pastilha na
solucao ativadora.

Ambos reguladores foram aplicados simultdneamente e o tratamento teve a
duracao de 12 horas. De acordo com os resultados obtidos nesta fase, fixaram-se as
concentracdes de 1-MCP em 0 e 100 nL.L" e as de etileno em 0;25,5e10 pL.L'1,
para a fase seguinte.

Para a aplicagdo do etileno (Azetil 5% i.a.) em pequenas quantidades, foram
utilizadas seringas e mangueiras de silicone previamente colocadas nas camaras de
tratamento. Para as maiores quantidades, foram utilizados ‘sample bags’ (bolsas
herméticas) com capacidade de 1 litro, onde o Azetil foi armazenado e entdo
transferido para as camaras de tratamento.

Os frutos foram entdo transportados para Piracicaba-SP em caminhao
refrigerado a 10°C e armazenados em temperatura ambiente de 22+1°C e 90+5%
UR, até atingirem coloragdo totalmente amarela. As anadlises de firmeza, cor da
casca, aparéncia, teor de acido ascérbico e sodlidos soluveis foram realizadas no
inicio e no final do armazenamento, em 20 frutos de cada tratamento. As avaliagdes
de cor (visual), porcentagem de frutos com podriddo e murchamento, foram
realizadas a cada 2 dias e da atividade respiratéria e produgdo de etileno,
diariamente. Os experimentos desta etapa foram conduzidos 3 vezes, entre outubro
de 2009 e maio de 2010.
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Figura 3 - Camara de aplicagdo de 1-MCP com 4 m?®, construidas com canos de PVC e plastico
especial para evitar vazamento

O delineamento estatistico foi inteiramente ao acaso, em esquema fatorial
(combinagdes de 1-MCP e etileno x tempo de armazenamento). Para cor da casca,
firmeza externa, teor de solidos soluveis e acido ascorbico, foram avaliados 20 frutos
no inicio (caracterizagcdo) e no final do armazenamento, sendo considerado cada
fruto uma repeticdo. As avaliagbes de aparéncia e cor visual foram realizadas a cada
2 dias, em todos os frutos de cada tratamento. Os resultados obtidos para firmeza,
cor, solidos soluveis e acido ascorbico, foram submetidos a analise de variancia e as
médias comparadas pelo Teste Tukey ao nivel de 5% de significancia, através do
programa estatistico SISVAR. Quanto a avaliacdo da aparéncia e cor visual,
producao de etileno e atividade respiratéria, as diferengas foram consideradas
significativas, quando a soma de dois erros padrdes foi maior que a diferenga entre

as médias.

6.3 Etapa 3

Foram utilizadas as mesmas doses de 1-MCP da etapa 2, ou seja, 0 e 100
nL.L™" e as de etileno foram de 0; 1; 2,5; 5 e 10 pL.L™". Novamente foi aplicada a
dose de 1 pL.L™" de etileno, pois foi verificada a necessidade desta dose, com base
nos resultados obtidos na etapa anterior.

As aplicagdes foram realizadas na casa de embalagem em Linhares-ES, de

acordo com metodologia descrita na etapa 2. A unica diferenga da etapa anterior foi
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quanto ao tempo entre a colheita e o tratamento, que passou de 12 para 24 horas,
para que os frutos ficassem com a temperatura estabilizada. Nesta etapa, os frutos
foram armazenados por 20 dias a 11°C e depois transferidos para 22°C, até
atingirem coloragdo completamente amarela. Foram analisadas firmeza externa e
interna, cor visual e pelo colorimetro, aparéncia, porcentagem de frutos podres,
murchamento, atividade das enzimas 1-aminociclopropano-1-carboxilico oxidase
(ACO) e 1-aminociclopropano-1-carboxilico sintase (ACS), pectinametilesterase
(PME), teor de clorofila e carotendides totais, CO, e etileno enddgenos atividade
respiratoria, producgao de etileno, teor de sélidos soluveis e acido ascorbico.

As analises foram realizadas a cada 5 dias enquanto os tratamentos estavam
refrigerados a 11+£1°C e 90+5% UR e a cada 2 dias, quando foram transferidos para
temperatura ambiente de 22+1°C e 90+5% UR, com excec¢ao da analise de solidos
soluveis e acido ascorbico, que foram realizadas apenas no inicio e no final do
experimento. Os experimentos feitos nesta etapa foram repetidos 3 vezes, para
confirmacéao dos resultados, entre julho de 2010 e maio de 2011.

A repeticdo dos experimentos nesta e nas etapas anteriores, em diferentes
épocas de cada ano, teve por finalidade minimizar os erros, advindos da grande
variagdo que existe nas caracteristicas fisicas e quimicas do maméo ‘Golden’ ao
longo do ano, verificadas em estudos anteriores a este trabalho.

O delineamento estatistico foi inteiramente ao acaso, em esquema fatorial
(combinagcbes de 1-MCP e etileno x tempo de armazenamento), onde foram
avaliadas diferentes concentracbes de 1-MCP e etileno. Para cor da casca, firmeza
externa, firmeza interna, aparéncia e cor visual, foram avaliados 10 frutos de cada
tratamento no dia da analise, sendo considerado cada fruto uma repeticdo. Quanto a
essas avaliagdes, as diferengas foram consideradas significativas, quando a soma
de dois erros padrdes foi maior que a diferenca entre as médias. Esse mesmo tipo
de comparacado entre os tratamentos, também foi utilizado para as avaliagcbes
fisiologicas, de clorofila e carotendides totais. Os resultados de cada tratamento para
sélidos soluveis e acido ascérbico, e da atividade das enzimas PME, ACS e ACO,
foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo Teste Tukey
ao nivel de 5% de significancia.
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6.4 Metodologia das Analises

6.4.1 Analises Fisicas e Quimicas

- Cor da casca: determinada com colorimetro (Minolta CR-300, Osaka,
Japao), tomando-se duas leituras por fruto, em lados opostos da regido de maior
diametro. Os resultados foram expressos em angulo Hue (°h), considerando-se a
média das duas leituras em cada fruto.

- Avaliagao visual da cor da casca: determinada através de notas aplicadas
a cada fruto, de acordo com uma escala, onde 0=0% amarelo, 1=até 15% amarelo,
2=até 25% amarelo, 3=até 50% amarelo, 4=até 75% amarelo e 5=até 100%
amarelo. Os resultados foram apresentados considerando a média das notas do lote
de frutos de cada tratamento.

- Aparéncia: determinada através de notas aplicadas a cada fruto, de acordo
com uma escala, onde 5=excelente; 4=bom; 3=regular; 2=ruim; 1=péssimo. Os
resultados foram apresentados considerando a média das notas do lote de frutos de
cada tratamento.

- Firmeza externa: foi avaliada com penetrobmetro digital (63200-Samar, Tr
Turoni, Forli, Italia) com ponteira de 8mm de didmetro. Foram realizadas 2 leituras
por fruto em lados opostos da regido de maior didmetro, apds a retirada da casca.
Os resultados foram expressos em Newtons (N), considerando-se a média das duas
leituras em cada fruto.

- Firmeza interna: foi avaliada com penetrometro digital (53200-Samar, Tr
Turoni, Forli, Italia) com ponteira de 8mm de diametro. Com uma faca bem afiada,
foram feitos 2 cortes transversais no fruto, deixando um pedaco cilindrico de 4 a 5
cm de espessura (Figura 4-1). As medidas de firmeza foram tomadas em 3 pontos
equidistantes, em um dos lados da amostra (Figura 4-2 e 4-3) e os resultados foram
expressos em Newtons (N), considerando-se a média das trés leituras em cada

fruto.
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Figura 4 - Metodologia utilizada para andlise da firmeza interna da polpa de mamédes ‘Golden’. 1-
retirada da parte central do fruto com auxilio de uma faca; 2-leitura em 3 pontos
equidistantes da parte retirada; 3-fruto apds a avaliagdo da firmeza interna da polpa

- Teor de Solidos Soluveis (SS): leitura direta em refratdbmetro digital Atago
Co Ltda., Tékio, Japado, modelo Palete 101. Foram analisadas 5 repeticbes de 2
frutos homogenizados, com auxilio de um “mixer” de uso doméstico. Foram
realizadas 2 leituras para cada repeticéo e os resultados foram expressos em °Brix.

- Teor de acido ascoérbico: foi determinado por titulometria, de acordo com
metodologia descrita por Carvalho et al. (1990). Foram analisadas 5 repeti¢cdes de 2
frutos homogenizados, com auxilio de um “mixer” de uso doméstico. Foi realizada 1
titulagao por repeticédo, e os resultados foram expressos em mg de acido ascorbico

por 100g de polpa.

6.4.2 Analises Fisiolégicas

6.4.2.1 Atividade Respiratéria e Producgao de Etileno

Dez frutos de cada tratamento foram acondicionados isoladamente em
recipientes herméticos de vidro com volume de 1700 mL, por 1 hora. Apdos este
periodo, amostras de 1 mL de gas foram coletadas dos frascos, utilizando-se uma
seringa (Hamilton, Gastight, Nevada, EUA) com capacidade de 2,5 mL e imediata
injecdo no cromatografo. Para as coletas realizadas na casa de embalagem no

Espirito Santo, foram utilizadas seringas comuns de 20 mL, marca Injex, para retirar
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as amostras dos frascos (Figura 5-2) cujo conteudo foi transferido para frascos tipo
“vacuntainers” com 10 mL de capacidade (Figura 5-3), herméticos e com tampa de
borracha, para posterior analise por cromatografia gasosa no laboratério de pds-
colheita da ESALQ/USP (Figura 6-2). Esses recipientes foram previamente testados
quanto a sua hermeticidade para CO; e etileno, levando em consideragdo o tempo
de armazenamento das amostras. As amostras foram armazenadas nos
“vacuntainers” por 3 a 4 dias, tempo necessario entre a coleta na casa de
embalagem no Espirito Santo e a analise no Laboratério da ESALQ, em Piracicaba.
As determinagdes das concentragdes de etileno e atividade respiratoria (CO) foram
realizadas por cromatografia gasosa, em equipamento modelo Trace GC 2000,
marca ThermoScience, com 2 injetores, 2 detectores de ionizacdo de chama (FID) e
2 colunas “Porapak N”, uma delas com 1,8 metros para amostras de etileno e outra
com 4 metros para amostras de CO,. O gas de arraste utilizado nestas analises foi o
hidrogénio, a um fluxo constante de 27 mL.min" para determinagdo do CO, e
nitrogénio a um fluxo também constante de 30 mL.min™", para determinacao de
etileno. As temperaturas mantidas no aparelho foram de 140°C na coluna, 120°C no
injetor, 250°C no detector e 350°C no metanador. Foram utilizados gases padrbes de
CO; e etileno para elaboragao das curvas padroes.

A atividade respiratéria e a producdo de etileno foram calculadas com base
nos resultados obtidos das determinagdes cromatograficas, massa dos frutos, tempo
de incubacédo e volume do frasco. Os resultados da atividade respiratoria foram
expressos em mL de COz.kg'1.h'1 e os resultados da produgao de etileno expressos
em pL de CHs kg™ .h™.

6.4.2.2 Concentragao de CO; e de Etileno Endégenos

Essa metodologia foi adaptada de Kapotis et al. (2004), com algumas
modificagdes, Amostras da atmosfera endogena de cada fruto foram coletadas
utilizando seringa comum de 20 mL, marca Injex. As amostras foram coletadas com
os frutos embaixo d’agua, para ndo haver perda dos gases (Figura 5-1). Retirou-se
cerca de 10 mL de gas do interior dos frutos e o conteudo dessa coleta foi
transferido para tubos tipo “vacuntainers” de 10 mL (Figura 5-3), herméticos, para
posterior analise por cromatografia gasosa. Amostras de 1 mL foram retiradas dos

vacuntainers utilizando seringa modelo Hamilton, marca Gastight de 2,5 mL e foram
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injetadas em cromatografo a gas, de acordo com a metodologia descrita no item
anterior 6.5.1. As concentracdes de etileno e CO, foram expressas em pL.L™" de
etileno e dioxido de carbono, respectivamente.

Para as amostras coletadas na ESALQ, as determinagbes foram realizadas
imediatamente apds a coleta e para aquelas coletadas no Espirito Santo, apés 3 a 4
dias.

Figura 5 - Metodologia utilizada para coleta de amostra de gas 1-coleta de gas do interior do fruto
pelo apice, com seringa comum, embaixo d’agua; 2-coleta de gas do interior do recipiente
com fruto, através de septo de silicone na tampa; 3-tranferéncia do gas para os
vacuntainers, também embaixo d’agua

6.4.3 Analises Bioquimicas

6.4.3.1 Atividade da Enzima Acido 1-Aminociclopropano-1-Carboxilico Oxidase
(ACO, EC 1.14.17.4)

A ACC oxidase (ACO) foi analisada de acordo com a metodologia proposta
por Moya-Ledn e John (1994) com algumas modificagdes. Amostras de mamao com
cerca de 10 gramas foram previamente congeladas em freezer com temperatura de -
80°C, e entdo pulverizadas em moinho com nitrogénio liquido. A seguir,
aproximadamente 1 g do tecido pulverizado foi homogeneizado em tampédo de
extragdo contendo tris (hidroximetil) aminometano (Tris-HCI) 100 mM pH 7,5;
ditiotreitol (DTT) 5 mM; glicerol 10% (v/v); ascorbato de sédio 30 mM e polivinil
polipirrolidona (PVPP) 4% (p/v). Entdo, o homogeneizado foi centrifugado a 10.000 x
g por 30 minutos a 4°C. O ensaio foi realizado incubando-se 1 mL do sobrenadante
em triplicata, contendo a enzima (extrato enzimatico) com 2 mL de uma solugéo
tampéao reativa contendo tricina 0,1 M pH 7,5; sulfato de ferro (Fe2SO4) 0,1 mM;
acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) 1 mM; bicarbonato de sddio

(NaHCO3) 20 mM e ascorbato de sddio 30 mM. Apds a incubagéo da solugéo a 30°C
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por 30 minutos em frascos herméticos, com tampa de borracha, a concentracao de
etileno presente no ‘headspace’ dos frascos foi determinada através da coleta de 1
mL do gas com auxilio de uma seringa marca Hamilton, modelo Gastight, Nevada,
EUA de 2,5 mL. As amostras foram injetadas e analisadas para etileno em
cromatografo a gas, como descrito nos itens anteriores. A atividade da ACC oxidase

foi expressa em C,H, (nMol.g™.h™).

6.4.3.2 Atividade da Enzima Acido 1-Aminociclopropano-1-Carboxilico Sintase
(ACS, EC 4.4.1.14)

Para a extragdo da ACC sintase a metodologia foi adaptada de Oz, Gulen e
Eris (2010), onde tecidos congelados do mam&o armazenados em freezer a -80°C
foram homogeneizados em moinho com etileno liquido. Aproximadamente 5g do
tecido moido foi homogeneizado em tampao de extracdo contendo fosfato de
potassio 400 mM pH 8,5; 1 mM de acido etileno diamino tetracético (EDTA); 5 mL.L™
de 2-mercaptoetanol e 0,01 mM de fosfato piridoxal (PP) a 4°C. O homogenizado foi
filtrado através de quatro camadas de gaze e em seguida, centrifugado a 16.000 rpm
por 30 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido
novamente no tampao de extragdo. Essa solugdo foi novamente centrifugada a
16.000 rpm por 20 minutos e o sobrenadante foi descartado. O precipitado resultante
foi dissolvido mais uma vez no tampéao de extragdo em triplicata e a atividade da
ACC sintase foi determinada como descrito por Gorny e Kader (1996), cujo método
foi modificado por Yip, Dong e Yang (1991). A ACC formada foi analisada pelo
meétodo de Lizada e Yang (1979) utilizando 1 ymol de cloreto de mercurio (HgCl,) e
coleta de 1 mL de gas de frascos herméticos, para inje¢do em cromatografo gasoso.

A atividade foi expressa em nMol de CoHs.g™".h .

6.4.3.3 Atividade da Enzima Pectinametilesterase (PME, EC 3.1.1.11)

A atividade da pectinametilesterase (PME) foi avaliada determinando-se por
titulometria a liberagdo dos grupos carboxilicos acidos, resultantes da acdo da
enzima (KERTESZ, 1951). Por¢des retangulares de polpa, compostas do epicarpo,
mesocarpo e endocarpo de aproximadamente 5 g, previamente congeladas em
nitrogénio liquido e armazenados em freezer a -80°C, foram homogeneizadas em 20
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mL de solugdo de cloreto de sodio (NaCl) 0,2 N a 4°C. Um volume de 5 mL deste
extrato foi adicionado a 30mL de pectina citrica 1%, pH 7, diluida em NaCl 0,2 N e a
mistura teve o pH rapidamente corrigido para 7. A titulacdo do substrato foi realizada
utilizando-se hidroxido de sodio (NaOH) 0,01N, durante 10 minutos, de modo que
seu pH fosse sempre mantido proximo a 7. A atividade foi expressa em nMol de
ésteres hidrolisados por grama de polpa por unidade de tempo (nMoI.g'1.min'1).
Foram utilizadas 4 repeticbes, sendo cada repeticdo constituida de 2 frutos, em

triplicata.

6.4.3.4 Clorofila e Carotendides Totais
a) Teor de Clorofila Total

Discos da epiderme do maméao ‘Golden’ foram acondicionados em 10 mL de
acetona 80% e deixados em repouso por 72 horas em BOD a 4°C, para extragcao da
clorofila. Amostras de 3 mL desta solu¢ao foram transferidas para cubetas de acrilico
com capacidade de 3,2 mL para leitura em espectrofotbmetro marca Biochrom,
modelo Libra S22, a 645 e 663 nm. O teor de clorofila total foi determinado a partir
da equacgéao a seguir , onde Agss € a absorbancia a 645 nm e Ags3 € a absorbancia a
663 nm (LICHTENTHALER, 1987). Os resultados foram expressos em miligramas

de clorofila total por grama de tecido.
Equacao: Clorofila total=7,15 Agss + 18,71 Agss
b) Teor de Carotendides Totais

Discos da epiderme do mamé&o ‘Golden’ foram acondicionados em 10 mL de
acetona 80% e deixados em repouso por 72 horas em BOD a 4°C, para extragao
dos carotendides. Amostras de 3 mL desta solugcao foram transferidas para cubetas
de acrilico com capacidade de 3,2 mL para leitura em espectrofotbmetro marca
Biochrom, modelo Libra S22, a 645 e 663 nm. O teor de carotenodides foi
determinado a partir da equagéao abaixo (LICHTENTHALER, 1987), onde A470 € a

absorbancia a 470 nm, Aesss € a absorbancia a 646 nm e Agsz € a absorbancia a 663
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nm. Os resultados foram expressos em miligramas de clorofila total por grama de

tecido.

Equacéo: Carot.=1000 Asz0-1.82 (12,25 Ages - 2,79 Asss) - 85.02 (21,50 Agss - 5,10 Ases)
198

6.4.4 Incidéncia de Podridoes

Contou-se o numero de frutos com pelo menos uma lesdo de didmetro igual
ou maior que 1 cm. O resultado foi expresso em porcentagem de frutos com leséo,

em relagao ao numero total de frutos da amostra.

7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Etapa 1
7.1.1 Firmeza da Polpa e Cor da Casca

Nos tratamentos onde foi aplicado etileno na mesma dose que o 1-MCP, a
resposta observada para firmeza foi semelhante as respectivas doses de 1-MCP
sem etileno. A firmeza inicial foi de 146,69 N. Apos 8 dias de armazenamento a
22°C, a firmeza dos frutos tratados com 200 nL.L™" de 1-MCP com ou sem etileno, foi
de aproximadamente 130 N. Ja os frutos tratados com tratados com 100 nL.L™
estavam com firmeza entre 90 e 100 N (Tabela 1). Resultados de retengdo da
firmeza causada pela aplicagdo do 1-MCP, também foram relatados por Fabi et al.
(2009) e Jacomino et al. (2002) em mamao, Tibola et al. (2005) em caqui e Zhang et
al. (2009) em tomate.

Na avaliacdo da cor, observou-se que quanto maior foi a dose de 1-MCP
aplicado, maior foi a retengao da coloracao verde (Tabela 1). A cor caracterizada no
inicio do tratamento foi de 114,36, representada pelo angulo hue (°h). Frutos do
controle e aqueles que receberam 1-MCP na dose de 100 nL.L”", com ou sem
etileno, apresentavam ao final do armazenamento valores de angulo de cor hue (°h)
préoximos a 80, enquanto que os que foram tratados com 200 nL.L™"' de 1-MCP
estavam com valores proximos a 85 (Tabela 1). Resultados semelhantes de atraso

na mudancga da coloragcédo da casca devido a aplicagao de 1-MCP foram observados
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em bananas (GOLDING et al., 1998), peras (VILLALOBOS-ACUNA et al., 2011) e
mamdes (BRON; JACOMINO, 2006).

Tabela 1 - Firmeza externa e angulo de cor da casca de mamdes ‘Golden’, submetidos aos
tratamentos com 1-MCP e etileno em diferentes concentracdes e armazenados por 8 dias a 22°C

Tratamentos Variaveis analisadas T
. . Cor da empo d?
1-MCP Etileno Firmeza conservagao
(nL.L'1) (nL.L'1) externa (N) ciasca (n°® de dias)
(°hue)
0 0 7,52a 79,75a 6
100 0 92,40b 80,62ab 8
200 0 131,62c 85,99c 8
100 100 101,55b 80,82ab 8
200 200 131,34c 83,83c 8
dms 25,00 3,42 -
CV (%) 30,78 5,07

*Médias seguidas de pelo menos uma letra igual para cada variavel, ndo diferem entre si pelo
teste Tukey (p<0,05)

7.1.2 Aparéncia e Cor da Casca (Avaliagao Visual)

Os frutos que foram submetidos aos tratamentos com 1-MCP, apresentaram
melhor aparéncia do que os frutos do controle. Quando se comparou entre as doses
de 1-MCP, os frutos que foram tratados com a dose de 200 nL.L™ estavam com
melhor aparéncia do que aqueles que receberam 100 nL.L™", independentemente da
presenca ou ndo do etileno (Figura 6).

Um dos fatores fundamentais para a manutencdo da aparéncia por um
periodo mais longo é a auséncia de manchas e principalmente de podriddes.
Segundo Leverentz et al. (2003), frutos com amadurecimento retardado pelo 1-MCP
sdo mais resistentes a deterioragdo por doencas, e por consequéncia, tem melhor
aparéncia, como de fato também foi observado no presente experimento. No
entanto, Jiang et al. (2001) afirmaram que dosagens elevadas de 1-MCP aceleraram
o desenvolvimento de doengas em morangos, devido a inibicdo da sintese da

enzima fenilalanina-amoénio-liase (PAL) e de compostos fendlicos.
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Figura 6 - Aparéncia de mamobes ‘Golden’, submetidos aos tratamentos com 1-MCP e etileno e
armazenados por 8 dias a 22°C. Notas: 5=excelente; 4=bom; 3=regular; 2=ruim;
1=péssimo. As barras verticais indicam o erro padrdo da média (n=10). T1 a T5

representam os tratamentos com 1-MCP (nL.L'1)+etiIeno (nL.L'1)

Na avaliagao visual da cor da casca, observou-se significativa diferenca na
retencao da cor verde entre os tratamentos com 1-MCP e o controle, assim como
entre as doses de 1-MCP. Os frutos tratados com 200 nL.L™" de 1-MCP, mantiveram-
se mais verdes, independentemente do etileno aplicado (Figura 7). Essa resposta
causada pela aplicagao do 1-MCP ja foi verificada por outros autores, que estudaram
o efeito do 1-MCP em outras espécies vegetais, como Feng et al. (2000) em

abacates e Wills e Ku (2002) em tomates.
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Figura 7 - Notas de cor da casca de mamdes ‘Golden’, submetidos aos tratamentos com 1-MCP e
etileno em diferentes concentragcdes e armazenados por 8 dias a 22°C. Notas: 0=0%
amarelo, 1=até 15% amarelo, 2=até 25% amarelo, 3=até 50% amarelo, 4=até 75% amarelo
e 5=até 100% amarelo. As barras verticais indicam o erro padrdo da média (n=10). T1a T5

indicam os tratamentos com 1-MCP (nL.L'1)+etiIeno (nL.L'1)
7.1.3 Firmeza da Polpa e Cor da Casca

Tendo em vista que as concentracdes de 100 e 200 nL.L™" de etileno néo
foram suficientes para reduzir o efeito causado pelo 1-MCP nos frutos, foram entéo
avaliadas concentragdes de 1, 10 e 100 pL.L'1 de etileno, combinadas com 100 nL.L"
' de 1-MCP. Com essa alteracdo nas concentragdes de etileno, os tratamentos com
1 e 10 pL.L" desse horménio associados ao 1-MCP, mostraram resposta
intermediaria na retencédo da firmeza, quando comparados ao 1-MCP e ao controle
(Tabela 2).

Sisler e Serek (1997) relataram que o 1-MCP uma vez ligado ao receptor do
fruto, bloqueia as respostas do etileno, impedindo ou atrasando seu completo
amadurecimento. A retomada do processo de amadurecimento, possivelmente
ocorre pela sintese de novos receptores ou pela dissociagcdo do 1-MCP do sitio
receptor (BLANKENSHIP; DOLE, 2003). Paull e Chen (1991) relataram que mamdes
tratados com 1-MCP ndo recuperaram sua maxima capacidade de biossintetizar

etileno, quando comparados com frutos do controle.
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Portanto, a aplicagdo do 1-MCP associado ao etileno mostrou nestes
experimentos iniciais, que o etileno minimizou os efeitos causados pelo 1-MCP, com
algum ganho em tempo de conservagcdo apos os frutos serem colhidos. Os
resultados mostraram um gradiente na retencdo da firmeza, sendo que a menor
perda foi observada nos tratamentos onde aplicou-se 1-MCP associado as menores
doses de etileno, além do controle (Tabela 2).

Para cor da casca, os tratamentos apenas com 1-MCP e 1-MCP associado a
1 pL.L'1 de etileno, mostraram retencdo da cor verde por mais tempo (Tabela 2).
Jacomino et al. (2007) avaliaram mamdes ‘Golden’ tratados apenas com 1-MCP em
diferentes dias apdés a colheita, e relataram que o 1-MCP retardou o
desenvolvimento da cor amarela, principalmente nos frutos que foram tratados bem
préximos a colheita. Golding et al. (1998) num estudo de aplicacédo de 1-MCP e
propileno em bananas ‘Williams’, mencionaram que os frutos que receberam apenas
1-MCP tiveram respostas mais lentas a mudancga de coloracédo que os do controle.

Tabela 2 - Firmeza externa e cor da casca de mamoes ‘Golden’, submetidos aos tratamentos com 1-
MCP e etileno em diferentes concentragdes e armazenados por 10 dias a 22°C

Tratamentos Variaveis analisadas

Corda Tempo d":‘
1-MCP Etileno Firmeza conservacao
(nL.L'1) (pL.L-1) externa (N) Zi,?]su?) (n°® de dias)

0 0 21,38¢ 82,91bc 6
100 0 74,60a 87,09a 10
100 1 61,52ab 83,26bc 10
100 10 43,85b 83,98ab 6
100 100 20,84c 80,67bc 6
dms 20,19 3,54
CV (%) 42 44 4,48
* Médias seguidas de letras iguais para cada variavel, ndo diferem entre si pelo teste Tukey
(p=0,05)

7.1.4 Aparéncia e Cor da Casca (Avaliagao Visual)

A avaliagdo da aparéncia dos frutos ndo mostrou diferenca entre os
tratamentos até o 6° dia de avaliagdo, quando ainda havia todos os tratamentos,
com valores proximos a quatro. Os tratamentos com 1-MCP e 1-MCP mais 1 pL.L
de etileno atrasaram a senescéncia dos frutos, que tiveram o tempo de vida util
prolongado por mais quatro dias. Nestes, ocorreu aumento numero de frutos com
podriddes e manchas, o que prejudicou a aparéncia dos frutos. Isso também foi

relatado por Hofman et al. (2001), os quais constataram elevada incidéncia de
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manchas em mamdes tratados apenas com 1-MCP em comparagdo ao controle,

armazenados por 9 dias.

5.0-
B T1=0+0
[ T2=100+0
4.5
5 B T3=100+1
o
€ T4=100+10
@©
g 407 T5=100+100
©
@®
Q
< 3.5
3.0-

4 6

Armazenamento (dias)

8 10

Figura 8 - Aparéncia de mamdes ‘Golden’, submetidos aos tratamentos com 1-MCP e etileno em
diferentes concentragdes, armazenados por 10 dias a 22°C. Notas: 5=excelente; 4=bom;
3=regular; 2=ruim; 1=péssimo. As barras verticais indicam o erro padrao da média (n=10).
T1 a T5 indicam os tratamentos com 1-MCP (nL.L'1)+etiIeno (pL.L'1)

A avaliagao visual da cor da casca (Figura 9), mostra que o tratamento com
1-MCP e aquele que recebeu 1-MCP mais 1 pL.L™ de etileno, foram os que levaram
mais tempo para se tornarem amarelos, e mesmo recebendo nota 5 na avaliagéo,
ainda nao tinham 100% da superficie da casca de cor amarela. Na mesma figura,
também é possivel observar que ao final do armazenamento, houve diferenca de
coloragédo da casca entre o tratamento onde foi aplicado apenas o 1-MCP, o qual
estava mais atrasado do que aquele em que foi aplicado 1-MCP mais etileno na
dose de 1 pL.L™".

Na literatura existem varios exemplos de pesquisadores que também
encontraram essa mesma resposta de retengao da cor verde, comumente observada
em diversas espécies de frutas que foram tratadas com 1-MCP, como nos estudos

realizados com mamoes por Jacomino et al. (2002; 2007).
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Figura 9 - Notas de cor da casca de mamdes ‘Golden’, submetidos aos tratamentos com 1-MCP e
etileno em diferentes concentragdes, armazenados por 10 dias a 22° C. Notas: 0=0%

amarelo, 1=até 15% amarelo, 2=até 25% amarelo, 3=até 50% amarelo, 4=até 75% amarelo
e 5=até 100% amarelo. As barras verticais indicam o erro padrdo da média (n=10). T1a T5

indicam os tratamentos com 1-MCP (nL.L'1)+etiIeno (uL.L'1)

7.1.5 Incidéncia de Podridoes e Murchamento

A incidéncia de podridao foi baixa, com menos de 5% de frutos afetados,
independentemente do tratamento. De acordo com Blankenshipe e Dole (2003) as
respostas do 1-MCP para varios tipos de disturbios e doencas tem sido
inconsistentes, com resultados especificos para cada espécie. A aplicagdo deste
composto pode diminuir ou intensificar disturbios e doencgas, dependendo de varios
fatores como por exemplo, dose aplicada, tempo entre a colheita e a aplicagao,
tempo de exposi¢ao ao produto, temperatura de tratamento, entre outros.

Nas avaliagcbes de murchamento, ndo foram encontrados frutos com sintoma,
provavelmente devido a alta umidade relativa do ar dentro da cémara de
armazenamento, que foi de 90+5% UR.

Estes resultados sinalizaram a possibilidade de aplicagdo dos dois
reguladores (1-MCP+etileno) simultaneamente, com a finalidade de prolongar o
tempo de conservagédo dos frutos, sem, no entanto, prejudicar o amadurecimento

dos mesmos, como pode ocorrer se forem tratados apenas com 1-MCP.
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7.2 Etapa 2

Com base nos resultados da etapa 1, deu-se continuidade aos experimentos
utilizando as doses de 2,5; 5e 10 pL.L'1 de etileno, combinadas com 100 nL.L™" de 1-
MCP. Além disso, as aplicagbes passaram a ser realizadas na casa de embalagem

do produtor, no Espirito Santo.

7.2.1 Firmeza da Polpa e Cor da Casca

A firmeza inicial dos frutos foi de 142,21 N e a diferenca na retencao desta
firmeza ficou bem evidenciada, entre o tratamento onde foi aplicado somente 1-MCP
(127,87 N) e o controle (7,31 N). Considerando que a firmeza de consumo de acordo
com relatos de Bron (2006) deve estar em torno de 20 N, os frutos tratados apenas
com 1-MCP encontravam-se impréprios para o consumo, com a casca totalmente
amarela. O tratamento com 1-MCP mais 10 pL.L™" de etileno, estava com firmeza de
11,92 N, e, portanto, ndo trouxe beneficio quando comparado ao controle. No
entanto, os tratamentos com etileno nas concentracdes de 2,5 e 5 pL.L™", mostraram
resultados promissores, com valores de firmeza de 48 e 35,46 N respectivamente,
0s quais provavelmente atingiriam a firmeza de consumo com mais 2 dias de
armazenamento (Tabela 3).

A avaliacdo da cor da casca com uso do colorimetro mostrou que foram
necessarios mais dias para que os frutos se tornassem totalmente amarelos, nos
tratamentos onde foram aplicados 1-MCP e 1-MCP mais 2,5 uL.L" de etileno. Em
todos os tratamentos os frutos atingiram 100% de cor amarela, o que mostrou que o
1-MCP néo prejudicou essa resposta, ou seja, ela apenas foi retardad em relagao ao

controle e demais tratamentos onde o etileno foi aplicado nas doses mais elevadas.
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Tabela 3 - Firmeza externa, angulo de cor da casca, teor de soélidos soluveis e de acido ascérbico de
mamoes ‘Golden’, submetidos aos tratamentos com 1-MCP e etileno e armazenados por
12 dias a 22°C

Tratamentos Variaveis analisadas
: Tempo de
1-MCP  Etileno 1SR Cor0% conservagdo
(nL.L™") (nL.L-) (N) (°hue) (n° de dias)
0 0 7,31c 83,17b 6
100 0 127,87a 81,95bc 12
100 2,5 48,00b 80,92c 10
100 5 35,46b 86,24a 6
100 10 11,92¢ 81,99bc 6
dms 15,60 2,21
CV (%) 18,88 2,50

* Médias seguidas de pelo menos uma letra igual para cada variavel, ndo diferem entre
si pelo teste Tukey (p<0,05)
O aumento no numero de dias para que os mamades tratados apenas com 1-
MCP ficassem totalmente amarelos, também foi observado por outros pesquisadores
que trabalharam com este regulador vegetal, tanto em mamao (JACOMINO et al.,

2007), como em bananas (PELAYO et al., 2003), entre outras espécies de frutas.
7.2.2 Aparéncia e Cor da Casca (Avaliagao Visual)

Os tratamentos que receberam apenas 1-MCP e 1-MCP associado a 2,5
uL.L™ de etileno, foram avaliados quanto & aparéncia por um periodo mais longo,
principalmente o que recebeu apenas 1-MCP. Nem por isso, os frutos destes
tratamentos receberam notas menores que os outros, que ficaram armazenados por
um tempo bem menor. O lote de frutos ja estava com nota 4,5 no inicio do
experimento, ou seja, um pouco abaixo do padréo desejado. Entretanto, esse valor
se manteve praticamente o mesmo até o final do armazenamento, o que significa
que os frutos de todos os tratamentos mantiveram boa aparéncia, durante o periodo
em que ficaram armazenados (Figura 10).

Entretanto, essa resposta € muito relativa quando se trata da aplicagao do 1-
MCP, que pode em certos casos, como ocorreu neste experimento, manter a
aparéncia dos mamdes num bom padrao para o consumo, como também pode
ocorrer o contrario, até mesmo em frutas da mesma espécie. Para mamao, o que
normalmente se observa, é que os frutos tratados com 1-MCP apresentam
aparéncia melhor em comparagao aos que nao foram tratados. Isso talvez aconteca,

pela capacidade que esse composto tem de retardar o amadurecimento desta fruta,



60

devido a reducéo na producio de etileno e da atividade respiratéria. Por outro lado,
esse bloqueio na producao de etileno pode causar inibicdo da sintese de enzimas
que desempenham papel de defesa nos frutos contra os danos causados por
patdgenos.

Segundo Marcos et al. (2005), o atraso no amadurecimento associado com a
producdo reduzida de etileno pode aumentar a resisténcia do produto contra
infeccbes e desenvolvimento de lesdes. Contudo, a sensibilidade pode ser benéfica
contra alguns patogenos, mas deletério a resisténcia contra outros patdgenos.
Pequenas quantidades de etileno endégeno podem ser necessarias para manter
niveis basicos de resisténcia ao stresse ambiental e por patdgenos, devido ao seu

envolvimento na regulacédo de genes de defesa das plantas.
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Figura 10 - Aparéncia de mamodes ‘Golden’, submetidos aos tratamentos com 1-MCP e etileno em
diferentes concentragdes, armazenados por 12 dias a 22°C. Notas: 5=excelente; 4=bom;
3=regular; 2=ruim; 1=péssimo. As barras verticais indicam o erro padrdo da média
(n=10). T1 a T5 indicam os tratamentos com 1-MCP (nL.L'1)+etiIeno (pL.L'1)

Na avaliag&o visual da cor da casca (Figura 11), € possivel observar que os
tratamentos com 1-MCP e com 1-MCP mais 2,5 pL.L™" de etileno necessitariam de
mais tempo para se tornarem totalmente amarelos. Essa resposta foi ainda mais
acentuada nos frutos do tratamento que recebeu apenas 1-MCP. Provavelmente,
seriam necessarios mais 2 dias para que isso ocorresse, uma vez que para uma
grande variedade de frutas, o 1-MCP causa significativo atraso na degradagéao da

clorofila e aparecimento ou sintese dos carotendides. Jacomino et al. (2007) também
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relataram em seus experimentos com 1-MCP, que houve retencédo da cor verde em

relagao aos frutos que nao foram tratados com 1-MCP.
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Figura 11 - Notas de cor da casca de mamdes ‘Golden’, submetidos aos tratamentos com 1-MCP e
etileno e armazenados por 12 dias a 22°C. Notas: 0=0% amarelo, 1=até 15% amarelo,
2=até 25% amarelo, 3=até 50% amarelo, 4=até 75% amarelo e 5=até 100% amarelo. As
barras verticais indicam o erro padrao da média (n=10). T1 a T5 indicam os tratamentos

com 1-MCP (nL.L'1)+etiIeno (uL.L'1)

7.2.3 Incidéncia de Podridoes e Murchamento

A porcentagem de podridao até o 6° de armazenamento foi de praticamente
zero em todos os tratamentos, chegando a 10% no 12° dia, para os frutos dos
tratamentos com 1-MCP e 1-MCP mais 2,5 pL.L'1 de etileno. No entanto, estes
tratamentos duraram respectivamente 6 e 4 dias a mais que os outros, nas mesmas
condicbes de armazenamento, e por esse motivo mostraram maior percentual de
frutos com manchas e podriddes.

Terao et al. (2003) relataram que o 1-MCP associado a refrigeragcéo constituiu
numa importante ferramenta no manejo integrado de podridées pos-colheita do
meldo cultivar Orange flesh, enquanto que Hofman et al. (2001) observaram alta
incidéncia de mamdes com sintomas de podriddo quando se comparou frutos
tratados com 1-MCP ao controle.

A incidéncia de sintomas de murchamento foi praticamente nula até o 6° dia

de armazenamento, independentemente dos tratamentos aplicados. Isso se deu,
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provavelmente devido a alta umidade relativa mantida na camara de
armazenamento, que foi de 90£5%. No entanto, o tratamento que recebeu apenas 1-
MCP e que permaneceu na camara de armazenamento por 12 dias, apresentou 5%

de frutos com sintomas de murchamento.

7.2.4 Teor de Soélidos Soltveis e de Acido Ascérbico

O teor de sdlidos soluveis ndo apresentou diferenga significativa entre os
tratamentos e esteve entre 9,5 e 10,5 °Brix (Tabela 4), com valor inicial de 8,60 °Brix.
Bron (2006) e Pereira (2009) mostraram em seus estudos, também com mamdes da
variedade Golden, que nao houve diferenga entre os frutos tratados e nao tratados
com 1-MCP. Uma variagao de 9 a 11 °Brix foi mencionada por D’Innocenzo (1996)
em mamao do cultivar Solo, também sem diferengcas durante o amadurecimento.
Gallon (2010) também estudando mamdes ‘Golden’ encontrou valores entre 11 e 12
°Brix, o que mostra que quase nao existe variagdo no teor de solidos soluveis
durante o amadurecimento desta variedade. Portanto, concluiu-se que a aplicagao
do 1-MCP n&o afetou o teor de sdlidos soluveis no mamao, o qual praticamente nao

mudou durante o armazenamento desta fruta.
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Tabela 4 - Teor de solidos solUveis e de acido ascérbico de mamoes ‘Golden’, submetidos aos
tratamentos com 1-MCP e etileno e armazenados por 12 dias a 22°C

Tratamentos Variaveis analisadas

AR Tempo de
1-MC_I1° Etilen? OSS_ (mg.100 9 cogserve.agéo
(nL.L") (nL.L-")  (°Brix) amostra’) (n° de dias)

0 0 9,25a 55,78b 6
100 0 9,66a 71,85a 12
100 2,5 9,30a 72,96a 10
100 5 10,52a 67,18ab 6
100 10 9,46a 67,02ab 6

dms 1,38 11,76
CV (%) 8,02 10,84

*Mé&dias seguidas de pelo menos uma letra igual para cada variavel, no diferem entre
si pelo teste Tukey (p<0,05)

Normalmente, a quantidade de acido ascorbico diminui com o
amadurecimento das frutas, em funcdo do gasto energético para que elas se
mantenham vivas e controlem sua homeostase. De acordo com Selvarajh et al.
(1982) o teor de acido ascorbico em mamdbes aumenta com o amadurecimento, o
que também ocorreu neste trabalho, exceto nos frutos do controle (Tabela 4).

Esse aumento foi mais acentuado nos tratamentos onde foram aplicados
apenas 1-MCP e 1-MCP mais 2,5 pL.L'1 de etileno. Nestes tratamentos, o valor
passou de 54,53 mg.100 g polpa'1 no inicio, para aproximadamente 72 mg.100 g
polpa™ ao final do armazenamento. Nos frutos do controle, praticamente ndo houve
aumento, com valor de 55,78 mg. 100 g polpa™ (Tabela 4). Isso provavelmente deve
ter ocorrido devido ao atraso no amadurecimento, com queda na atividade
respiratoria e na producao de etileno, com menor gasto de substratos, em resposta a
aplicagao do 1-MCP.

Essa manutencdo da quantidade de acido ascorbico pode ocorrer em
algumas espécies e ndo em outras. Valdenegro et al. (2012) relatou em seus
estudos com fisalis, que o 1-MCP evitou rapidas perdas na concentracdo desse
acido, mantendo niveis superiores ao controle durante o armazenamento.
Resultados semelhantes foram observados por Sun et al. (2012), em couve chinesa,
e por Bomfim et al. (2011) em mangas ‘Tommy Atkins’. Entretanto, Santoso e Perera
(2003) afirmaram n&o haver diferenga na concentragdo de acido ascorbico em fatias

de goiaba e carambola tratadas e nao tratadas com 1-MCP.
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7.2.5 Atividade Respiratoéria

A atividade respiratdria inicial foi de aproximadamente 7 mL CO,.Kg™'.h"1. Em
geral, até o 6° dia, a atividade respiratéria dos frutos tratados apenas 1-MCP e 1-
MCP mais 2,5 e 5 uL.L™" de etileno esteve entre 10 e 25 mL CO,.Kg".h™, ou seja,
mais baixa que a dos demais tratamentos. Os frutos do controle mostraram pico
maximo de atividade de 45 mL COz.Kg'1.h'1, que poderia ser caracterizado como um
pico climatérico (Figura 12). O tratamento que recebeu 1-MCP mais 5 pL.L™" de
etileno também mostrou um pico de respiracdo no 4° dia, até mais definido que o do
controle, porém de menor intensidade. Os demais tratamentos apresentaram
discreto aumento na atividade respiratéria no mesmo dia.

De acordo com Kader (2002) a atividade respiratéria do mamao esta entre 4
a6 mL COg.Kg'1.h'1 a uma temperatura de 10°C, e aumenta para 15 a 35 mL

CO,.Kg™.h"", quando armazenado a 20°C.
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Figura 12 - Atividade respiratéria de mamdes ‘Golden’, submetidos aos tratamentos com 1-MCP e
etileno, armazenados por 12 dias a 22°C. As barras verticais representam o erro padrao

da média (n=5). T1 a T5 indicam os tratamentos com 1-MCP (nL.L'1)+etiIeno (uL.L'1)

Safiudo-Barajas et al. (2009) mostraram resultados semelhantes, onde
observaram que a taxa de producdo de CO, em mamdes aumentou nos frutos do
controle, porém, ela foi significativamente menor em frutos tratados apenas com 1-

MCP ou com 1-MCP seguido da aplicagao de etefon.
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Com relacdo a presenca de pico climatérico durante o amadurecimento do
mamao, alguns autores que trabalharam com esta mesma variedade mencionaram

nao o haver detectado.

7.2.6 Producao de Etileno

A produgao inicial de etileno foi de aproximadamente 0,27 uL.Kg"'.h™" e esteve
mais elevada nos frutos do controle até o 5° dia, em comparacao aos tratamentos
com 1-MCP (Figura 13). Neste tratamento, a produgao de etileno foi inferior a 0,1
pL.Kg'1.h'1 até o 6° dia de armazenamento, enquanto os frutos dos demais
tratamentos produziram entre 2 e 3 L CoHs.Kg™'.h™'. Apds o 6° dia, somente os
tratamentos com 1-MCP e 1-MCP mais 2,5 pL.L'1 de etileno continuaram a ser
avaliados até a total mudanga de cor da casca, com diferenga significativa na
producao de etileno entre eles até o 9° dia, igualando-se no 10° dia. A partir do 10°
dia, havia apenas o tratamento com 1-MCP e foi observado um significativo aumento
na produgao de etileno destes frutos, o qual atingiu aproximadamente 16 pL.Kg'1.h'1
no 12° dia (Figura 13). Pelayo et al. (2003) também observaram que a produgao de
etileno foi maior em bananas tratadas com 1000 nL.L™" de 1-MCP do que nos frutos

controle, apos nove dias de armazenamento a 20°C.
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Figura 13 - Producao de etileno de mamdes ‘Golden’, submetidos aos tratamentos com 1-MCP e
etileno, armazenados por 12 dias a 22°C. As barras verticais indicam o erro padrao da

média (n=5). T1 a T5 indicam os tratamentos com 1-MCP (nL.L'1)+etiIeno (pL.L'1)
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Os mamobes que foram tratados apenas com 1-MCP estavam com firmeza
maior que 120 N, ou seja, extremamente duros e totalmente amarelos aos 12 dias,
mesmo com elevada producao de etileno. A elevada producédo de etileno poderia
estar relacionada com a presenca de podriddes, devido a tentativa do fruto em
combater as injurias causadas pelos patdégenos, conhecido como etileno de
estresse. No entanto, neste caso foi pouco provavel que esse aumento tenha
ocorrido devido a presenca de frutos com podriddes, os quais sempre foram
descartados quando apresentavam algum sintoma. E bem provavel que esse
aumento na producao de etileno seja da prépria fisiologia do fruto, que apds algum
tempo do tratamento com 1-MCP recuperou a capacidade de biossintetizar etileno,
porém numa quantidade maior que a observada nos frutos do controle.

E provavel que o estimulo & producdo de etileno seja devido a perda do
feedback negativo da sua biossintese (WATKINS, 2006). Entretanto, mesmo com a
retomada da produgdo de etileno, o fruto ndo conseguiu completar seu
amadurecimento, provavelmente devido a perda do momento entre essa producéo
auto-catalitica, que foi atrasada pela aplicacdo do 1-MCP e a capacidade que o fruto
tem de perceber o etileno. Essa falha na habilidade do fruto em recuperar a
capacidade de amolecimento da polpa, segundo estudos realizados por Paull e
Chen (1983), pode estar relacionado com as enzimas poligalacturonase (PG) e
xilanase. E que de acordo com relatos dos autores, essas enzimas tem um pico de
atividade quando o mamao esta com 40 a 60% da epiderme amarela. Os autores
também confirmaram em outro estudo (PAULL; CHEN, 1991), que o RNA
mensageiro para estas enzimas em mamdes foi produzido por um curto periodo de
tempo durante o amadurecimento do maméao.

Estudos realizados por Piriyavinit, Ketsa e van Doorn (2011) também
mostraram que o 1-MCP causou o aumento da producédo de etileno em frutos de
mangostin, no entanto, esse aumento ndo resultou em mudangas na cor da casca e
nem mesmo na perda de firmeza. Esses fatos poderiam explicar porque mesmo com
elevada producgao de etileno, mamoes ‘Golden’ tratados apenas com 1-MCP podem
nao retomar o processo de amadurecimento, ou ele pode ocorrer tardiamente em
relacdo aos que nao foram tratados com 1-MCP.

A concluséo deste etapa reforga os beneficios da aplicagdo conjunta de 1-
MCP e etileno no aumento da vida util do mamao ‘Golden’. Os resultados mostraram

que quanto maior a dose de etileno aplicado juntamente com 1-MCP, menor foi a
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acdo do 1-MCP, sendo que a melhor associagdo foi a do 1-MCP com 2,5 uL.L™" de

etileno.

7.3 Etapa 3

Nessa etapa os frutos também foram tratados na casa de embalagem.
Entretanto, os tratamentos foram aplicados 24 horas apds terem sido colhidos e nao
12 horas como nas etapas anteriores. Este procedimento permitiu que a temperatura
da polpa dos frutos se estabilizasse em 11°C. Também se diferenciou da etapa
anterior quanto ao armazenamento, que foi de 20 dias a 11°C, seguido de
transferéncia para 22°C até que os frutos ficassem 100% amarelos. Esse
procedimento foi realizado, com a finalidade de simular a exportacdo dos frutos para

Europa ou EUA.
7.3.1 Firmeza da Polpa e Cor da Casca

Para a firmeza externa, os resultados mostraram que quanto maior a dose de
etileno aplicado em associagdo ao 1-MCP, mais semelhante ao controle foi a
resposta, como nos resultados obtidos nas etapas anteriores (Figura 14). Os frutos
tratados apenas com 1-MCP, mantiveram-se com elevada firmeza, em torno de 108
N até o 4° dia na temperatura de 22°C, com acentuada queda a partir deste
momento, com valor préximo a 40 N no 8° dia. E muito provavel que esses frutos
chegariam a firmeza de consumo, se armazenados por mais 2 ou 3, entretanto,
houve grande incidéncia de podriddes. Os tratamentos com 1-MCP associado a 1 e
2,5 uL.L" de etileno, perderam a firmeza mais rapidamente que os frutos tratados
apenas com 1-MCP. Entretanto, no 4° dia ainda apresentavam valores em torno de
45 N, duas vezes maior que a firmeza de consumo, que so foi atingida no 8° dia. Os
frutos que receberam 1-MCP mais 5 pL.L™" de etileno estavam com firmeza préxima
a de consumo no 6° dia a 22°C, enquanto que o tratamento controle ja havia atingido
firmeza proxima a 20 N no 4° dia (Figura 14).

Esperava-se que a retomada da capacidade de amadurecimento pelos frutos
tratados com 1-MCP associado &s menores doses de etileno (1 e 2,5 uL.L™"), fosse
mais lenta. E mais ainda para aqueles que foram tratados apenas com 1-MCP, a

ponto de que seu amolecimento fosse bloqueado, uma vez que os frutos foram
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tratados proximo a colheita e com firmeza inicial elevada (121,99 N). Um aspecto
que pode ter sido relevante seria a concentragdo de etileno e CO, enddgenos no
momento da aplicagao dos tratamentos, os quais poderiam ter atenuado a resposta
do causada pelo 1-MCP.

Experimentos conduzidos por Tatsuki, Endo e Ohkawa (2007) em magas
‘Orin’ e ‘Fuji’, comprovaram que quanto mais proximo a colheita foi o tratamento com
1-MCP, maior foi o resultado quanto a reteng¢ao da firmeza. Jacomino et al. (2007)
também realizaram experimentos com mamao ‘Golden’, e os resultados mostraram

maior efeito do 1-MCP quando este foi aplicado préximo a colheita dos frutos.
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Figura 14 - Firmeza externa de mamdes ‘Golden’, submetidos aos tratamentos com 1-MCP e etileno,
armazenados por 20 dias a 11°C e 8 dias a 22°C. As barras verticais indicam o erro

padrao da média (n=10). T1=0+0; T2=100+0; T3=100+1; T4=100+2,5; T5=100+5, com 1-
MCP (nL.L™")+etileno (uL.L™")

Experimentos conduzidos com tomate demonstraram que a quantidade de
proteinas receptoras foi maior na fruta no periodo pré-climatérico, diminuindo
significativamente apds o inicio do amadurecimento, resultado da degradacéo
proteolitica através de um mecanismo iniciado pela ligagdo do etileno ao seu sitio
receptor, que foi suprimida pela ligagao ao 1-MCP (KEVANY et al., 2007).

Cara e Giovannoni (2008) e Kevany et al. (2007) também mostraram em seus
estudos com tomates, que os receptores LeETRs e LeETRg foram degradados em
resposta a aplicagdo de etileno exodgeno, resultando em aceleragdo do

amadurecimento dos frutos. A conclusdo deste estudo foi que os receptores seriam
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reguladores negativos da sinalizagdo do etileno, e que sua diminuigdo resultaria em
aumento progressivo na sensibilidade ao horménio, quando um limite especifico em
seus niveis fosse atingido.

Analisando os resultados da firmeza interna (Figura 15) observa-se que as
diferengcas foram mais acentuadas durante o periodo em que os frutos ficaram
refrigerados. O tratamento onde foi aplicado apenas 1-MCP manteve a firmeza inicial
de aproximadamente 80 N, durante todo o periodo refrigerado. Os demais
tratamentos possuiam ao final deste mesmo periodo firmeza entre 15 e 25 N. Apds
dois dias a 22°C, todos os tratamentos estavam com firmeza interna de
aproximadamente 20 N, a excecdo do que foi tratado apenas com 1-MCP, o qual
mostrou firmeza interna de 50 N. Neste tratamento, somente apds o 6° dia nesta

temperatura os frutos atingiram a firmeza interna abaixo de 20 N.
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Figura 15 - Firmeza interna de mamoes ‘Golden’, submetidos aos tratamentos com 1-MCP e etileno,
armazenados por 20 dias a 11°C e 8 dias a 22°C. As barras verticais indicam o erro

padrdo da média (n=10). T1=0+0; T2=100+0; T3=100+1; T4=100+2,5; T5=100+5, com 1-
MCP (nL.L™")+etileno (uL.L™)

Gallon, Broetto e Silva (2009) observaram reducédo da firmeza da polpa em
frutos da variedade Golden armazenados por 10 dias a 10°C. Isso também pode ser
evidenciado neste trabalho, onde todos os tratamentos mostraram redugcao da
firmeza da polpa durante o armazenamento refrigerado a 11°C. A excecédo foi o
tratamento que recebeu apenas 1-MCP, o qual manteve sua firmeza proxima aquela

do inicio do tratamento até o final do periodo refrigerado.
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Tibola et al. (2005) trabalharam com caquis ‘Fuyu’ e também obtiveram bons
resultados para firmeza nos frutos tratados com 1-MCP em comparagao ao controle.
O fato da aplicagéo de 1-MCP ter contribuido para maior preservacao da firmeza da
polpa, pode estar relacionado a inibicdo do efeito auto-catalitico do etileno, que
estimula enzimas hidroliticas como as poligalacturonases, pectinametilesterases, [3-
galactosidases e celulases (PECH et al, 1999; BRUMMELL; HARPSTER, 2001;
ZANUZO, 2004).

Portanto, a perda da firmeza tem estreita relagcdo com a atividade de enzimas
pectinoliticas, cuja resposta esta diretamente relacionada ao etileno em diferentes
graus de dependéncia (JEONG; HUBER; SARGENT, 2002). Além da atuacéo de
enzimas, mecanismos nao enzimaticos de degradagdo da parede também
influenciam na perda da firmeza, como por exemplo, a geragao de hidroxilas a partir
do ascorbato (DUMVILLE; FRY, 2003).

Nos frutos dos tratamentos com 1-MCP e aqueles que receberam 1-MCP
associado as doses de 1 e 2,5 pL.L'1 de etileno, foi observado aumento no tempo
para que eles mudassem de cor, entretanto, em todos eles os frutos se tornaram
completamente amarelos (Figura 16). Este atraso na coloragdo da casca foi causado
pelo 1-MCP, que ao bloquear o sitio de ligagdo do etileno, deve ter reduzido os
sinais para sintese de clorofilase, o que fez com que o processo de quebra da
clorofila por esta enzima fosse mais lento.

Os frutos inicialmente apresentavam angulo de cor (°hue) de
aproximadamente 110, e ao final entre 75 e 80. Estes valores foram observados nos
tratamentos que receberam apenas 1-MCP e 1-MCP mais etileno nas doses de 1 e
2,5 pL.L'1 (Figura 16). Em todos os tratamentos ocorreu mudanga na coloragéo da
casca, entretanto, aqueles que foram tratados com 1-MCP e 1-MCP mais etileno,
mostraram pequeno atraso em relagdo ao controle, no 4° dia a 22°C. No 6° dia,
todos os tratamentos com excec¢éo do controle, o qual teve sua ultima avaliacdo no
4° dia, mostraram a mesma coloracido da casca. Apenas trés tratamentos foram
mantidos até o 8° dia a 22°C. Aquele que foi tratado apenas com 1-MCP e os
tratados com 1-MCP mais 1 e 2,5 uL.L™" de etileno. Dentre estes, os frutos tratados
apenas com 1-MCP se mostraram menos amarelos do que os que receberam 1-

MCP mais etileno nas doses de 1 e 2,5 uL.L™" (figura 16).
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Figura 16 - Cor da casca de mamdes ‘Golden’, submetidos aos tratamentos com 1-MCP e etileno,
armazenados por 20 dias a 11°C e 8 dias a 22°C. As barras verticais indicam o erro
padrdo da média (n=10). T1=0+0; T2=100+0; T3=100+1; T4=100+2,5; T5=100+5, com 1-
MCP (nL.L™")+etileno (uL.L™)

Resultados que mostraram atraso no desenvolvimento da coloragdo da casca
também foram constatados por Jacomino et al. (2002) em mamdes ‘Sunrise’. Isto
acontece porque o 1-MCP tem maior afinidade pelo sitio de ligagdo do etileno,
quando comparado ao proprio etileno (BLANKENSHIP; DOLE, 2003), bloqueando
ou retardando as respostas a agao deste hormdnio gasoso, como por exemplo, a
retengao da coloracao verde.

Essa resposta causada pela aplicacdo do 1-MCP em diversos frutos,
principalmente nos climatéricos, foi tema dos estudos com tomates realizados por
Hoeberichts et al. (2002). Os autores mencionaram que o 1-MCP alterou padrdes de

RNA'’s mensageiros de genes relacionados ao desenvolvimento da cor da casca.

7.3.2 Aparéncia e Cor da Casca (Analise Visual)

A aparéncia dos frutos manteve-se excelente (nota 5) durante o
armazenamento refrigerado. Apds quatro dias a 22°C, os frutos do tratamento
controle ja apresentavam notas de aparéncia menores que os demais tratamentos.
Os frutos do tratamento que recebeu 1-MCP mais 5 pL.L™" de etileno foram mantidos
por seis dias a 22°C, com boa aparéncia. Nos tratamentos onde aplicou-se apenas

1-MCP e 1-MCP mais 1 e 2,5 pL.L™ de etileno, os frutos foram mantidos por oito dias
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a 22°C, com notas acima de 4. Esses frutos ainda mantinham bom padrdo de
qualidade para o consumo, além do que, foram conservados por um periodo maior

de tempo (Figura 17).
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Figura 17 - Aparéncia de mamdes ‘Golden’, submetidos aos tratamentos com 1-MCP e etileno em
diferentes concentracdes, armazenados por 20 dias a 11°C e 8 dias a 22°C. Notas:
5=excelente; 4=bom; 3=regular; 2=ruim; 1=péssimo. As barras verticais indicam o erro

padrao da média (n=10). T1 a T5 indicam os tratamentos com 1-MCP (nL.L'1)+etiIeno
-1
(ML.L )

Portanto, os frutos tratados com 1-MCP mostraram aparéncia melhor do que
aqueles nao tratados (Figura 17). Ocorreu que, provavelmente, devido a retengao da
firmeza por mais tempo nos frutos que foram tratados apenas com 1-MCP, e com 1-
MCP mais etileno nas menores doses, estes apresentaram notas de aparéncia mais
altas. A manutencdo da firmeza por maiores periodos pela aplicagdo do 1-MCP,
pode por exemplo, ajudar na prevengdo de danos mecéanicos, 0s quais podem
facilitar a entrada de microorganismos que vao deteriorar a fruta, acelerando o
processo de senescéncia. Portanto, neste caso, a aplicagdo do 1-MCP mostrou ter
influéncia significativa na manutencao da aparéncia dos frutos, os quais mantiveram
por mais tempo a boa aparéncia, principalmente naqueles com nenhuma ou baixa
adicao de etileno.

Watkins (2002) mencionou que as respostas tecnoldgicas ao 1-MCP séo
variadas, dependendo da espécie, cultivar, condicbes edafoclimaticas e de cultivo,
ponto de colheita e condigcdes de armazenamento. Estudos realizados em macas por

Fan, Blankenship e Mattheis (1999), em bananas por Golding et al. (1998), em
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brécolis por Ku e Wills (1999), em ameixas, péssegos e nectarinas por Lurie et al.
(2002) e em mangas, bananas e abacates por Pesis et al. (2002), mostraram efeitos
positivos da aplicacdo do 1-MCP nestas espécies. Entretanto, Blankenshipe e Dole
(2003) mencionaram que pode haver aumento na incidéncia de doengas para
algumas espécies, provavelmente devido a inibicdo de algum metabdlito benéfico,
relacionado ao mecanismo de defesa dos vegetais (KU; WILLS; BEM-YEHOSHUA,
1999), prejudicando a aparéncia das frutas.

As notas de cor mantiveram valores proximos a 1 em todos os tratamentos,
durante os 20 dias sob refrigeracdo. Apds esse periodo, os frutos foram
armazenados a 22°C, onde foi observado que os tratamentos com 1-MCP e 1-MCP
mais 1 e 2,5 pL.L'1 de etileno, mostraram significativo atraso na mudancga de cor da
casca. Portanto, esses tratamentos atingiram praticamente 100% de coloragao
amarela (nota 5), porém, isso somente ocorreu quatro dias depois em relagdo ao
controle (Figura 18). De acordo com Blankenship e Dole (2003), o 1-MCP impede ou
retarda a degradacao da clorofila e também de varios outros tipos de pigmentos em

uma vasta gama de espécies vegetais.
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Figura 18 - Notas de cor da casca de mamoes ‘Golden’, submetidos aos tratamentos com 1-MCP e
etileno em diferentes concentragdes, armazenados por 20 dias a 11°C e 8 dias a 22°C.
Notas: 0=100% verde; 1=até 15% amarelo; 2=até 25% amarelo; 3=até 50% amarelo;
4=até 75% amarelo; 5=até 100% amarelo. As barras verticais indicam o erro padrao da

média (n=10). T1 a T5 indicam os tratamentos com 1-MCP (nL.L'1)+etiIeno (pL.L'1)
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7.3.3 Incidéncia de Podridoes e Murchamento

O numero de frutos podres durante o armazenamento refrigerado foi
praticamente zero, a exceg¢do do controle que aos 20 dias sob refrigeragcao
apresentava cerca de 2%. A partir do 4° dia a 22°C, o aumento do numero de frutos
com podriddes foi significativo, por volta de 10% em todos os tratamentos, a excegéo
do que foi tratado com 1-MCP mais 1 pL.L™" de etileno, que apresentava 5%. No 6°
dia, os frutos dos tratamentos onde foram aplicados apenas 1-MCP e 1-MCP mais 1
uL.L™" de etileno, mostraram aproximadamente 15% de frutos com podriddo. Os
outros dois tratamentos com 1-MCP mais etileno nas doses de 2,5 e 5 pyL.L™, foram
quantificados por volta de 18% de podriddo. Ao final do armazenamento (28 dias),
restaram trés tratamentos, 1-MCP e 1-MCP mais 1 e 2,5 pL.L'1 de etileno, todos com
alta incidéncia de podriddes, entre 27 e 32%, sendo que o tratamento com 1-MCP
mais 2,5 yL.L™ de etileno, apresentava a maior porcentagem (Figura 19).

Terao et al. (2003) observaram que o tratamento de meldes do tipo Orange
com o 1-MCP aliado ao armazenamento a baixa temperatura, constituiu numa

importante ferramenta no manejo integrado de podridées pos-colheita desta fruta.
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Figura 19 - Incidéncia de podridées em mamdes ‘Golden’ com podridao, submetidos aos tratamentos
com 1-MCP e etileno em diferentes concentra¢des, armazenados por 20 dias a 11°C e 8

dias a 22°C. T1 a TS indicam os tratamentos com 1-MCP (nL.L'1)+etiIeno (uL.L'1)

Hofman et al. (2001) relataram que o tratamento com 1-MCP foi associado a

maior preseng¢a de manchas externas em mamdes e macas e também com a maior
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incidéncia de podriddes em abacates, magas e mamodes, em comparacgao aos frutos
nao tratados.

A incidéncia de mambes com sintoma de murchamento foi de
aproximadamente 2%. Esse baixo indice de frutos murchos foi provavelmente devido
a alta umidade relativa do ar mantida no interior da camara de armazenamento, que
estava acima de 90%. Por outro lado, esta condicdo certamente favoreceu a
incidéncia de podriddes, especialmente no periodo em que os frutos foram mantidos

a temperatura de 22°C.

7.3.4 Teor de Sélidos Soltveis e de Acido Ascérbico

O teor de solidos soluveis em frutos tratados com 1-MCP pode ser maior,
menor ou igual aos que nao foram tratados (FAN; BLANKENSHIP; MATTHEIS,
1999; WATKINS et al., 2000; ZANELLA, 2003). Neste trabalho com mamades, nao foi
observadas diferengas no teor de sélidos soluveis entre os tratamentos (Tabela 5).

Tabela 5 - Teor de solidos soluveis e de acido ascoérbico de mamobes ‘Golden’, submetidos aos
tratamentos com 1-MCP e etileno, armazenados por 20 dias a 11°C e 8 dias a 22°C

Tratamentos Variaveis analisadas
AA Tempo de
1-MCI1=’ Etilen? 0SS (mg 1009 cor:serve.lgéo
(nL.L") (nL.L-")  (°Brix) amostra’) (n° de dias)
0 0 11,80a 83,29b 24
100 0 11,30a 94,02a 28
100 1 11,72a 93,14a 28
100 2,5 11,72a 82,27b 28
100 5 11,74a 83,32b 26
dms 0,70 5,74
CV (%) 1,41 3,50

* Médias seguidas de letras iguais para cada variavel, nao diferem entre si pelo teste
Tukey (p<0,05)

Os teores de solidos soluveis encontrados neste trabalho, para mamdes no
estadio de maturacgdo 1, estdo de acordo com Chitarra e Prado (2000). Os autores
mencionaram que o teor de soélidos soluveis para mamodes do grupo Solo nédo deve
ser inferior a 11,5 °Brix, quando os frutos apresentarem pelo menos 6% da superficie
da casca amarela. Esse valor foi de 11,70 °Brix no inicio do experimento, em frutos
com 15% de cor amarela, e permaneceu neste patamar até o final do
armazenamento, em todos os tratamentos, com pouca diferenga entre eles (Tabela

5). A pouca variagdo no teor de sélidos soluveis durante o amadurecimento do
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mamao ‘Golden’ ocorreu devido ao fato de que esta fruta, segundo relatos de Bron
(2006), nao apresenta quantidade significativa de amido para ser hidrolisado durante
0 processo de amadurecimento.

Jacomino et al. (2002) também relataram que o teor de sélidos soluveis nao
foi influenciado pelo tratamento com 1-MCP em mamdes ‘Sunrise Solo’ colhidos em
dois estadios de maturacao, assim como também foi observado neste trabalho.

O mamao é considerado uma 6tima fonte de acido ascorbico e dependendo
do cultivar e estadio de maturagéo, o conteudo de vitamina C pode variar de cerca
de 45 a 145 mg por 100 g da fruta fresca (PAL et al., 1980; INUGI; WABULE, 1990;
FIRMIN, 1997; PROULX, 2002).

A analise do teor de acido ascorbico mostrou valores finais maiores que 90
mg por 100 g de polpa, para os tratamentos onde foram aplicados apenas 1-MCP e
1-MCP associado ao etileno na dose 1 pL.L"'. Nos tratamentos controle e 1-MCP
mais 2,5 e 5 pyL.L™ de etileno foram quantificadas concentragées um pouco menores
desse acido, aproximadamente 83 mg por 100 g de polpa, sendo que a inicial foi de
84,89 mg (Tabela 5). A concentragao deste acido normalmente aumenta no maméo
‘Golden’ da colheita até seu ponto de consumo. Godoy (2008) e Pereira (2009)
relataram aumento no teor de acido ascoérbico durante o amadurecimento de
mamdes da variedade Golden. Neste presente trabalho, ndo houve aumento nos
frutos do controle e dos tratamentos com 1-MCP mais 2,5 e 5 pL.L'1 de etileno,
entretanto, o valor inicial ja se encontrava alto. Os teores mais elevados encontrados
nos tratamentos com 1-MCP e 1-MCP mais 1 uL.L”" de etileno, podem ser devidos
ao menor uso deste composto, assim como de outros, nos processos fisiologicos
relacionados ao amadurecimento destes frutos. Alguns trabalhos mostraram que o
tratamento com 1-MCP retardou a perda de &cido ascoérbico, como em jujuba
chinesa (JIANG et al, 2004a), péssegos (LIU et al, 2005) e abacaxis
(SELVERAJAH; BAUCHOT; JOHN, 2001).

Estudos prévios propuseram que a manose e a L-galactose seriam
intermediarios na via de sintese de acido ascoérbico em plantas. Essas substancias
seriam utilizadas para a biossintese de carboidratos da parede celular. Assim, a
degradagao da parede celular durante o amadurecimento proveria substratos para a
sintese de acido ascérbico (WOLUCKA; VAN MONTAGU, 2003; CONKLIN, 2001).

Contudo, essa proposta nao serviria para explicar o aumento no teor de acido

ascorbico nos mamoes ‘Golden’ tratados apenas com 1-MCP e 1-MCP mais etileno
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na dose de 1 pL.L™". Isto porque nestes tratamentos, a degradacgao da parede celular
se deu de forma mais lenta, devido ao bloqueio do etileno pelo 1-MCP. Portanto,
esse aumento deve ter acontecido, provavelmente, devido a outras vias que
sintetizam esse acido. Hojo et al. (2009) realizaram analises em mangas ‘Palmer’
tratadas com 1-MCP, e também observaram maior quantidade de acido ascorbico
neste tratamento em comparacdo ao controle. Os autores relacionaram esse fato
com o aumento da sintese de metabadlitos intermediarios precursores desse acido no
tratamento com 1-MCP, enquanto que as baixas concentragdes obtidas nos frutos
do controle foram associadas a oxidagdo dos acidos organicos durante o

amadurecimento das frutas.

7.3.5 Producao de Etileno e Etileno Endégeno

A producéao de etileno no inicio do armazenamento foi de aproximadamente
19 uL.Kg'.h™', com acentuada queda aos cinco dias. Do 5° até o 20° dia de
armazenamento refrigerado, os tratamentos apresentaram valores entre 0,05 e 0,30
uL C,Hs.Kg'.h™'. Com a mudanga dos tratamentos para a temperatura de 22°C, a
producao de etileno comegou a se elevar primeiro nos frutos que foram tratados
apenas com 1-MCP, 1-MCP mais 1 pL.L™" de etileno e nos do controle, por volta de 3
uL.Kg™.h™ no 2° dia (Figura 20). Os tratamentos com 1-MCP mais etileno nas doses
de 2,5e5 pL.L'1, somente iniciaram o aumento da concentragdo desse horménio a
partir do 2° dia a 22°C. Os valores ao final do armazenamento estavam entre 1,5 e
4,5 pL CyH4Kg'.h' nos tratamentos com 1-MCP e 1-MCP mais 1 e 2,5 pyL.L™ de
etileno, com maior valor para os frutos que foram tratados apenas com 1-MCP
(Figura 20).
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Figura 20 - Producao de etileno de mamoes ‘Golden’, submetidos aos tratamentos com 1-MCP e
etileno, armazenados por 20 dias a 11°C e 8 dias a 22°C. As barras verticais indicam o

erro p?dréo da média (n=5). T1 a T5 indicam os tratamentos com 1-MCP (nL.L'1)+etiIeno
(uL.L™)

Sestari (2010) observou em limas acidas ‘Tahit’ o mesmo comportamento
quando os frutos passaram da refrigeragdo a 1°C para a temperatura de 20°C. Em
confirmacéao a este resultado, o autor verificou que na presenca de ACC exdégeno, os
discos de flavedo removidos dos frutos tratados com 1-MCP exibiram maior
producdo de etileno em todos os periodos avaliados. Sisler e Blankenship (1993)
observaram esse mesmo comportamento em pléantulas de feijdo, as quais passaram
a ter uma grande capacidade de produgao de etileno quando os receptores haviam
sido inativados pelo 1-MCP. Apds 2 horas do tratamento com 10 pL.L™ de 1-MCP
em folhas de salsa, este induziu a biossintese de etileno a altos niveis, mais que
50% do que se observou no tratamento controle (ELLA et al., 2003).

Brackmann et al. (2009) relataram que tomates armazenados por 14 dias a
5°C e tratados com 1-MCP apresentaram producao de etileno mais elevada, em
comparagao aos frutos do controle. A aplicagdo de 1-MCP, no entanto, reduziu a
producao de etileno nos frutos armazenados a 20°C e mais ainda a 10°C. Pesquisas
conduzidas por Hoeberichts et al. (2002) demonstraram que a sintese de etileno em
tomates tratados com 1-MCP manteve-se baixa por periodos que duraram de 8 a 15

dias, dependendo do estadio de maturacdo em que os frutos foram colhidos.
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O fato da producdo de etileno ter sido maior nos frutos que receberam
apenas 1-MCP, deve estar relacionado com o mecanismo de auto-inibicdo que este
horménio exerce sobre a sua prépria biossintese. Estudos realizados por Golding et
al. (1998) e Pelayo et al. (2003) com bananas, mostraram que frutos tratados com 1-
MCP no estadio pré-climatérico tiveram aumento na producdo de etileno. Esses
resultados levaram a conclusdo de que o 1-MCP ao se ligar ao sitio do etileno
bloqueia a regulagdo normal por feedback da produgédo de etileno, que pode ser
exercida na via da sua biossintese. Presumivelmente, o 1-MCP se ligou ao sitio de
forma irreversivel, impossibilitando a malonizagdo da ACC pela agado da enzima ACC
N-maloniltransferase.

Entretanto, com maméao pode ter ocorrido o contrario, onde o 1-MCP aplicado
sem a presencga do etileno exdgeno favoreceu a malonizagdo do ACC durante o
periodo refrigerado a 11°C. Com a mudancga dos frutos para a temperatura de 22°C,
o ACC foi novamente disponibilizado, sendo convertido a etileno pela ACC oxidase,
a qual mostrou maior atividade neste tratamento, com aumento na produgcdo de
etileno ao final do armazenamento.

Estudos realizados por Philosoph-Hadas, Meir e Aharoni (1985) e Mullins,
McCollun e McDonald (1999; 2000) mostraram que diminuigdo da agao do etileno
auto-inibitério através da presenca do 1-MCP ligado ao seu receptor, resultou em
maiores niveis de ACC e por sua vez, aumento da biossintese de etileno. Kim et al.
(1992) também demonstraram em seus experimentos com hipocétilos de feijao que
certos genes da ACC sintase respondiam especificamente para esse efeito auto-
inibitorio da producgao de etileno.

Ja Mathooko et al. (2001) em estudos com péssegos notaram que frutos
tratados com 1-MCP mostraram pouca supressao da produgéo de etileno e inibigao
da perda de firmeza durante os primeiros dias, porém, o teor de ACC foi maior que
nos frutos do controle. Segundo os autores, o 1-MCP n&o teve efeito na atividade da
ACC sintase, porém inibiu em 50% a atividade da ACC oxidase, fato este que
poderia explicar pelo menos em parte, o aumento no conteudo de ACC observado
nos frutos que foram tratados com 1-MCP.

A producédo de etileno enddégeno € uma parte essencial do amadurecimento
de frutos climatéricos e provavelmente atua como um reostato para processos que
dependem do etileno (THEOLOGIS, 1992). Uma vez que o amadurecimento da fruta

climatérica tem inicio, a concentragéo interna de etileno aumenta rapidamente até
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um certo nivel, onde aplicagdes exdgenas de etileno ndo tem efeito na promogéo do
amadurecimento (SALTVEIT, 1999).

A concentracdo de etileno enddégeno no inicio do experimento foi de
aproximadamente 5 pL.L™, e, apds 5 dias sob refrigeragdo passou para valores
entre 0,025 a 0,05 pL.L". Esses valores mostraram pouca variagdo no periodo
refrigerado, com concentra¢des entre 0,04 a 0,20 uL.L™" aos 20 dias, com valores
mais elevados observados no tratamento onde aplicou-se apenas o 1-MCP. A partir
deste dia, os frutos foram transferidos para temperatura de 22°C, com aumento da
concentragdo de etileno enddgeno, sendo mais elevada nos frutos que foram
tratados apenas com 1-MCP e menor naqueles com 1-MCP mais 5 pL.L™" de etileno
(Figura 21). A concentragao de etileno enddégeno ao final do armazenamento para os
3 tratamentos restantes, estava entre 4 e 12 pL.L'1, com a maior concentragao no
tratamento em que foi aplicado apenas 1-MCP. Portanto, tanto a produgao de etileno
como a concentracdo de etileno enddgeno esteve mais elevada nos frutos tratados
apenas com 1-MCP, no periodo em que estavam armazenados a 22°C (Figura 21).

Da mesma forma que neste trabalho com mamades, a concentracao de etileno
endogeno em frutos de pomelo foi substancialmente elevada depois da exposi¢céo
ao tratamento com 1-MCP (MULLINS; McCOLLUN; McDONALD, 2000). Neste
estudo com mamades, esse aumento na concentragdo de etileno endégeno ocorreu
principalmente no final do armazenamento a 22°C, coincidindo com a elevada

atividade da ACC oxidase, que sera mostrada mais adiante.
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Figura 21 - Concentragdo de etileno endégeno de mamdes ‘Golden’, submetidos aos tratamentos

com 1-MCP e etileno, armazenados por 20 dias a 11°C e 8 dias a 22°C. As barras
verticais indicam o erro padrdo da média (n=10). T1 a T5 indicam os tratamentos com 1-

MCP (nL.L™")+etileno (uL.L™)

Zhang et al. (2009) demostraram que a eficacia do 1-MCP gasoso em nivel
de saturacdo (21 pmol.m>, 500 nL.L™"), foi completamente suprimida quando
aplicado em combinacao com etileno (4,07 pmol.m'3, 100 nL.L'1) em tomates. Estes
resultados corroboram com a hipdtese de que a concentragao de etileno interno em
frutos climatéricos, pode modular a sensibilidade dos mesmos ao 1-MCP (ZHANG et
al., 2009; ZHANG; HUBER; RAO, 2010), através do controle indireto das enzimas

ligadas a sua biossintese.

7.3.6 Atividade Respiratéria e Diéxido de carbono Endégeno

Os resultados para taxa respiratéria e dioxido de carbono enddégeno
mostraram o mesmo padrao entre eles em todos os tratamentos. Os valores de
atividade respiratoria no inicio do tratamento estavam em torno de 8 mL de CO,.Kg
'h™, com queda logo apés o tratamento, chegando em 5 mL CO..kg™.h™" no 5° dia,
mantendo-se proximo a este valor até o final do periodo refrigerado. Com a mudanca
de temperatura de 11°C para 22°C, os tratamentos atingiram atividade respiratéria
entre 25 e 30 mL COg.kg'1.h'1, um pouco mais elevada que no tratamento onde foi
aplicado apenas 1-MCP (Figura 22).
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Bron (2006) mostrou em seus resultados, que mamdes ‘Golden’ tratados com
1-MCP apresentaram redugcdo na atividade respiratéria, que nos primeiros 5 dias
esteve perto de 19 mL CO,.Kg™.h™, cerca de 40% menor quando comparado aos
frutos ndo tratados a 23°C. O autor ainda mencionou que durante os 20 dias de
armazenamento a 11°C, a atividade respiratoria dos frutos tratados e néo tratados
com 1-MCP foi baixa, com valores de em torno 7 mL CO,.Kg"'.h". A respiracdo
aumentou assim que os frutos sairam do armazenamento refrigerado, atingindo
valores constantes apds o 2° dia a 23°C. Estes valores foram de aproximadamente
20 a 25 mL CO.,.Kg'.h' para frutos tratados e ndo tratados com 1-MCP

respectivamente, um pouco menor que os observados neste estudo (Figura 22).
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Figura 22 - Atividade respiratéria de mamoes ‘Golden’, submetidos aos tratamentos com 1-MCP e
etileno, armazenados por 20 dias a 11°C e 8 dias a 22°C. As barras verticais indicam o

erro padrdo da média (n=5). T1 a T5 indicam os tratamentos com 1-MCP (nL.L'1)+etiIeno
-1
(ML.L )

Pelayo et al. (2003) relataram em seus estudos que a atividade respiratéria
foi menor em bananas tratadas com 1-MCP em comparagao aos frutos do
tratamento controle. Resultados obtidos por Wills e Ku (2002) mostraram que o mais
evidente efeito do tratamento com 1-MCP no tratamento de tomates, foi a reducao
da taxa respiratoria, porém esse efeito s6 foi sustentado durante os primeiros 8 dias
apos o tratamento.

Maneoni et al. (2007) também observaram em seus estudos, que a taxa

respiratéria de mamodes nao tratados com 1-MCP comecgou a aumentar depois de 2
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dias a 22°C, saindo de 15 para 22 mL.Kg™.h™", atingindo um ponto maximo apds 10
dias. A taxa respiratéria de frutas tratadas com 1-MCP n&o mostraram um pico
climatérico distinto, mantendo-se por volta de 15 mL CO..Kg'.h™', praticamente
constante por cerca de 15 dias.

O resultado de CO, enddgeno apresentou comportamento semelhante ao da
atividade respiratéria. No periodo em que os tratamentos permaneceram
refrigerados, a concentracdo de CO, enddgeno esteve entre 5000 e 8000 pL.L™
aproximadamente, aumentado a partir do 2° dia a 22°C. No 4° e 6° dias, os frutos
com 1-MCP mais 5 pL.L™" de etileno apresentaram concentracdo de CO, enddgeno
entre 17000 e 20000 pL.L™", com os demais com valores entre 13000 e 16000 uL.L™.
Ao final do periodo de armazenamento, os frutos onde aplicou-se apenas 1-MCP
estavam com a concentragao de CO, enddgeno proxima a 22000 pL.L'1, enquanto
que os tratamentos com 1-MCP mais 1,0 e 2,5 pL.L" de etileno apresentavam
valores em torno de 19000 uL.L™ (Figura 23).

Os resultados mostrados anteriormente por outros autores revelaram que na
maioria das vezes, as espécies vegetais respondem ao tratamento com 1-MCP com
menor atividade respiratéria e concentragdo de dioxido de carbono. Entretanto,
mesmo dentro da mesma espécie, € possivel encontrar respostas diferentes, uma
vez que estes processos estdo condicionados a varios fatores fisiologicos e também
nao fisioldgicos (ZHANG et al., 2009).
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Figura 23 - Concentragcdo de CO, endégeno de mamdes ‘Golden’, submetidos ao 1-MCP e etileno,
armazenados por 20 dias a 11°C e 8 dias a 22°C. As barras verticais indicam o erro

padrdo da média (n=5). T1 a T5 indicam os tratamentos com 1-MCP (nL.L'1)+etiIeno
-1
(uL.L™)

7.3.7 Teor de Clorofila e Carotenodides Totais

O mamao é uma excelente fonte dietética de compostos bioativos benéficos
como, por exemplo, os carotendides (FABI et al., 2007). Os pigmentos do maméo
assim como de outras frutas, sao derivados desses carotendides, que sdo moléculas
lipossoluveis localizadas nos cromoplastos das células das frutas (DEVITT et al.,
2006).

A quantidade de carotendides totais nos frutos foi praticamente igual entre os
tratamentos enquanto estavam sob refrigeragdo, com excegao do tratamento com 1-
MCP mais etileno na dose de 5 pL.L™, que ao final do periodo refrigerado mostrou a
menor quantidade, mantendo-se assim até o 2° dia a 22°C (Figura 24). A sintese
desse pigmento foi muito baixa no mamao, a julgar pela pouca variagdo na
guantidade observada no tratamento controle, do inicio ao final do armazenamento.
Portanto, o que provavelmente ocorreu com os frutos foi a degradagao da clorofila,
que fez com que aparecessem os pigmentos amarelos da casca. No 4° dia a 22°C,
os frutos do controle apresentavam maior quantidade de carotendides totais, por
volta de 2,8 mg.g”". Nos demais tratamentos, observou-se que mesmo com a

aplicagcado do etileno associado ao 1-MCP, este bloqueador conseguiu retardar a



85

mudanga de cor da casca, sendo mais evidente nos frutos tratados apenas com 1-
MCP (Figura 24). No entanto, quando se compara os tratamentos que receberam 1-
MCP e 1-MCP mais etileno no 2° dia, é possivel notar que o tratamento que recebeu
a maior dose de etileno (5 pL.L™") mostrou a menor quantidade de carotendides
totais, provavelmente porque havia auto-inibicdo do etileno neste momento. Barreto
et al. (2011) afirmaram que mamdes tratados com 1-MCP ou etileno, mostraram
baixo conteudo de carotendides totais quando foram comparados aos frutos do
controle. Este fato sugeriu que ambos os tratamentos podem inibir ou deslocar a via
biossintética dos carotendides. Porém, segundo os mesmos autores, esse fato
mudou em poucos dias apds o tratamento, onde entdo foi observado aumento nas
quantidades de carotendides nos frutos tratados com etileno em relagdo aos
tratados com 1-MCP. Esse fato também foi observado neste trabalho, sendo mais
evidente nos tratamentos onde foram aplicadas as doses de 2,5 e 5 pL.L" de
etileno, mesmo na presenca do 1-MCP (Figura 24). Nestes tratamentos, foi
observado um substancial aumento na quantidade de carotendides totais a partir do
6° dia, com niveis mais elevados nos tratamentos com 2,5 e 5 pL.L'1 de etileno,
decrescendo a medida que a dose de etileno aplicada também foi menor (Figura 24).
Esse aumento na quantidade de carotendides totais ao final do armazenamento,
caracterizada como sintese, pode ter ocorrido por uma mudanga na via biossintética
destes pigmentos causada pelos tratamentos, ou porque eles permaneceram

armazenados por um periodo mais longo.
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Figura 24 - Teor de carotendides totais de mamdes ‘Golden’, submetidos aos tratamentos com 1-MCP
e etileno, armazenados por 20 dias a 11°C e 8 dias a 22°C. As barras verticais indicam o

erro padrao da média (n=9). T1=0+0; T2=100+0; T3=100+1; T4=100+2,5; T5=100+5, em
nL.L™" 1-MCP+uL.L" etileno

Marty et al. (2005) usaram tratamentos com 1-MCP para investigar a
regulacéo pelo etileno no acumulo de carotendides, bem como a expressao do gene
carotenogenico em laranja e damasco. Ambas espécies acumularam os pigmentos
incolores fitoeno e fitoflueno, mas o B-caroteno s6 foi acumulado nas laranjas. Foi
verificado neste estudo, que o 1-MCP inibiu a produgao de etileno nas 2 espécies,
no entanto, os efeitos sobre o acumulo de pigmentos foram pequenos. No
experimento com maméao, ocorreu a mesma resposta enquanto os frutos estavam
armazenados no frio, 0 que poderia ndo ser uma resposta ao 1-MCP, e sim a baixa
temperatura No entanto, apds serem transferidos para a temperatura de 22°C, tanto
0 1-MCP como o 1-MCP associado ao etileno nas doses de 2,5 e 5 pL.L™" afetaram
muito a sintese de carotendides no final do armazenamento, com aumentos
consistentes em relacao ao controle.

O teor de clorofila foi maior nos mamdes que receberam apenas 1-MCP
durante o armazenamento refrigerado, mantendo-se com este teor mais elevado até
0 4° dia a 22°C, igualando-se aos tratamentos com 1-MCP mais etileno somente no
6° e 8° dias (Figura 25). Todos os tratamentos apresentaram teores de clorofila
muito semelhantes no 2° dia no ambiente, a exceg¢ao do que foi tratado com 1-MCP
mais 5 uL.L™" de etileno, que apresentou teor mais baixo. No 4° dia, todos os
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tratamentos estavam com valores proximos, a excecao daquele tratado apenas com
1-MCP, o qual mostrou quantidade mais elevada de clorofila total. Isso
provavelmente deve ter ocorrido, devido a agéo do etileno nos outros tratamentos, o
qual pode ter favorecido mais a atividade da enzima clorofilase, em comparagéo ao
que foi tratado apenas com 1-MCP. No 6° dia, 4 os tratamentos avaliados mostraram
quantidades semelhantes de clorofila total, a qual estava muito baixa (1,5 mg.g™") em
relacdo a quantidade inicial, aproximadamente 10 vezes maior (Figura 25). Dos
tratamentos que foram avaliados no 8° dia, aquele que foi tratado apenas com 1-
MCP apresentou teor de clorofila maior que os demais, caracterizando este
tratamento como mais verde, confirmando o que se observou na analise de cor da

casca pelo colorimetro.
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Figura 25 - Teor de clorofila total de mamdes ‘Golden’, submetidos aos tratamentos com 1-MCP e
etileno, armazenados por 20 dias a 11°C e 8 dias a 22°C. As barras verticais indicam o

erro padrdo da média (n=9). T1=0+0; T2=100+0; T3=100+1; T4=100+2,5; T5=100+5, em
nL.L™" 1-MCP+uL.L etileno

A perda da cor verde deve-se a decomposicao da clorofila em decorréncia de
varios fatores que atuam isoladamente ou em conjunto, como por exemplo o pH,
ativagdo da enzima clorofilase e a presenga de sistemas oxidantes (BLEINROTH et
al., 1992). Portanto, o 1-MCP ao bloquear a agao do etileno, retardou o processo de
quebra da clorofila do maméao ‘Golden’ em relagdo ao controle, quando este foi
aplicado sozinho. Quando o 1-MCP foi aplicado em conjunto com o etileno, esse

atraso em relacdo ao controle foi menos acentuado. Isto porque, na presenca do
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etileno, alguns sitios provavelmente ndo foram ocupados pelo 1-MCP, reduzindo seu
efeito no bloqueio do etileno. Com isso, a atividade das enzimas responsaveis pela
quebra da clorofila deve ter sido um pouco maior, quando comparado ao tratamento
apenas 1-MCP.

O etileno promove, portanto, um aumento na atividade das enzimas
clorofilase e oxidase (SHIMOKAWA; SHIMADA; YAEO, 1978; YAMAUCHI et al.,
1997), responsaveis pela degradacao da clorofila e desaparecimento da cor verde.
Ao mesmo tempo, o etileno estimula a carotenogénese, o que promove o
aparecimento da cor amarela ou laranja (STEWART; WHEATON, 1972) e conduz a
decomposicéo das giberelinas responsaveis pela manutencao da coloragao verde da
fruta (GOLDSCHMIDT; GALILI, 1974; SCHECHTER; GOLDSCHIDT; GALILI, 1989).

7.3.8 Atividade da Enzima Pectinametilesterase (PME)

O etileno tem acgéo sobre as enzimas responsaveis pelo desmembramento da
parede celular, causando o amolecimento dos frutos (CHITARRA; CHITARRA,
1990). Essa perda de firmeza da polpa do mamao é atribuida a atividade das
pectinases em especial a poligalacturonase (PG) e pectinametilesterase (PME).
Sendo assim, o amolecimento da polpa aliado a mudanca da cor da casca, é a
transformacao mais caracteristica que ocorre durante o0 amadurecimento de mamdes
(BRON, 2006).

Os resultados obtidos neste estudo com mamdes ‘Golden’ mostraram que a
atividade da PME foi dependente do etileno, e que a aplicagdo do 1-MCP retardou
essa atividade durante o armazenamento. A atividade desta enzima foi nitidamente
menor para os frutos do tratamento onde foi aplicado apenas o 1-MCP, sendo
gradualmente intensificada, a medida que o 1-MCP foi combinado com maiores
doses de etileno (Figura 26).

Os valores observados nos tratamentos variaram de pouco mais 2000 nMol
NaOH.g".min™ no inicio, a pouco mais 4000 nMol NaOH.g".min" ao final do
armazenamento refrigerado. Neste periodo, os valores mais baixos em relagdo ao
controle foram observados principalmente nos tratamentos apenas com 1-MCP e 1-
MCP mais etileno na dose de 1uL.L™ (Figura 26).

Gallon (2010) encontrou valores de 8900 e 4700 nMol NaOH.g".min”" no

primeiro dia de armazenamento, respectivamente para frutos com e sem o disturbio
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do amolecimento precoce, disturbio esse que faz com que o fruto apresente rapida
perda de firmeza mesmo sob refrigeragdo a 11°C em relagdo aos frutos sem o
problema.

Paull e Chen (1983) e Lazan, Selamat e Ali (1995) relataram aumento na
atividade desta enzima durante o amadurecimento de mam®oes. Bron (2006) também
observou acréscimo na atividade da PME em mamdes ‘Golden’ durante o periodo de
armazenamento a 23°C, o que nao ocorreu nos frutos tratados com 1-MCP. O autor
mencionou ainda, que a atividade da PME atingiu valor maximo de 8000 nMol
NaOH.g".min™" aos 9 dias de armazenamento.

Neste trabalho, quando os frutos foram transferidos para a temperatura de
22°C, os valores aumentaram, ficando entre 4000 e 6000 nMol NaOH.g™".min™". Apos
2 dias nesta temperatura, o controle e o tratamento com 1-MCP mais 5 pL.L'1 de
etileno mostraram maior atividade que os outros tratamentos, principalmente em
comparagao ao que foi tratado apenas o 1-MCP. A maior atividade da enzima nos
frutos do controle, foi observada no 4° dia a 22°C e a menor, nos frutos que foram
tratados apenas com 1-MCP (Figura 26). No 6° dia, foram avaliados 4 dos 5
tratamentos, uma vez que o controle ja havia completado seu amadurecimento, e
destes, € possivel visualizar na figura 26, que quanto maior foi a dose de etileno
aplicada, mais atividade teve a enzima PME. Esse fato também foi observado ao
final do armazenamento, onde somente 3 tratamentos foram avaliados, e dentre
eles, o que foi tratado apenas com 1-MCP mostrou a menor atividade. Esses
resultados de maior e menor atividade da PME em relagdo a dose de etileno
aplicada junto com o 1-MCP, mostraram reflexo diretamente na firmeza dos frutos,
com amolecimento mais rapido naqueles onde foram aplicados mais etileno junto

com 1-MCP, além do controle.
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Figura 26 - Atividade da pectinametilesterase (PME) de mamdes ‘Golden’, submetidos aos
tratamentos com 1-MCP e etileno, armazenados por 20 dias a 11°C e 8 dias a 22°C.
T1=0+0; T2=100+0; T3=100+1; T4=100+2,5; T5=100+5, em nL.L” 1-MCP+pL.L‘1
etileno. Médias com pelo menos uma letra igual em cada dia de analise, nao diferem
entre si pelo teste Tukey (p<0,05)

O resultado da analise da atividade da PME mostrou claramente que o 1-
MCP diminuiu a atividade desta enzima, causando atraso no amolecimento dos
frutos. Essa observagcédo foi mais evidente nos frutos onde esse bloqueador foi
aplicado sem o etileno ou com etileno nas doses de 1 e 2,5 pL.L™". Portanto, a
aplicagao conjunta de 1-MCP mais etileno nestas doses, mostrou que a resposta da
PME e com certeza de outras enzimas responsaveis pelo amolecimento dos frutos

foi atenuada, ocorrendo num tempo maior que os frutos do controle.
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Neste caso, até mesmo os frutos do tratamento que recebeu apenas 1-MCP
provavelmente também amoleceriam, no entanto, seriam necessarios talvez mais 2
dias em relagdo aqueles que foram tratados com 1-MCP mais 1 e 2,5 pL.L" de
etileno. Entretanto, essa perda de firmeza pode as vezes nao acontecer quando os
frutos séo tratados apenas com 1-MCP, inviabilizando o seu consumo e causando

problemas a sua comercializagao.

7.3.9 Atividade da Enzima 1-Aminociclopropano-1-Carboxilico Sintase (ACS)

As mudancas observadas durante o amadurecimento das frutas sao
consequéncias de inumeras reagdes bioquimicas, dentre as quais muitas estao
relacionadas com a biossintese de etileno auto-catalitico, o qual pode ser
responsavel pelo aumento respiratorio em frutos climatéricos (BARRY;
GIOVANNONI, 2007). A produgéao de etileno auto-catalitico requer auto-regulacao da
sua sintese por parte das enzimas ACO e ACS, envolvidas nas reagdes limitantes da
sua biossintese (LELIEVRE et al., 1997).

Ambas enzimas sdo codificadas por familias multi génicas e a expressao
diferencial de seus membros tem sido relatada durante o amadurecimento dos frutos
(ZAREMBINSKI; THEOLOGIS, 1994; BARRY; LLOP-TOUS; GRIERSON, 2000). Em
tomateiro, a expressao diferencial das isoformas da enzima ACC sintase modula a
produgao autoinibitoria e autocatalica do etileno. No entanto, em mamdes, Bapat et
al. (2010) mostraram que para ACS existe apenas um gene codificador, enquanto
que para ACO existe uma familia multi génica.

Neste presente trabalho, durante o periodo em que os frutos ficaram sob
refrigeracdo a 11°C, a atividade desta enzima foi muito baixa. No 10° dia, o
tratamento onde foi aplicado apenas 1-MCP apresentou menor atividade desta
enzima. Neste mesmo dia, o controle e o tratamento que recebeu 1-MCP mais 1
pL.L'1 de etileno, mostraram menor atividade da enzima, que nos tratamentos onde
foram aplicados 2,5 e 5 pL.L'1 de etileno, nos quais provavelmente houve estimulo
da atividade da ACS (Figura 27). Estudos prévios com base no fenbmeno da auto-
inibicdo demonstraram que o etileno modifica sua prépria biossintese pela influéncia
do nivel de expressao do gene ACS ou metabolismo da ACC (PHILOSOPH-HADAS;
MEIR; AHARONI, 1985; MULLINS; McCOLLUN; McDONALD, 1999, 2000).
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No 20° dia, o controle exibiu um aumento bastante consideravel na atividade
da ACC sintase em relagcdo aos demais tratamentos, com atividade decrescente,
quanto menor a dose de etileno aplicada em associagdo ao 1-MCP (Figura 27).
Entretanto, o aumento da atividade desta enzima observado em alguns tratamentos,
nao se refletiu em maior produgédo de etileno no mesmo periodo. Isto sugere que o
ACC produzido ACC sintase pode ter sido armazenado, através da rota da enzima
N-maloniltransferase. Estudos realizados por Larrigaudiere et al. (2009) com
ameixas, mostraram que a conversdao de ACC para MACC foi elemento chave no
controle do amadurecimento e preveng¢ao de disturbios relacionados ao etileno

durante o armazenamento.
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Figura 27 - Atividade da enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilico sintase (ACS) de mamdes
‘Golden’, submetidos aos tratamentos com 1-MCP e etileno, armazenados por 20 dias
a 11°C e 8 dias a 22°C. T1=0+0; T2=100+0; T3=100+1; T4=100+2,5; T5=100+5, em
nL.L™ 1-MCP+pL.L" etileno. Médias com letras iguais em cada dia de analise, ndo
diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05)

Quando os frutos foram transferidos para temperatura de 22°C, estes
mostraram no 2° dia, atividade da enzima muito semelhante a que foi observada no
10° dia sob refrigeracdo. Esse resultado de queda na atividade desta enzima e
posterior elevacdo, também foi relatado por Pelayo et al. (2003) em bananas,
possivelmente devido ao fato desta enzima ter uma alta taxa de rotatividade (KIM;
YANG, 1992). Ja no 4° dia, o controle e o tratamento onde foi aplicado 5 uL.L™" de

etileno associado ao 1-MCP mostraram elevada atividade, e os que foram tratados
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com 1-MCP e 1-MCP mais 1 uL.L™" de etileno, mostraram elevacéo na atividade da
enzima em relacdo aos dias anteriores. A partir do 6° dia, observou-se que a
atividade desta enzima foi crescente a medida que a concentragao de etileno
aplicada junto com o 1-MCP também aumentou (Figura 27). Ao final do
armazenamento (8° dia), os frutos tratados apenas com 1-MCP mostraram elevada
atividade da enzima em comparacao aos outros tratamentos, o que também refletiu
em maior producao de etileno e etileno endégeno neste dia de avaliagao (Figuras 20
e 21). Chiriboga et al. (2012) relataram em estudos realizados com peras
‘Conference’ tratadas com 1-MCP, que as mudangas na producédo de etileno
dependem da ativagcdo do metabolismo da ACC em temperaturas mais elevadas.
Entretanto, segundo relatos desses mesmos autores, o inicio do processo de
recuperacgao certamente ocorreu durante o armazenamento refrigerado.

Neste trabalho, foi observado que esta enzima alternou periodos de elevada
e de baixa atividade em quase todos os tratamentos, a excegao do que foi tratado
com 1-MCP mais etileno na dose de 1 pL.L™ (Figura 27). Estes frutos apresentaram
atividade crescente e praticamente constante ao longo de todo o armazenamento.
Isso pode ser um indicativo de que a associacdo do 1-MCP ao etileno, pode otimizar
a resposta da ACC sintase em relagao ao tratamento apenas com 1-MCP e controle,
0s quais ndo mostraram regularidade na atividade desta enzima. Larrigaudiére et al.
(2009) mostraram que o 1-MCP aplicado em ameixas a 0°C, armazenadas por
alguns dias nesta temperatura e depois transferidas a 20°C, ndo inibiu a formagéao
do MACC, que normalmente ocorre sob refrigeragdo. Os niveis desse composto
foram bem mais elevados em comparacao ao controle, indicando que o 1-MCP nao
inibiu totalmente a biossintese do etileno, e por consequéncia, a atividade da enzima
ACC sintase.

Portanto, mais uma vez a aplicagdo conjunta desses 2 reguladores vegetais
mostrou relevante avanco nos estudos, para viabilizar o aumento da vida util pds-

colheita do mamao ‘Golden’, sem prejudicar o seu amadurecimento.
7.3.10 Atividade da Enzima 1-Aminociclopropano-1-Carboxilico Oxidase (ACO)
Os tratamentos com 1-MCP e 1-MCP associado a 1 pL.L™" de etileno

apresentaram queda na atividade da enzima ACC oxidase na avaliacao realizada no

10° dia sob refrigeragdo, em relagdo a sua atividade inicial (Figura 28). Nesta



95

avaliagdo realizada na metade do armazenamento refrigerado, o tratamento com 1-
MCP mais 1 pL.L" de etileno, apresentou atividade da ACC oxidase intermediaria
entre o controle e o tratamento em que foi aplicado apenas o 1-MCP.

Na avaliacao realizada no final do periodo refrigerado, o controle apresentou
atividade da ACO bastante reduzida em comparagcédo as analises anteriores, e se
manteve baixa até o final do seu armazenamento aos 24 dias. Os tratamentos onde
foram aplicados 1-MCP mais etileno nas doses de 1; 2,5 pL.L'1, também mostraram
valores mais baixos no 20° em relacdo a avaliagdo anterior, num patamar
intermediario entre o controle e os frutos que foram tratados apenas com 1-MCP. O
tratamento com 1-MCP mais 5 pL.L" de etileno mostrou atividade igual ao que foi
tratado apenas com 1-MCP (Figura 28).

Contudo, mesmo com alguma atividade da ACO, a producao de etileno foi
bem pequena no periodo em que os frutos ficaram sob refrigeracdo (Figuras 20 e
21). Possivelmente, esse resultado também possa ser devido ao limitado conteudo
de ACC livre durante o periodo refrigerado, quando comparado ao elevado conteudo
malonilado, fisiologicamente inativo até a mudanca de temperatura (SESTARI,
2010), ou de outro fator qualquer, que disponibilize o ACC para ser convertido a

etileno pela ACO.
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Figura 28 - Atividade da enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilico oxidase (ACO) de mamdes
‘Golden’, submetidos ao 1-MCP e etileno, armazenados por 20 dias a 11°C e 8 dias a
22°C. T1=0+0; T2=100+0; T3=100+1; T4=100+2,5; T5=100+5, em L.l 1-MCP+uL.L‘1
etileno. Médias com pelo menos uma letra igual em cada dia de analise, ndo diferem
entre si pelo teste Tukey (p<0,05)

A explicacao para esse fato € que o ACC pode ser desviado de sua rota para
etileno pela acdo da ACC N-maloniltransferase para gerar um derivado conjugado
chamado malonil ACC (MACC) (AMRHEIN et al., 1981; HOFFMAN; YANG;
MCKEON, 1982). O MACC é considerado um produto final inativo, que é
armazenado no vacuolo (BOUNZAYEN et al., 1989) e que deve ser convertido
novamente em ACC somente em condigdes néao fisiologicas (JIAO et al., 1986). A
malonizacdao do ACC pode, portanto, ser um fator que contribui para a baixa taxa de
produgdo de etileno no pré-climatérico das frutas (LELIEVRE et al., 1997). Essa
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baixa producédo de etileno e etileno enddégeno foi observada neste estudo com
mamdes ‘Golden’, durante o periodo em que os frutos ficaram sob refrigeracdo a
11°C (Figuras 20 e 21).

Quando os frutos foram transferidos para temperatura ambiente (22°C), o
tratamento controle ndo mostrou elevacédo na atividade da enzima ACC oxidase. No
entanto, o tratamento apenas com 1-MCP mostrou maior atividade que os demais no
2° dia, mantendo-se assim também no 4° dia. Essa atividade foi igual ao tratamento
onde foi aplicado 1-MCP mais etileno na dose de 1 pL.L™, que foi o tnico tratamento
em que a atividade da enzima aumentou neste periodo (Figura 28)

A partir do 6° dia, frutos que foram tratados apenas com 1-MCP mostraram
maior atividade em relagado aos outros tratamentos (Figura 28). Essa alta atividade
da ACC sintase ao final do armazenamento, principalmente nos frutos do tratamento
onde foi aplicado apenas 1-MCP, resultou em elevada producéo de etileno e etileno
enddgeno nos frutos deste tratamento. A explicagédo para este fato, novamente deve
ter relacédo com o processo conhecido como auto-inibigado que o etileno causa sobre
sua propria biossintese, que foi descrito por Riov e Yang (1982). Esses autores
relataram que em diferentes tipos de tecidos, o etileno exerce um efeito inibitorio
sobre sua propria sintese. Portanto, a aplicagdo do 1-MCP nos frutos deve ter
bloqueado esse mecanismo de acgado direta sobre as enzimas da biossintese do
etileno, induzindo a sua propria sintese (PORAT et al. 1999; LAFUENTE et al. 2001).
Wang et al. (2009) encontraram em seus estudos com mangas ‘Tainong’, maior
atividade da ACO em frutos tratados com 1-MCP em relagdo ao controle, porém
menor que aqueles que foram tratados com etileno exdgeno.

Esse efeito que o 1-MCP tem em induzir a biossintese do etileno também foi
observado em folhas de salsa e teve inicio poucas horas apds a aplicacdo do
composto, sendo mais elevado quando a aplicagdo do inibidor foi logo no inicio do
armazenamento (ELLA et al., 2003).
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8 CONCLUSOES

O tratamento com 1-MCP na dose de 100 nL.L™, associado ao etileno nas
doses de 1 e 2,5 pL.L'1, aplicados no maméao ‘Golden’, no estadio 1 de maturacao,
retardou a perda da firmeza e prolongou a sua vida util pés-colheita. Isto ocorreu
sem prejudicar outras caracteristicas de qualidade, tais como teor de acido
ascorbico, sélidos soluveis e cor da casca, que foi retardada, mas nao bloqueada.

As avaliacbes do teor de clorofila e carotendides totais reforcaram os
resultados obtidos quanto ao atraso na mudanca da cor da casca, mais pronunciado
nos frutos que foram tratados apenas com 1-MCP.

Quanto aos carotendides, as avaliagdes mostraram pequeno incremento na
sintese dos frutos do controle, quando comparado aos outros tratamentos, nos quais
ela foi maior, principalmente nos que receberam as maiores doses de etileno.

A atividade da enzima PME foi retardada pelos tratamentos com 1-MCP,
sendo mais evidente quando este regulador foi aplicado sem etileno.

A atividade das enzimas ACC sintase e ACC oxidase foi reduzida pela
aplicagdo do 1-MCP, associado ou ndo ao etileno, durante o armazenamento
refrigerado. ApoOs a transferéncia para o ambiente, ocorreu a retomada na atividade

destas enzimas, especialmente naqueles frutos tratados apenas com 1-MCP.
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