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RESUMO
Dissertagdo de Mestrado
Programa de Pds-Graduagao em Agronomia
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

AMADURECIMENTO DE CAQUI ‘FUYU’ EM FUNCAO DA EXPOSICAO AO
FRIO, ATMOSFERA CONTROLADA E 1-MCP

AUTOR: Josuel Alfredo Vilela Pinto
ORIENTADOR: Prof. Dr. Auri Brackmann
Local e Data da Defesa: Santa Maria, 20 de fevereiro de 2009

Objetivando compreender o processo de amadurecimento do caqui ‘Fuyu’ e prolongar
o armazenamento foram conduzidos experimentos para avaliar o efeito do periodo de
exposi¢do a baixa temperatura, atmosfera controlada e aplicagdo de inibidor da acdo do
etileno em dois momentos, no inicio € no final do armazenamento, sobre o amolecimento,
analisados visualmente. No primeiro experimento avaliou-se: [1] 3 dias na temperatura de -
0,5°C; [2] 6 dias na temperatura de -0,5°C; [3] 9 dias na temperatura de -0,5°C; [4] 6 dias na
temperatura de 10°C; [5] 9 dias na temperatura de 10°C; [6] 15 dias na temperatura de 10°C;
[7] 9 dias na temperatura de 15°C e [8] 15 dias na temperatura de 15°C. No segundo
experimento, os tratamentos foram originados da combina¢ao de temperaturas (-0,5; 10; 12,5;
15 e 17,5°C) com e sem aplicagdo de 1-metilciclopropeno (1-MCP), antes do armazenamento.
As andlises laboratoriais foram realizadas ap6s 1 e 2 meses de armazenamento. No terceiro
experimento, na temperatura de -0,5°C foram avaliados os seguintes tratamentos: [1] AR; [2]
aplicacao de 1ppm de 1-MCP durante 24h e posterior AR; [3] AR e posterior aplicacdo de
Ippm de 1-MCP durante 24h; [4] atmosfera controlada (AC) com 1,0kPa de O, + 8,0kPa de
COy; [5] aplicagdo de lppm de 1-MCP 24h e posterior armazenamento em AC; [6]
armazenamento em AC e posterior aplicacdo de 1ppm de 1-MCP. As andlises laboratoriais
foram realizadas ap6s 2 meses nos frutos armazenados em AR e ap6s 4 meses nos frutos
armazenamentos em AC. Segundo os resultados dos experimentos, o periodo de 9 dias na
temperatura de -0,5°C nao fornece frio suficiente para estimular o processo de maturagcdo do
caqui, ndo alterando a producao de etileno, a respiragdo € o amolecimento dos frutos em
relagdo a 15°C. O armazenamento de caqui por um més na temperatura de -0,5°C ¢ suficiente
para estimular o processo de maturacdo, com 100% dos frutos amolecidos aos 6 dias de
exposi¢ao a 20°C. Ja, o armazenamento por dois meses na temperatura de -0,5°C torna 100%
dos frutos amolecidos aos 4 dias de exposicao a 20°C. As temperaturas de 10; 12,5 e 15°C
ocasionam amolecimento dos frutos durante o armazenamento, o que indica que essas
temperaturas por longo periodo de tempo também sdo eficientes no desbloqueio da
maturagdo. O amolecimento tem relagdo com a acdo do etileno e, mais provavelmente, com o
seu receptor. A aplica¢ao de 1-MCP, antes ou apds o armazenamento, bloqueia o processo de
maturagdo, mesmo em frutos expostos ao frio de -0,5°C, evitando o amolecimento do caqui
ap6s exposicao a 20°C. A atmosfera controlada retardou o amolecimento, sendo que a
condi¢do de AC de 1,0kPa de O, + 8,0Pa de CO, com aplicacdo de 1-MCP foi a condi¢ao
mais eficiente no controle da maturagdo, mas ocorreu alta incidéncia de podridao apds 4
meses de armazenamento.

Palavras-chave: Diospyros kaki Thumb.; armazenamento; 1-metilciclopropeno; amolecimento
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RIPENING OF ‘FUYU’ PERSIMMON A FUNCTION OF EXPOSURE TO COLD,
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AUTHOR: Josuel Alfredo Vilela Pinto
ADVISER: Prof. Dr. Auri Brackmann
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Aiming to understand the mechanism of ripening of the ‘Fuyu’ persimmon and extend
the storage period, experiments were preformed to evaluate the effect of the period of
exposure to low temperature, controlled atmosphere and inhibitor the ethylene action in the
beginning or in the end of storage period on the incidence of softening. In the first experiment
following treatments were evaluated: [1] 3 days at -0.5°C; [2] 6 days at -0.5°C; [3] 9 days at -
0.5°C; [4] 6 days at 10°C; [5] 9 days at 10°C; [6] 15 days at 10°C; [7] 9 days at 15°C and [8]
15 days at 15°C. In the second experiment treatments were obtained by combining the
temperature (-0.5; 10; 12.5; 15 e 17.5°C) with and without application of 1-
methylcyclopropene (1-MCP), before storage. The laboratory tests were performed after 1 and
2 months storage. In the third experiment at -0.5°C were evaluated the treatments: [1] cold
storage(CS), [2] application of 1ppm of 1-MCP and subsequent CS, [3] CS and subsequent
application of 1-MCP, [4] controlled atmosphere (CA) with 1.0kPa O, + 8.0kPa CO,, [5]
application of 1-MCP and subsequent storage in CA, [6] CA storage and subsequent
application of 1-MCP. The laboratory tests were performed after 2 months in fruits storage in
CS and after 4 months in fruits storage in CA. According to the results of the experiments the
period of 9 days at -0.5°C does not provide sufficient cooling to stimulate the maturation
process of persimmon, do not altering the production of ethylene, respiration and softening of
the fruit when compared with 15°C. The storage of ‘Fuyu’ persimmon for one month at -0.5°C
is sufficient to stimulate the maturation process, with 100% fruit softened after 6 days at
20°C. Already, storage for two months at -0.5°C accelerates the maturation process and
leaving 100% fruit soft after 4 days at 20°C. At the temperatures of 10, 12.5 and 15°C
occurred softening of fruit during storage, showing that these temperatures for long periods,
are also efficient in the unlock process of maturation. The softening is related with the
ethylene action and probably with its receptor. The application of 1-MCP before or after
storage block the maturation process even in fruit exposed at -0.5°C, not occurring softening
after exposure at 20°C. Controlled atmosphere delayed the softening. CA condition with
1.0kPa O, + 8.0kPa CO, with application of 1-MCP was the most efficient treatment to
control the maturation, but occurred high incidence of decay after 4 months storage of ‘Fuyu’
persimmon.

Key words: Diospyros kaki Thumb.; storage; 1-methylcyclopropene; softening
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1 INTRODUCAO

O Rio Grande do Sul ¢ o segundo maior produtor brasileiro de caqui. A producdo
gaucha baseia-se em duas cultivares: Fuyu e Quioto. A cultivar Fuyu ¢ originaria do Japao,
onde ainda ¢ a principal variedade em exploragdo. Seus frutos s3o grandes, globoso-
achatados, com polpa amarela-avermelhada nao taninosa, sem sementes, pois frutifica bem
partenocarpicamente. Produz apenas flores femininas que, se polinizadas por outra variedade,
produzird sementes. Sua colheita vai do final de margo a fins de maio (Martins; Pereira,1989).

Durante o periodo de colheita, das 15.000 toneladas de caqui (EMATER/RS), no Rio
Grande do Sul, ocorre uma oferta do produto acima da capacidade de consumo do mercado.
Em funcdo disso, torna-se necessario o armazenamento refrigerado (AR) ou atmosfera
controlada (AC), para a manutenc¢do da qualidade do caqui, e ainda, permitir uma logistica de
venda para o mercado interno ou exportagdo. No entanto, mesmo utilizando AC ou AR
ocorrem grandes perdas devido o amolecimento do fruto, deixando-os com sabor e aroma
pouco pronunciados e auséncia de suculéncia (polpa geleificada).

Na fase de maturacdo fisiologica, os frutos adquirem a capacidade de producdo
autocatalitica de etileno, o qual estd associado ao processo de amadurecimento (Burg ; Burg,
1962). Esta fun¢do de promover o amadurecimento, induz o amolecimento, que ¢ indesejavel
quando se quer armazenar caquis por longos periodos e tem comprometido a expansao da
cultura do caquizeiro. Conforme Donazzolo (2001), o caqui ‘Fuyu’, apdés 3 meses de
armazenamento na temperatura de -0,5°C, apresenta intenso metabolismo quando exposto a
20°C, acarretando o rapido amolecimento. Dessa forma, o controle do metabolismo ¢ a chave
para controlar o amadurecimento e prolongar o periodo de armazenamento dos frutos.

A cultivar Fuyu ¢ suscetivel a ocorréncia do amolecimento, principlamente apds um
periodo a -0,5°C e exposic¢ao por dois dias a 20°C. O aparecimento desse distirbio fisiologico
tem sido associado a enzimas mediadoras da hidrolise e da degradacdo da parede celular. A
hemicelulose e a pectina podem ser modificadas e quebradas por uma variedade de enzimas
encontradas naturalmente na parede da célula. Glucanases e enzimas afins podem hidrolisar a
estrutura basica de hemiceluloses. Xilosidases e enzimas relacionadas podem remover as
ramificagdes laterais da estrutura bésica de xiloglucano. Transglicosilases podem cortar e
ligar hemiceluloses. Essas mudangas enzimaticas podem alterar as propriedades fisicas da
parede, acarretando em altos niveis de pectina metil esterase, que hidrolisa os ésteres de metil

de pectinases. Essa hidrolise torna a pectina mais suscetivel a hidrdlise subseqiiente por



17

pectinas e enzimas afins, formando os pectatos de célcio. Nos pectatos de calcio, fica retida a
agua presente no citoplasma formando o aspecto gelatinoso do dano pelo frio.

A condicdo pouco investigada ¢ o controle do amolecimento durante a
comercializacdo. Em algumas situagdes, observa-se um elevado grau de ocorréncia do dano
apds a exposicao dos frutos a temperatura ambiente. Assim, a armazenagem durante 3 a 4
meses sob refrigeracdo e/ou atmosfera controlada somente € rentavel quando consegue-se
pelo menos 5 dias de exposicao a 20°C (NAKANO et al., 2003).

A utilizacdo de armazenamento refrigerado ou atmosfera controlada e a aplica¢do de
inibidores da sintese e acdo do ctileno diminuem a velocidade do amolecimento durante o
armazenamento, por atuarem sobre a atividade das pectinases e precursores do etileno
(ARGENTA, 2006). Entretanto, o efeito dessas técnicas sobre um possivel controle do
amadurecimento caracterizado pelo amolecimento apos a exposi¢do a 20°C, ainda ndo foi
avaliado. Da mesma forma, existem poucos trabalhos avaliando a produgao de etileno e perda
de firmeza, fatores reconhecidamente afetados em condi¢cdes de baixas temperaturas e
relacionados diretamente ao desenvolvimento do amolecimento, durante diferentes periodos
de exposicdo a temperatura ambiente. O estudo desses aspectos pode ser importante para a
avaliacdo do potencial de armazenamento do caqui ‘Fuyu’, estabelecendo-se os periodos
maximos de armazenamento, de forma a minimizar as perdas em pos-colheita.

Assim, as hipdteses dos trabalhos foram: 1) a exposi¢do ao frio desbloqueia o sistema
de inibi¢do do processo de amadurecimento? 2) o dano por frio varia com a temperatura e o
tempo de armazenamento? 3) hd um atraso no amadurecimento e, consequentemente, no
amolecimento com atmosfera controlada e aplicacao de inibidor da agdo do etileno? 4) ocorre
sinergismo da atmosfera controlada e inibidor da acdo do etileno no atraso do
amadurecimento? 5) ao controlar o amolecimento ¢ possivel armazenar caqui ‘Fuyu’ por
longos periodos?

Diante disso, os objetivos dos trabalhos foram: 1) Analisar a ocorréncia e o
desenvolvimento do amolecimento em caquis ‘Fuyu’, avaliando as temperaturas de ocorréncia
desse disturbio fisiologico, durante a exposicdo dos frutos a temperatura ambiente, depois do
armazenamento sob baixa temperatura por diferentes periodos; 2) Observar o efeito da
atmosfera controlada e do inibidor da acdo do etileno sobre a incidéncia do amolecimento; 3)
Avaliar o efeito da atmosfera controlada e de inibidores da acdo do etileno sobre a atividade

da enzima formadora do etileno.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Desenvolvimento do caqui

De acordo com Mowat ; George (1994), o crescimento do fruto do caquizeiro
(Diospyros kaki Thumb) exibe uma curva do tipo sigmoidal duplo, estando subdividida em
dois estagios de intensa atividade, os estagios I e III, intercalada por um estagio de pouca
atividade, o estagio II. O Estagio I estd associado aos processos de divisdo e diferenciagao
celular com duragdo média de 60 a 100 dias. O significado do estagio II, cuja duragdo varia de
20 a 40 dias, ¢ ainda incerto e parece refletir fatores de influéncia genética, fisiologica e
ambiental, responsaveis pela finalizagao do estagio I e inicio do estagio III. Durante o estagio
II1, cuja duragdo varia de 40 a 50 dias, ocorrem os processos de elongacio ¢ maturacio

celular.

2.2 Elongaciao e maturacio celular

O processo de divisdo celular ocorre até que o fruto seja completamente formado,
nessa fase o numero total de células ¢ estabelecido. Assim, para que o fruto aumente de
tamanho ¢€ necessario que as cé¢lulas comecem uma elongacio. Na fase de elongacgao, o fruto ¢
suprido basicamente por carboidratos via floema. Apos a etapa de elongagdo, comeca o
processo de maturagao celular.

A etapa de maturagdo fisioldgica celular, em caqui, se caracteriza por diversas
modificagdes metabodlicas. As principais modificagdes metabodlicas na célula sdo: a) conversao
do amido em acgucar; b) producdo de compostos volateis; c) alteracdo na sintese de
carotendides e d) atuagdo de enzimas capazes de degradar a parede celular. Essas
modificacdes em nivel celular sdo observadas em frutos com cor, flavor e textura adequadas
ao consumo e nessa fase que ocorre a colheita (KRAMMES, 2007).

O caqui ¢ um fruto climatérico e sua maturagdo ocorre em duas fases distintas. A
primeira fase ¢ denominada de maturacao fisiologica (“maturation’), em que o fruto continua
o processo de maturagdo apds destacado da planta e, normalmente, ¢ o ponto apropriado para
se fazer a colheita. A segunda fase ¢ chamada de matura¢do de consumo ou amadurecimento

(“ripening”) e nessa etapa que completa a maturagao, tornando o fruto apto ao consumo.
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2.3 Amadurecimento

O processo de amadurecimento deixa o fruto mais atrativo e palatavel, através de
mudancas complexas que sdo contrololados geneticamente. No amadurecimento ocorrem
reacdes de sintese e degradagdo, sendo a energia liberada ¢ utilizada para varias atividades
fisiologicas e para a manutencdo da integridade celular. A energia ¢ suprida por alguns
processos degradativos, particularmente a hidrolise do amido. Devido a esse papel, o
amadurecimento tem chamado muita atengcdo da comunidade cientifica nos tltimos anos. Os
estudos tém sido focados principalmente no metabolismo do hormonio gasoso etileno e da

parede celular.

2.3.1 Etileno

O hormonio gasoso etileno tem um importante papel na regulacao do amadurecimento
e senescéncia. Os frutos sdo classificados em climatérico e nao-climatérico baseado no
comportamento da respiragdo e produgdo de etileno durante a maturacdo e amadurecimento
(BIALE; YONG, 1964). Frutos do caquizeiro sdo classificados como climatéricos apesar de
produzir pouco etileno, mas, aumenta significativamente durante o amadurecimento e também
tem a produgdo autocatalitica induzida pela aplicacdo exogena de etileno. Embora, diferentes
de outros frutos climatéricos, a produgdo de etileno em caqui ¢ substancialmente maior em
frutos colhidos em estagios jovens (NAKANO et al., 2003). O etileno pode ser produzido em
quase todas as partes dos vegetais superiores. Sendo a mais simples olefina conhecida (seu
peso molecular ¢ 28), apresentando-se mais leve que o ar sob condigdes fisioldgicas. Este
fitohormodnio ¢ facilmente liberado dos tecidos e se difunde como gas através dos espagos
intercelulares para o exterior do tecido. E inflaméavel e rapidamente sofre oxidagdo, podendo
ser oxidado a 6xido de etileno e ser hidrolisado a etileno glicol. Em muitos tecidos vegetais, o
etileno pode ser completamente oxidado a CO,. A concentragdo do etileno de 1uL/L na fase

gasosa, a 25°C, corresponde a concentragio de 4,4 x 10°M do etileno na 4gua.
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2.3.1.1 Biossintese de etileno

Os estudos do etileno foram iniciados por Kidd e West na década de 20. J4, nos anos
80 os pesquisadores Yang ¢ Hoffman comprovaram a rota de biossintese do etileno tendo
como precursor inicial a metionina. Hoje, a rota de biossintese do etileno ¢ conhecida com
riqueza de detalhes, com identificacdo e isolamento das enzimas-chave. A obten¢do desses
conhecimentos tem possibilitado a caracterizacdo genética e a analise em nivel molecular, dos
acontecimentos do amadurecimento, vindo a somar para o entendimento da complexidade
desse processo (amadurecimento). Com o progresso da biologia molecular, o amadurecimento
vem sendo considerado um evento geneticamente programado que envolve a regulacdo da
expressao de genes especificos.

Os tecidos vegetais convertem o 1-["*C] metionina em ["*C] etileno sendo derivado
dos carbonos 3 e 4 da metionina. A L-metionina ¢ convertida a S-adenosilmetionina (AdoMet
ou SAM). A molécula do AdoMet ¢ cindida em duas partes. O primeiro grupo CH’;S ¢
reciclado e regenera a L-metionina pelo ciclo de Yang, sem tal reciclagem, a quantidade de
enxofre reduzido iria limitar a disponibilidade de metionina e a sintese do etileno. O segundo
grupo é convertido a Acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), o qual na presenga de
oxigénio forma o etileno. Assim, o suprimento de ACC limita a sintese de etileno.

As enzimas que catalisam as reagdes na biossintese de etileno sdo a AdoMet sintetase
(Metionina adenosiltransferase ou ATP:metionina S-adenosiltransferase ou SAM-sintetase,
EC 2.5.1.6), S-adenosil-L-metionina metiltioadenosina-liase (ACC sintase, EC 4.4.1.14) ¢
1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC oxidase, EC 1.4.3) (Figura 1). A ACC sintase ¢ a
enzima limitante para a biossintese do etileno nos tecidos vegetais e, em conjunto com a ACC
oxidase, contribui para a regulacdo da biossintese do etileno no amadurecimento de fruto.

As etapas de biossintese de etileno estdo ilustradas na Figura 1. Inicialmente ocorre a
conversao da metionina a S-adenosil metionina (SAM), mas, apenas quando tem a presenga
de ATP e Mg", esse passo foi descrito por Yang; Hoffman (1984) e confirmada por Leli¢vre
et al. (1997). Yang; Hoffman (1984), apds diversas pesquisas, constataram que o teor de SAM
nos tecidos se mantinha constante, apesar de inibir ou estimular a producdo de ACC. O SAM
tem outra fungdo que ¢ ser um precursor da biossintese de poliaminas espermidina e
espermina através da sua descarboxilagdo (TABOR; TABOR, 1984) e fornecimento do
radical metil (RAVANEL et al, 1998).
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FIGURA 1: Ciclo de Yang e a rota de biossintese de etileno. Adaptado Bleecker ; Kende
(2000).

Ap6s a formagdo da SAM, a enzima citosélica ACC sintase que utiliza apenas SAM
como substrato e a converte em ACC, essa reagao ocorre em pH 6timo de 8,5. Ao mesmo
tempo em que ¢ produzido o ACC a agdo da ACC sintase sobre a SAM produz também 5’-
metiltioadenosina (MTA) (MIYAZAKI; YANG, 1987), mas, este ndo fica acumulado nos
tecidos, pois, rapidamente ¢ hidrolisado pela enzima 5’-metiltioribose (MTR) (YU et al.,
1979). Decorrido a formacao da ACC, a proxima etapa depende da ACC oxidase para formar
o etileno, CO,, cianeto (HCN) e agua (YANG; HOFFMAN, 1984; KENDE, 1993). O ACC
pode ser transformado, em um processo de malonizagdo, a 4cido I-
(malonilamino)ciclopropano-1-carboxilico (MACC) numa reagdo irreversivel (YANG;
HOFFMAN, 1984). O processo de malonizagdo do ACC pode estar envolvido com a
autoinibi¢do da biossintese do etileno, e contribuir para a regula¢do dos niveis de ACC no
tecido ¢ na taxa de sintese do etileno (LIU et al., 1985).

ACC sintase - A obtencdo da ACC ¢ uma etapa crucial e aparentemente limitante na

rota de biossintese do etileno (YANG; HOFFMAN, 1984), pois, ¢ induzida por vérios
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estimulos e regula a producao de etileno no decorrer do desenvolvimento do fruto (KENDE,
1993). Para formar ACC, o composto SAM ¢ convertido, pela acdo da ACC sintase. Essa
enzima tem um Ky, estimado entre 13uM e 20 uM (BOLLER et al., 1979; KENDE, 1989) e
pertence a um grupo de enzimas que dependem do co-fator piridoxal-5’-fosfato (BOLLER et
al., 1979; YU et al., 1979). Assim, a atividade da ACC sintase pode ser muito afetada por
inibidores de enzimas dependentes de piridoxal (YANG; HOFFMAN, 1984). Todos os
estudos realizados com ACC sintase tém encontrado varias isoformas. Assim, a ACC sintase
era cogitada como monomérica ou heteromérica, ou seja, com uma ou varias isoformas
(KENDE, 1993), no entanto, White et al. (1994) afirmaram que a ACC sintase ¢ uma proteina
homodimeérica, sendo o sitio ativo localizado, numa fissura entre os dois dominios (superior e
inferior) que a compde (CAPITANI, 1999). Mas, a ACC sintase na forma ativa ¢ um dimero
(TARUN; THEOLOGIS, 1998). Kende (1993) constatou e identificou varios genes que
codificam a enzima ACC sintase em diferentes espécies vegetais. Os diversos genes de ACC
sintase na mesma espécie vegetal sao expressados e regulados de acordo com o estimulo e o
estadio de desenvolvimento (KENDE, 1989; VAN DER STRAETEN et al., 1990; KENDE,
1993; LLOP-TOUS et al., 2000) e também o tipo de tecido que as células estdo formando
(HUANG et al., 1991), sendo que a expressao destes genes pode ser regulada em nivel de
transcri¢do e em nivel de poés-transcrigdo (FELIX et al., 1991). Em caqui, Nakano et al.
(2003), identificaram uma familia multigénica que codifica trés genes de ACC sintase (ACC
sintase 1, ACC sintase 2 e ACC sintase 3), onde cada membro ¢ regulado de forma diferente,
ou por agdo do desenvolvimento ou pelo etileno, auxinas e os estresses externos (frio, injuria,
CO,, O, e etc.). Assim, o controle da biossintese do etileno tem que levar em conta, como
ACC sintase ¢ ativada ou inibida. Os processos dependentes de ATP e/ou fosforilagdo, afetam
a inibicdo ou degradagdo da ACC sintase (SPANU et al., 1990).

ACC oxidase — Decorrido a sintese da ACC, o proximo passo ¢ sua oxidagdo para
formar etileno (Figura 1). A enzima responsavel pela catalizagdo do processo de oxidagao da
ACC para etileno ¢ a ACC oxidase, a qual, antigamente foi chamada de enzima formadora do
etileno (EFE) (YANG; HOFFMAN, 1984; KENDE, 1993). A enzima ACC oxidase
apresenta-se na forma monomérica (DONG et al., 1992), tem um Km de 60uM para ACC
(SMITH et al., 1992) e sua méaxima atividade ¢ em pH entre 6,5 ¢ 7,5 (SMITH et al., 1992).
Com progresso das pesquisas, Yip et al. (1988) constataram que o O, ¢ um co-substrato da
enzima ACC oxidase. Anos apos, Kende (1993) afirmou, ap6s diversos estudos, que a ACC
oxidase depende de cofatores entre os quais Fe*" e ascorbato. Peiser et al. (1984) conseguiram

demostrar que a ACC oxidase produz cianeto (HCN) e CO, além do etileno. Embasados na
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afirmacao de Peiser et al. (1984), Dong (1992) formou a estequiometria da obtencao do
etileno através da transformagao da ACC pela ACC oxidase. Resumidamente a estequiometria
apresenta: uma molécula de etileno (C,H4), uma de dioxido de carbono (CO;), uma de cianeto
(HCN), dehidroascorbato e duas moléculas de dgua (H,O). Além dos compostos formados
pela agdo da ACC oxidase, necessita-se saber a localizacdo em nivel celular desta enzima.
Uma resposta definitiva da localizagao da ACC oxidase em nivel celular ainda ndo existe. No
entanto, varios experimentos tém sido realizados para entender a exata localizagdo da ACC
oxidase. O conhecimento atual da localizacdo celular da ACC oxidase, provém, em grande
parte dos trabalhos realizados por Bouzayen et al. (1989) e Rombaldi et al. (1994). Estes
autores identificaram atividade da ACC oxidase na parede celular e também no citosol. Mas,
Dong et al. (1992) conseguiram extrair ACC oxidase na forma solivel, indicando ser uma
enzima presente no citosol. Outra caracteristica da ACC oxidase ¢ que sua seqiiéncia de
aminoacidos que formam a proteina apresenta carater hidrofobico, indicando, de certa forma,
estar associada a membrana plasmatica (KENDE, 1993). Em nivel molecular, Kende (1993)
encontrou varios clones de possiveis genes que codificam a ACC oxidase. Em caqui, Nakano
et al. (2003) estudaram dois fragmentos de DNA citoplasmatico para a ACC oxidase e
constataram que a regulacdo dessa enzina ocorre na transcri¢ao.

Reciclagem do enxofre: Ciclo de Yang — O grupo CHs S-adenosina da metionina ¢
reciclado, processo descrito pelo ciclo de Yang (Figura 1). Sem tal reciclagem, a quantidade
de enxofre reduzida iria limitar a disponibilidade de metionina e a sintese de etileno. A
ciclagem da metionina inicia quando a S-adenosilmetionina recebe a a¢do da ACC sintase e
forma ACC e 5’metiltioadenosina (MTA) (Figura 1). A MTA ¢ catalizada pela MTA
nucleosidase ocasionando a liberagdo de uma molécula de adenina e formando
5’metiotioribose (MTR). MTR tem a acdo da MTR quinase mais ATP formando a
5’metiltioribose-1-fosfato. O composto 5’metiltioribose-1-fosfato através de uma reagao
espontanea com oxigénio libera Pi+tHCOO™ e forma a-ceto-y-metiltio-acido-butirico. Esta
substancia tem a acdo de uma transaminase onde o aminoacido recebe o radical enxofrado
culminando na formagao de 2-oxi 4acido e por fim L-metionina.

Malonizac¢iao da ACC — A conjugacao da ACC através do processo da malonizacdo ¢
considerado um passo fundamental na manutengdao dos niveis de ACC livre nos tecidos
(YANG; HOFFMAN et al., 1982; Liu et al., 1985). A manuten¢do dos niveis de ACC livre
nos tecidos, ocorre pela transformag¢do da ACC num composto capaz de ser armazenado no
vacuolo e incapaz de retornar a ACC em condi¢des biologicas normais (BOUZAYEN et al.,

1989). O processo de transformagdo da ACC inicia com sua conjugagdo a uma molécula de
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malonil-Coa através da enzima ACC N-maloniltransferase, formando o acido 1-
(malonilamino)ciclopropano-1-carboxilico (MACC) (KNEE, 1985). O composto MACC ¢
que vai ser armazenado no vacuolo e assim regular o contetido de ACC e também a produgao
de etileno. Mansour et al. (1986) encontraram dados interessantes em macas onde 40% da
ACC sintetizada na regido da epiderme pode ser transformada em MACC. Alguns autores
como Liu et al. (1985) e Bufler; Streif (1986) encontraram estimulagdo na enzima responsavel
pela malonizagdo (ACC N-maloniltransferase) com a exposi¢do ao etileno durante o processo

de amadurecimento.

2.3.1.2 Inibic&o da sintese de etileno

A etapa fundamental da producdo de etileno ¢ a obtengdo da ACC a partir do
composto SAM (Figura 1). Para ocorrer formagdao da ACC o composto SAM sofre a agao da
ACC sintase. Como a ACC sintase ¢ uma enzima dependente do co-fator piridoxal-S’-fosfato,
uma das formas de inibir sua agdo seria utilizando substincias que inibem enzimas
dependentes de piridoxal fosfato (LIEBERMAN et al., 1975). Muitas moléculas foram
testadas e indicadas como inibidoras de enzimas dependentes de piridoxal fosfato, entre todas,
o 4cido [S]-trans-2-amino-4-[2-aminoetoxi]-3-butendico (NH,-CH,-O-CH=CH-CH(NH,)-
COOH), mais conhecido como AVG (aminoetoxivinilglicina), obteve maior eficiéncia. A
AVG ¢ um aminoacido ndo-protéico que pode ser produzido naturalmente por fermentacao,
sendo comercializado com o nome de Retain®. A AVG é um potente inibidor da sintese do
etileno em varios tecidos vegetais, retardando, assim, o processo de maturacdo. Inibe também
de forma competitiva e irreversivel a ACC sintase, porém, a magnitude da eficiéncia do
inibidor depende da aplicagdo, a qual deve ser realizada antes do inicio da sintese autocalitica

de etileno.

2.3.1.3 Modo de acgao celular e molecular do etileno

Apesar da ampla faixa de efeitos do etileno no desenvolvimento, supde-se que as
principais etapas de sua acdo sejam semelhantes em todos os casos: todas elas envolvem a
ligacdo ao receptor, seguida pela ativacdo de uma ou mais rotas de transducido de sinal,
induzindo uma resposta celular (TAIZ; ZEIGER, 1998).

Receptores — os receptores de etileno estdo relacionados ao sistema de dois

componentes da histidina quinase de bactéria. O primeiro mutante etileno-insensivel foi o etrl
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(etileno — resistente 1). O mutante etrl foi identificado em uma triagem de mutantes que
bloqueiam a resposta de plantulas de Arabidopsis ao etileno. A seqiiéncia de aminoacidos da
porcao carboxiterminal do etrl é semelhante ao sistema de componentes da histidina quinase
de bactérias para perceberem vdrios estimulos ambientais, como estimulos quimiossensor,
disponibilidade de fosfato e osmolaridade. Assim como no etrl, outros receptores também se
ligam ao etileno, sendo que mutagdes por substituicdo (missense) nos genes que codificam
essas proteinas, andlogas a mutagdo etrl original, mas permite que o receptor funcione
normalmente como um regulador da rota de resposta ao etileno na auséncia de etileno.

Todas as proteinas que formam os diferentes receptores compartilham pelo menos dois
dominios: 1) o dominio amino-terminal atravessa a membrana pelo menos 3 vezes e possui o
sitio de ligagdo do etileno. O etileno pode rapidamente acessar esse sitio devido a sua
hidrofobicidade; 2) a por¢do intermedidria dos receptores de etileno possui um dominio
catalitico de histidina quinase (TAIZ; ZEIGER, 1998).

Recentes estudos, de diversos cientistas, indicam que o etrlestd localizado no reticulo
endoplasmadtico, € ndo na membrana plasmética como inicialmente era suposto. A liga¢do de
alta afinidade do etileno ao seu receptor necessita de cobre como co-fator. Mesmo antes da
identificacdo de seu receptor, os cientistas presumiam que o etileno iria se ligar ao seu
receptor via um metal de transicao como co-fator, principalmente cobre ou zinco.

Sinalizacio de etileno — receptores de etileno nao ligados sdo reguladores negativos
na rota de resposta. Na maioria das espécies vegetais, os receptores de etileno sdo codificados
por familias multigénicas. A interrup¢do direcionada (inativagdo completa) dos cinco
receptores de etileno de Arabidopsis (etrl, etr2, ersl, ers2 e ein4) revelou que eles sao
funcionalmente reduntantes. Isso significa que a interrup¢do de qualquer gene que codifica
separadamente umas dessas proteinas ndo tem efeito, mas uma planta com interrupgdes em
todos os cinco genes para receptor exibe um fenotipo de resposta constitutiva do etileno. A
observagao de que as respostas ao etileno, como a resposta triplice, tornam-se constitutivas
quando os receptores estdo interrompidos, o que indica que os receptores estdo normalmente
“ligados” (isto €, no estado ativo) na auséncia de etileno e que a fungdo do receptor sem o seu
ligante (etileno) ¢ desligar a rota de sinalizagdo que leva a resposta. A ligagcdo do etileno
desliga os receptores, permitindo que a rota de resposta prossiga. Ao contrario do esperado, o
modelo para receptores de etileno, no qual eles sdo reguladores negativos de uma rota de
sinalizacdo ¢ distinto do mecanismo da maioria dos receptores animal, os quais, apos ligarem
a seus ligantes, funcionam como reguladores positivos das suas respectivas rotas de

transducao de sinal. Em contraste com os receptores interrompidos, aqueles com mutagdes
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por substituigdes no sitio de ligagdo do etileno (como ocorre no mutante original etrl) sao
incapazes de se ligarem ao etileno, mas continuam ativos como reguladores negativos da rota
de resposta ao etileno. Tais mutag¢des resultam em uma planta que expressa um subgrupo de
receptores que ndo possa mais ser desligado pelo etileno, conferindo, assim um fenotipo
dominante etileno-insensivel. Mesmo que os receptores normais possam ser desligados pelo
etileno, os receptores mutantes continuam a sinalizar para a célula a supressao das respostas
ao etileno, estando ele presente ou ndo (TAIZ; ZEIGER, 1998).

Modelo de sinalizacdo de etileno — A proteina RAN1 ¢ necessaria para ligar o co-
fator cobre no receptor de etileno. Na auséncia do etileno, a ETR1 e outros receptores de
etileno ativam a atividade quinase da CTR1, a qual induz uma repressao da rota de resposta
do etileno, possivelmente através de uma cascata MAP quinase (Figura 2).

A ligacdo de etileno ao dimero ETRI resulta na sua inativagdo, que, por sua vez,
inativa a CTR1. A inativagdo da CTR1 permite a ativagdo da proteina transmembrana EIN2.
A ativagdo da EIN2 aciona a familia EIN3 de fatores de transcri¢do, os quais induzem a
expressdo do ERF1. A ativacdo dessa cascata transcricional leva a mudancas em larga escala
da expressdo génica, que provocam altera¢des nas funcdes celulares (Figura 2).

Inibidores da ac¢ao do etileno — sdo substancias que se ligam aos receptores nos sitios
especificos das células, bloqueando a agdo do etileno. Entre as substancias pesquisadas, os
ciclopropenos tém-se mostrado mais eficiente como antagonista do etileno. Os ciclopropenos
sdo olefinas altamente efetivas e se mantém ligados por longos espagos de tempo, podendo ser
valiosos como marcadores potenciais para o sitio receptor celular do etileno, bem como para
controlar suas respostas fisioloégicas. Uma grande vantagem no seu uso ¢ o fato de terem
difusdo lenta para fora dos tecidos, ao contrdrio do que ocorre com o etileno. Muitos
ciclopropenos foram testados, entre todos o 1-metilciclopropeno (1-MCP) mostrou-se o mais
promissor no controle do amadurecimento de frutas, hortaligas e flores, pelo seu potencial
como bloqueador do etileno. O efeito inibitorio do 1-MCP ocorre pelo fato de ele ligar-se, de
forma irreversivel, ao sitio recepetor do etileno, inibindo, assim, o seu estimulo fisiologico
(Figura 3). O bloqueio da ligacdo do etileno no sitio receptor ocorre porque o 1-MCP tem a
habilidade de se ligar no mesmo sitio, de modo semelhante ao encaixe de uma chave na
fechadura, porém, sendo incapaz de abri-1a, isto €, ndo promove as respostas fisiologicas
desencadeadas pelo etileno. O seu efeito protetor prolonga-se por um bom periodo e depois o
tecido recupera sua sensibilidade ao etileno, amadurecendo normalmente. Moléculas analogas
ao 1-MCP, como o 1-etilciclopropeno (1-ECP) e 1-propilciclopropeno (1-PCP), sdo capazes
de inibir a ligacao do etileno (FENG et al., 2004).
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Figura 2: Modelo de sinalizagdao de etileno em Arabidopsis. O etileno liga-se ao receptor
ETRI1, que ¢ uma proteina integral da membrana do reticulo endoplasmatico. O
receptor ¢ um dimero unido por pontes de dissulfeto. O etileno liga-se ao dominio
transmembrana, por meio de um co-fator cobre, o qual ¢ ligado ao receptor de

etileno pela proteina RAN1. Adaptado Taiz; Zeiger (1998).
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sitio receptor de etileno (B). Fonte: Bower, citado por Blankenship (2001).
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Etileno no amadurecimento — Quando o etileno se liga a molécula receptora,
promove ativagdo de um comando para o amadurecimento e ocasiona: degradagdo da
clorofila, amido, acucares, acidos e pectinas; a sintese de pigmentos, produtos volateis e dcido
abscisico e polimeriza fendis. Quando o etileno se liga a proteina receptora estimula a sintese
de enzimas especificas, sendo que muitas sdo secretadas pelas células e transformam a
composi¢do da parede celular. O amadurecimento ¢ controlado pelo etileno, pois ¢
responsdvel pela estimulacdo de genes que codificam para proteinas que transformam a
composi¢ao dos tecidos. Mas, o etileno ndo coordena todas as vias de amadurecimento ja que
existem vias dependentes e independendetes do etileno. Essa afirmagdo é confirmada com
estudos em frutos mutantes trangénicos (TAIZ; ZEIGER, 1998).

O etileno ¢ tido como indutor do climatérico respiratorio, pois, mesmo em frutos que o
produzem em concentragdes muito baixas, essas sdo suficientes para elevar a taxa respiratdria
no climatério. A concentrac¢do de etileno aumenta de forma drastica nesse periodo, podendo o
aumento anteceder ou nao a elevagdo da taxa respiratoria. Esse comportamento gera
controvérsias quanto ao fato de ser ou ndo o etileno o iniciador do climatério, ou seja, se a sua
produgdo enddgena € ou ndo o sinal para desencadear as mudangas bioquimicas e fisiologicas
que ocorrem nessa fase.

O grande aumento na producao de etileno no inicio do amadurecimento dos frutos
climatéricos ¢ considerado como o fator iniciador das modificagdes na cor, no aroma, na
textura e no “flavor”, bem como de outros atributos bioquimicos e fisioldgicos. Nos frutos
nao-climatéricos, o amadurecimento ¢ considerado como um evento que independe do etileno,
porém, pouco se conhece sobre os mecanismos reguladores das transformagdes bioquimicas.
Assim, para compreender o amadurecimento de frutos climatéricos, precisamos abordar a
regulagdo da sintese de etileno durante essa fase.

Durante o amadurecimento de frutos climatéricos, sdo encontrados baixos niveis de
ACC antes do incremento da sintese de etileno e da respiracio (HOFFMAN; YANG, 1980).
Embora o conteido de ACC ¢ baixo antes do climatério (ou periodo pré-climatérico), os
tecidos, nesta fase, sdo capazes de produzir SAM a partir da metionina, indicando que falta a
capacidade de converter SAM a ACC, isto ¢, a atividade da enzima ACC sintase ¢ baixa
(ADANS; YANG, 1979). Nos estadios iniciais da maturacdao, quando ha pouca liberagao de
etileno, nao ¢ constatada atividade da ACC sintase (INABA, 1993), mas ocorre um aumento
na atividade desta enzima paralelo ao conteudo de ACC e a produgdo de etileno no inicio do
amadurecimento (HOFFMAN; YANG, 1980; KENDE, 1989). Apds o climatério (ou periodo

pos-climatérico), hd uma queda no conteudo de ACC e, mais tarde, um novo incremento
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(HARTMANN et al., 1987), enquanto que a producao de etileno declina e permanece baixa,
possivelmente, porque a capacidade de converter ACC a etileno ¢ prejudicada em frutos
super-maduros (HOFFMAN; YANG, 1980; YANG; HOFFMAN, 1984).

No entanto, sabendo que a falta de ACC ¢ o fator limitante na producdo de etileno na
fase pré-climatérica, os pesquisadores Yang; Hoffman (1984), adicionaram ACC aos tecidos
de maga e verificaram um incremeto de apenas cinco vezes na producdo de etileno, enquanto,
apos o climatérico o aumento pode ser de centenas de vezes.

Dessa forma, McMurchie et al. (1972) sugeriram a existéncia de dois sistemas
diferentes regulando a produgdo de etileno durante o madurecimento de frutos. Foi atribuido
ao sistema I, que opera em frutos climatéricos ¢ ndo climatéricos, bem como nos tecidos
vegetativos, a responsabilidade da producdo baixa, mas constante, de etileno, ja, o sistema II,
seria responsavel pelo aumento na sintese de etileno (produgdo autocatalitica) caracteristico
somente de frutos climatéricos. Conforme McGlasson (1985), cada sistema possui receptores
de etileno diferentes um do outro, sendo que, os receptores do sistema I regulam a sintese de
etileno em frutos climatéricos imaturos e em frutos ndo climatéricos, enquanto que os
receptores de ambos os sistemas regulam a sintese do etileno em frutos climatéricos maduros.
Além disso, o sistema Il mais o etileno proporcionam a ativagdo de enzimas responsaveis pela

alteragcdo na parede celular ¢ perda de firmeza de polpa (YANG, 1987).

2.3.2 Fisiologia das alteragdes da firmeza de polpa

2.3.2.1 Firmeza de polpa de frutos e suas alteragdes durante o amadurecimento

A firmeza de polpa ¢ um importante fator de qualidade em frutos para o consumo ao
natural, pois indica a tolerdncia do fruto ao transporte e manuseio durante a colheita e
comercializagdo. Contudo, o mecanismo pelo qual os frutos amolecem ndo ¢ completamente
entendido. Tem sido sugerido que decréscimos na firmeza de polpa durante o
amadurecimento de frutos sdo devido a alteracdes nas caracteristicas dos polissacarideos da
lamela média da parede celular, cujos principais componentes sdo as substincias pécticas
(BATISSE et al., 1994). Estas s@o as principais responsaveis pelas mudangas da firmeza de
polpa. A firmeza do fruto também depende da espessura da casca, textura da polpa e estrutura
locular dos frutos (MABBETT, 1989). Desta forma, a perda progressiva de firmeza durante a

maturagdo de caqui tem sido atribuida a redug@o na espessura das paredes celulares e da forga
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coesiva que as mantém unidas, pela decomposi¢cdo de protopectinas, celuloses, hemiceluloses

e amido (FISHER; BENNETT, 1991).

2.3.2.2 Parede celular

A parede celular atua como uma barreira a difusdo, limitando o tamanho de
macromoléculas que podem alcangar a membrana plasmatica a partir do exterior, além de ser

a principal barreira estrutural a invasdo de patdgenos.

2.3.2.2.1 Composic¢ao da parede celular

De acordo com Carpita; Gibeaut (1993), a parede celular, ¢ composta de microfibrilas
de celulose inseridas em uma matriz de polissacarideos. Essses mesmos autores afirmam que
as microfibrilas sdo rigidas e inextensiveis, unidas através de redes coesivas de
hemicelulose, pectinas ¢ glicoproteinas estruturais. As microfibrilas de celulose sdo
constituidas por glucanos individuais que estdo firmemente alinhados e ligados entre si,
formando uma fita altamente ordenada (cristalina), que exclui 4 4gua e ¢ relativamente
inacessivel ao ataque enzimatico. As hemiceluloses s3o polissacarideos flexiveis que
caracteristicamente ligam-se a superficie da celulose. Elas podem formar correntes que
reinem microfibrilas de celulose em uma rede coesa ou podem funcionar como um
revestimento deslizante para impedir o contato direto entre microfibrilas. As pectinas formam
uma fase gel hidratada na qual estd implantada a rede celulose-hemicelulose. Elas atuam
como preenchimento hidrofilico, impedindo a agregacdo e o colapso da rede de celulose. Elas

estabelecem também a porosidade da parede celular para as macromoléculas.

2.3.2.2.2 Interacgdes entre 0s polimeros

Brummell; Harpster (2001) afirmam que a ligagdo entre as microfibrilas de celulose e
a hemicelulose ¢ realizada através de pontes de hidrogénio. Em decorréncia da ligacdo entre a
microfibrila e a hemicelulose formam espagos remanescentes e sdo preenchidos por pectinas
altamente hidratadas, que também formam uma rede, mantida por ligacdes éster entre as

Ja . . . ~ . 2+
moléculas de pectina e por inter-ligacdes mediadas por Ca” entre homogalacuronanos
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desmetilesterificados. Thompson; Fry (2000) afirmam que a estrutura da parede celular ¢

unida por ligagdes covalentes entre moléculas de xiloglucano e pectinas.

2.3.2.3 Metabolismo da parede celular durante o amadurecimento

O amaciamento dos tecidos ¢ uma das principais transformagdes no amadurecimento
de frutos carnosos, e com influéncia acentuada tanto na qualidade como no periodo de
conservagao, tendo relacdo direta com a transformacdo quimica dos componentes da parede

celular.

2.3.2.3.1 Alterag0es na parede celular durante o amadurecimento

As hemiceluloses ¢ as pectinas podem ser modificadas e quebradas por uma variedade
de enzimas encontradas naturalmente na parede da célula. O processo tem sido estudado
detalhadamente durante o amolecimento por ser o resultado da degradagdo da parede celular.
Glucanases e enzimas afins podem hidrolisar a estrutura bésica de hemiceluloses. Xilosidases
e enzimas relacionadas podem cortar e ligar hemiceluloses. Essas mudangas enzimaticas
podem alterar as propriedades fisicas da parede, por exemplo, pela mudancga da viscosidade da
matriz ou da alteragdo da tendéncia das hemiceluloses de se introduzirem na celulose (TAIZ;
ZEIGER, 1998).

RNAs mensageiros para a expansina sdo expressos durante o amadurecimento de
tomate, sugerindo que eles exercem um papel na degradacao de parede (ROSE et al., 1997).
De modo semelhante, frutos em amolecimento expressam altos niveis de pectina metil
esterase, que hidrolisa os ésteres de metil de pectinas. Essa hidrdlise torna a pectina mais
suscetivel a hidrolise subseqiiente por pectinases e enzimas afins, cuja presenga, assim como a
de enzimas afins na parede da célula, indica que as paredes sdo capazes de modificagdo

significativa durante o amadurecimento (TAIZ; ZEIGER, 1998).

2.3.2.3.2 Enzimas que atuam sobre a rede celulose-xiloglucana

Expansina
As expansinas sdo proteinas capazes de afrouxar a parede celular, pois promovem o

rompimento das ligacdes ndo-covalentes presentes na interface celulose-hemicelulose
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(COSGROVE, 1998). Essas proteinas tém sido detectadas em vérios frutos, como tomates
(ROSE et al., 1997), morangos (CIVELLO et al., 1999) e péssegos (HAYAMA et al., 2003).
Segundo Hayana et al (2003), trés genes, que codificam para expansinas em pEssegos
(PpExp1-3), sdo expressos especificamente nos frutos, dos quais, 0S PpExpl e PpExp3 sdo
expressos especialmente durante o amadurecimento. Além disso, esses mesmos autores
indicam que enzimas hidroliticas, como as PGs, podem atuar cooperativamente com as
expansinas, reduzindo a firmeza da polpa dos frutos. A expressdo das expansinas relacionadas

ao amadurecimento de frutos ¢ regulada pelo etileno (ROSE et al., 1997).

Endo-1,4-p-Glucanase

Os glucanos da matriz das paredes celulares sofrem despolimerizacdo consideravel
durante o processo de amadurecimento, o que contribui significativamente para a reducao da
firmeza dos frutos (MACLACHLAN; BRADY, 1994). As EGases (Endo-1,4-B-Glucanase;
EC 3.2.1.4) hidrolisam as ligagdes internas de cadeias adjacentes de glucanos, sendo seus
substratos, provavelmente xiloglucanos, regides periféricas e integrais da celulose ndo

cristalina e glucomananos (BRUMMELL; HARPSTER, 2001).

Xiloglucano endotransglicosilase

A XET (Xiloglucano endotransglicosilase) faz a clivagem das liga¢des internas das
estruturas fundamentais dos xiloglucanos e transfere a terminag¢do redutora formada para a
posi¢ao C-4 de uma glicose de outro xiloglucano (BRUMMELL; HARPSTER, 2001). Essas
enzimas podem ser divididas em dois grupos: as que possuem atividade hidrolase e as que nao
possuem. Em maca e quivi, a atividade dessa enzima ¢ alta durante a expansdo dos frutos,
decresce durante a maturagdo e aumenta novamente no amadurecimento (PERCY et al.,
1996). Esse padrao de atividade ¢ resultante da expressdo de diversos genes. Possivelmente,
em frutos climatéricos, a expressdo dos genes que codificam para a XET, durante o

amadurecimento, ¢ regulada pelo etileno (BRUMMELL; HARPSTER, 2001).

2.3.2.3.3 Enzimas que atuam sobre a rede de pectinas

Poligalacturonase
As poligalacturonases (PGs; poli(12>4-o-p-galacturonideo) glicanohidrolases) sao

enzimas que catalisam a clivagem das ligagoes a-(1->4), sendo de dois tipos, as que atuam de
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forma exo- e de forma endo- (BRUMMELL; HARPSTER, 2001). As exo-PGs (EC 3.2.1.67)
removem unidades simples de acido galacturdonico somente das terminagdes nao-redutoras
dos HGAs (Homogalacturonanos), enquanto as endo-PGs (EC 3.2.1.15) clivam esse polimero
de maneira aleatéoria (BRUMMELL; HARPSTER, 2001). Como os HGAs sao secretados na
parede celular numa forma altamente metilesterificada, para tornarem-se os substratos das
PGs, eles devem ser desmetilesterificados (Jarvis, 1984; Carpita ; Gibeaut, 1993).
Interessantemente, as pectato liases catalisam uma clivagem similar das ligagdes o-(1->4)
entre os acidos p-galacturdnicos, porém por meio de reagdes de B-eliminacdao (FISCHER;
BENNETT, 1991).

As PGs sdo expressas a partir de grandes familias multigénicas, porém, durante o
amadurecimento, apenas poucos genes sdo expressos nos frutos (DELLA PENNA et al.,
1986). O etileno esta envolvido com a regulagdo desse processo em varios frutos (SITRIT;
BENNETT, 1998; ZANUZO, 2004). A tradu¢ao das PGs envolve varias etapas, que
correspondem a extensivas alteragcdes pds-traducionais. A primeira corresponde a retirada dos
24 aminodcidos da seqiiéncia sinalizadora, que guia o polipeptideo recém traduzido para o
sistema de endomembranas do reticulo endoplasmatico e do complexo de Golgi, onde ele sera
processado e, finalmente, secretado para a parede celular (FISCHER; BENNETT, 1991).
Mais tarde, sdo suprimidos os 47 aminodcidos da pro-seqiiéncia amino-terminal e 13 da
terminagdo carboxilica. Duas proteinas maduras, PG2A e PG2B, s3o formadas, diferindo
somente em relagdo a intensidade das glicosilagdes que sofreram, apresentando 43 e 45kDa,
respectivamente. Além disso, uma terceira PG, a PGl também tem sido identificada
(BRUMMELL; HARPSTER, 2001). Essa isoforma apresenta um elevado peso molecular,
consistindo de uma ou, possivelmente, duas PG2A ou PG2B combinadas com uma

glicoproteina de 38kDa, conhecida como subunidade 3 ou conversora de PG.

Pectina esterase

Durante o crescimento celular, os HGAs sdo secretados nas paredes celulares com um
elevado grau de metilesterificacdo, sendo progressivamente desmetilesterificados. Esse
processo ¢ concomitante com o aumento da atividade das pectina metilesterases (PME; EC
3.1.1.11), enzimas que hidrolisam o grupamento metiléster da posicdo C-6 dos residuos de
HGAs das pectinas, formando pectinas com menor grau de metilagdo e metanol (FISCHER;
BENNETT, 1991; BRUMMELL; HARPSTER, 2001). Como as PGs s3o mais eficientes na
degradacdo de pectinas desmetilesterificadas (KOCH; NEVINS, 1989), a acdo das PMEs
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determina, em parte, quais pectinas sdo suscetiveis ao ataque das PGs. A atividade das PMEs
¢ detectada durante todas as fases do desenvolvimento dos frutos, sendo que picos de
atividade sdo observados quando os frutos sdo ainda pequenos e imaturos e logo no inicio do
processo de amadurecimento (HARRIMAN et al.,, 1991). No entanto, esses picos sdo
alcangados apds um declinio consideravel na acumulagdo de mRNAs para PME . Em tomate,
poucos genes codificam para a PME (HARRIMAN et al., 1991), sendo que as proteinas
sofrem alteracdes pos-traducionais, como a retirada da seqiiéncia sinalizadora e de uma
grande regido amino-terminal (GAFFE et al., 1994).

O etileno, aparentemente, ndo regula a expressio da PME (ALEXANDER;
GRIERSON, 2002). No entanto, a expressio de LeRablla, que codifica uma proteina
putativamente relacionada ao trafego de hidrolases para as paredes celulares, possivelmente ¢
regulada pelo etileno (LU et al., 2001). A firmeza da polpa de frutos de plantas antisenso para
esse gene ndo decresceu durante o amadurecimento, sendo acompanhado por niveis reduzidos
das enzimas PME e PG (LU et al., 2001). Dessa forma, o etileno pode afetar indiretamente a
atividade da PME por estimular um maior ou menor trafego dessa enzima do complexo de

Golgi as paredes celulares.

B-galactosidase

A maior parte da galactose, presente nas paredes celulares, estd nas cadeias laterais do
RG-I (Ramnogalacturonano I) (CARPITA; GIBEAUT, 1993). As exo-B-p-galactosidases
removem as terminagdes nao-redutoras das -p-galactosidases (BRUMMELL; HARPSTER,
2001), sendo responsaveis por uma das principais alteragdes que ocorrem nas paredes
celulares: a perda de residuos galactosil (GROSS; SAMS, 1984). Em tomate existem trés
isoformas de P-galactosidase, sendo nomeadas de I, II e IIl. Enquanto as formas I e III
apresentam alta atividade nos frutos imaturos, a atividade da forma II aumenta drasticamente
durante o amadurecimento (CAREY et al., 1995). Pelo menos sete genes codificam para [3-
galactosidases (SMITH; GROSS, 2000), sendo o gene TBG4 altamente expresso durante o
amadurecimento e, provavelmente, responsivo ao etileno (BRUMMELL; HARPSTER, 2001).

2.3.3 Processo respiratorio

A atividade respiratdria ¢ um evento primordial, e, durante a fase pos-colheita de
frutos, € o responsavel pela producdo de energia para a manutengdo basica do metabolismo

vegetal.
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A respiracdo € um processo de oxidacdo de compostos organicos, principalmente
acidos organicos e carboidratos, os quais sao fontes de producao de dgua, didoxido de carbono
e energia quimica. Essa energia ¢ indispensdvel para a obtencdo de novos compostos e
manuten¢do do metabolismo do fruto em pos-colheita.

A energia quimica liberada na respiracao ¢ utilizada na manutencao dos processos de
sintese necessarios para a sobrevivéncia do fruto, principalmente na manuten¢ao da
organizagdo celular, permeabilidade da membrana e na translocacdo de metabdlitos para o
tecido. Assim, a maquinaria celular consegue manter a producdo de enzimas e outras
substancias essenciais para o processo de amadurecimento.

No processo de respiragao, a energia quimica pode ser obtida em condi¢des aerdbicas
ou anaerobicas. Na respiracdo aerdbica, onde o oxigénio ndo ¢ limitante, o processo ocorre em
trés etapas distintas através de diferentes vias metabodlicas: 1°) Hidrélise de polissacarideos de
reserva, com producdo de agucares simples; 2°) oxidagdo dos agucares simples a acido
piravico (glicolise) e 3°) trasformagao aerdbica do acido pirtivico em outros acidos organicos,

com liberacdo de didoxido de carbono, dgua e energia (ciclo de Krebs ou dos &cidos

O~

tricarboxilicos-TCA). J4, na respiracdo anaerdbica, em que a concetragdo de oxigénio
limitante ou ausente, ocorre o processo de fermentagdo, por meio do qual o acido piravico €
convertido a dioxido de carbono e acetaldeido e este, posteriormente, ¢ reduzido a etanol.

A atividade respiratéria, em caqui, apresenta um aumento rapido e acentuado, com o
amadurecimento. Os autores Duque et al. (1999) afirmam que o aumento rapido e transitorio
na atividade respiratoria corresponde a maturacdo comercial de frutos. Muitos trabalhos
tentam explicar qual ¢ o ‘marca passo’ para o aumento da respiracdo no climatérico, mas,
parece estar relacionado com o aumento da fase glicolitica e na atividade das enzimas
fosfofrutoquinase (MERTENS et al., 1987).

A fun¢do fundamental do aumento dréstico da respiragdo ainda ¢ desconhecido. Uma
hipotese levantada por Tucker (1993) é que o aumento da respiragdo seria para suprir a
necessidade de ATP durante o amadurecimento. Mas, sabe-se que a necessidade por ATP
durante o amadurecimento ¢ muito inferior a produzida durante o climatérico. Além disso, os
frutos ndo-climatéricos sdo capazes de amadurecer sem apresentar um aumento significativo
na atividade respiratoria.

A relagdo entre o climatério respiratério e o aumento dréstico na sintese de etileno,
durante o amadurecimento, ainda ndo foi devidamente elucidada (LELIEVRE et al., 1997).
Todavia, possivelmente, o etileno seja responsavel por estimular a rota alternativa de

transporte de elétrons resistente ao cianeto (SOLOMOS, 1977). Essa rota parece desempenhar
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um papel importante durante a respiragao climatérica (SOLOMOS, 1977), podendo atuar
como um mecanismo de prote¢ao contra o cianeto produzido durante o climatério do etileno
(YANG; HOFFMAN, 1984; KENDE, 1993). A rota alternativa auxilia na prote¢do contra as
espécies reativas de oxigénio (ERO), que podem ser formadas se a cadeia transportadora de
elétrons ¢é reduzida em excesso (MILLAR; DAY, 1997). O acumulo de mRNAs e da proteina
oxidase alternativa (AOX), a oxidase terminal na cadeia alternativa de transporte de elétrons,

ocorre de maneira mais pronunciada durante o amadurecimento de mangas (CRUZ-

HERNANDEZ; GOMEZ-LIM, 1995).

2.3.4 Acidez

Corresponde aos acidos organicos que tem de um a trés carboxilas (COOH) e sdo os
grandes responsaveis pela caracteristica acidica, pois liberam H'. Assim, esses acidos podem
ser encontrados na foma livre ou como sais, ésteres e glicosideos e com isso ser cristalizados
em oxalato de calcio ou bitartarato de potassio. A sintese dos acidos podem ser de agticares ou
através de oxidagoes, descarboxilagdes ou carboxilagdes de outros acidos organicos na via dos
acidos tricarboxilicos.

Apds a colheita e durante o armazenamento, a concentracdo dos acidos organicos
normamente declina em decorréncia de sua utilizacdo como substrato na respiracao ou da sua
transformagdo em agucares. As transformagdes variam de acordo com o tipo de tecido,
cultivar grau de maturacdo, condi¢des de armazenamento, etc. Tém papel importante nas
caracteristicas de sabor (acidez) e do aroma, uma vez que alguns acidos sdo volateis.

Os acgucares e os acidos organicos sdo utilizados como substrato respiratorio para o
fornecimento de carbono e para a produgdo de energia nas diferentes fases do cilco vital dos
produtos vegetais, encontrando-se em concentragdes relativamente elevadas apenas em alguns
tecidos. Na realidade, como intermedidrios metabdlicos, encontram-se em pequenas
quantidades no citoplasma, pois se acumulam no vacuolo, onde representam uma fonte

disponivel de energia armazenada.

2.2.4.5 Solidos soluveis totais (SST)

Os SST sdo basicamente formados por carboidratos. Os carboidratos sdo os

componentes mais abundantes nas células vegetais, tendo papel primordial como substancia
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de reserva energética e também como funcdo estrutural. Esses compostos podem ser
encontrados como agucares simples ou altamente polimerizados.

Durante o amadurecimento os carboidratos podem aumentar, em fun¢do da hidrolise
do amido, que ¢ uma substincia de reserva. No entanto, Rhodes (1980) afirma que os
carboidratos servem como fonte de energia e sd3o consumidos pelo processo respiratdrio
durante a fase de amadurecimento.

Para ocorrer a hidrolise do amido, as enzimas amilases tém que aumentar sua
atividade. Young et al. (1975) afimam que a hidrélise do amido ocorre depois do climatério e
apods 2 a 4 meses de armazenamento, dependendo da espécie, é totalmente degradado. A
identificacdo das amilases foi realizada por Latché et al. (1975) ao demostrarem que a
atividade da o-amilase aumentou no periodo climatérico ao mesmo tempo que o amido
desapareceu.

A relagdo entre degradacdo do amido e etileno é pouco estudada, mas, sabe-se que o
etileno nao influéncia na degradagdo do amido. No entanto, o teor de SST ¢ constituido de
acidos organicos e algumas substancias pécticas provenientes da parede celular. Assim,
degradacgdo na parede celular por enzimas especificas, pode interferir nos niveis de SST dos

frutos, ap6s longos periodos de armazenamento.

2.4 Formas de armazenamento

Os produtos pereciveis, como o caqui, precisam ser armazenados para contrabalancear
a oferta do produto com a capacidade de consumo do mercado. Em fung¢do disso, no caso do
caqui, muitas pesquisas tem sido relizadas como intuito de aumentar o periodo de
armazenamento. As pesquisas basicas comegaram com controle da temperatura e, com o
progresso da ciéncia e da tecnologia, outras formas de armazenamento tém sido estudadas. A
mais recente tecnologia utilizada ¢ o principio da atmosfera controlada associada a inibidores

da acao do etileno.

2.4.1 Armazenamento em ambiente refrigerado (AR)

O método da refrigera¢do ¢ considerado o mais econdmico para prolongar o periodo

de armazenamento de frutos. As outras tecnologias como controle da atmosfera, uso de ceras,
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inibidores da agdo do etileno e absorvedores de etileno sao complementos do abaixamento da
temperatura.

A refrigeracdo ¢ o principal método de conservagao utilizado pelos produtores para a
conservagao de frutos (TAVARES, 2003). A velocidade das reagcdes metabolicas nos frutos €
diretamente proporcional a elevacao da temperatura, dentro da faixa fisiologica de maturagao,
sendo que o uso de temperatura baixa diminui essa atividade. Com a redu¢do da taxa
metabolica, ocorre diminui¢do das perdas em aroma, sabor, textura e cor. No caso dos frutos
climatéricos, a diminui¢do da temperatura atrasa o pico climatérico e, além disso, diminiu sua
intensidade. Com isso, reduz o consumo de suas reservas retardando a respiracdo e o
amadurecimento dos frutos, prolongando a vida pods-colheita. No entanto, a exposicao do
caqui ‘Fuyu’ em temperaturas inadequadas, proporciona algumas rea¢des de desequilibrio no
metabolismo normal dos frutos. Essas reacdes sdo ativadas, levando ao colapso das células e
acarretando na manifestacao de distarbios fisiologicos (WILLS et al.,1981).

Diante dos problemas com a temperatura em caqui ‘Fuyu’, diversos trabalhos foram
realizados com a inten¢do de determinar a temperatura ideal de armazenamento. Brackmann
et al. (2006), armazenaram caqui ‘Fuyu’ em 0, 5, 10, 15 e 20°C, e verificaram que a 5°C os
frutos desenvolveram dano pelo frio e ndo tinham condi¢des de consumo. Recomendaram o
armazenamento a 10°C quando se deseja um rapido amadurecimento e comercializagao e 0°C
para armazenamento em longos periodos. Mas, a temperatura de 0°C também tem sido
propensa ao surgimento de disturbios fisioldégicos apds 6 semanas de armazenamento
(WOOLF et al., 1997). Porém, somente o controle da temperatura ndo ¢ suficiente para

prolongar a vida pos-colheita, sendo necessario a utilizagdo de métodos integrados.

2.4.2 Armazenamento em ambiente refrigerado e com atmosfera controlada (AC)

A atmosfera controlada (AC) consiste na integracdo de um ambiente refrigerado com a
reducdo da concentracdo de O, e aumento da concentracdo de CO,. A exposi¢do dos caquis
em condigdes de baixa concentragdo de O, e alta concentracdo de CO, acarreta em mudancas
no metabolismo normal da respiracdo, etileno, aroma, carotenoides e atributos organolépticos.
Mas, Mathooko (1996) afirma que ¢ dificil distinguir exatamente quais eventos metabodlicos

sdo afetados pelas baixas concentragdes de O, e altas concentragdes de COx.
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2.4.2.1 Implicacdo no sistema respiratorio

De maneira geral, a redu¢@o da concentragdo de O, e aumento na concentragdo de CO,
diminuem o processo respiratorio. A AC influéncia ndo apenas na taxa respiratdria, mas,
também em outros mecanismos metabolicos dos frutos. No entanto, os frutos desenvolvem-se
em atmosfera rica em O; e com baixos niveis de CO,, mas essa atmosfera ¢ separada da
atmosfera interna do fruto pela cuticula e ceras epicuticulares que cobrem a epiderme e que,
na maioria dos casos, constituem uma barreira efetiva contra as trocas de gases, interferindo
na respiracao.

O orgado vegetal enquanto estd na planta mantém um equilibrio dindmico com o
ambiente no qual se desenvolveu. No entanto, apds a colheita, esse equilibrio ¢ modificado,
devido ao decréscimo na concentragdo do oxigénio e aumento na concentracao de didxido de
carbono decorrentes da respiracdo, o que altera a concentracdo desses gases dentro dos
tecidos.

Baixa concentracio de oxigénio — A exposicdo de caqui ‘Fuyu’ a baixas
concentragdes de O, acarreta em modificacdes no metabolismo primario. No metabolismo
primario estd a reducdo da atividade respiratéria, onde pode ser comprovada na reducdo do
consumo dos acidos e agucares tendo um reflexo no metabolismo global. No entanto, o teor
de O, ndo pode ser muito reduzido, pois, chegando ao limite minimo ou ponto de extingdo,
inicia a respira¢do anaerobica, com acumulo de acetaldeido e alcool etilico (LIU et al. 2004).
Assim, permanecendo por longos periodos na condi¢do anaerdbica as células comecam a
produzir e acumular materiais toxicos, que prejudicam a vida e a qualidade do fruto.

Alta concentracio de diéxido de carbono — Muitos processos fisiologicos e
bioquimicos sdo afetados pela elevacdo do CO,, com ou sem diminui¢do da concentracio de
0,. Os mecanismos precisos da agdo das altas concentragdes de CO, ndo foram totalmente
elucidados. Mas o CO; inibe a atividade da isocitrato desidrogenase (IDH) (LIU et al., 2004),
enzima que catalisa a conversdo de isocitrato a 2-oxoglutarato. Além do mais, em magas, o
alto CO; afetou a conversao de succinato a malato e esse a piruvato. A exposi¢do de frutos a
elevados niveis de CO, pode também resultar na inibicdo de algumas enzimas da via
glicolitica. Nesse sentido, observou-se uma reducao significativa na respiracdo de péras
expostas ao alto CO, devido a inibicdo da sintese e/ou da atividade das fosfofrutoquinases
ATP-dependentes (PFK) e das fosfofrutoquinases PP;-dependentes (PFP) (KERBEL et al.,
1988).
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2.4.2.2 Implicacdo na sintese e acao do etileno

A AC tem a capacidade de retardar o inicio da producao autocatalitica de etileno
durante o armazenamento de mac¢as (LAU et al., 1984) e diminuir a quantidade de etileno
produzido (BUFLER; STREIF, 1986).

Baixa concentracdo de oxigénio — Segundo Kader (1986), concentragcdes de O,
abaixo de 8kPa reduzem a producao de etileno, sendo que o efeito incrementa-se a medida
que o nivel de O, decresce, devido ao fato do O, ser um substrato da ACC oxidase. Assim,
Yang (1985) observou que sob condi¢des de 1,5kPa de O, a conversdo de ACC a etileno ¢
inibida resultando na acumul¢ao de ACC nos tecidos, pois passos anteriores da rota ocorrem
na auséncia de O,.

Altas concentracdes de dioxido de carbono — Uma teoria inicialmente levantada por
Burg; Burg (1967), afirmava que o CO, competia pelo sitio de ligacao do etileno, inibindo sua
biossintese e acdo. Mas, novas pesquisas conseguiram demostrar que o CO, atua antes da
formagdo do ACC em etileno (MATHOOKUO et al., 2001). Assim, niveis elevados de CO, (5-
20kPa) inibem a producdo de etileno em frutos climatéricos devido a inibi¢do da atividade da
ACC sintase e da ACC oxidase (DE WILD et al., 2005). O CO, deve atuar na inibi¢do da
sintese ou atividade da ACC sintase. Entretanto, Mathooko (1996) afirma que o CO, deve
estar presente continuamente para inibir a ACC sintase. Nakano et al. (2001) demostrou que o
CO; reduz a atividade da ACC sintase em caqui ‘Fuyu’. Ja, o efeito do CO, na ACC oxidase
foi descrita por Mathooko (1996). Esse autor afirma que a enzima ACC oxidase também pode
ter sua atividade aumentada ou diminuida pelo CO,, dependendo do estimulo e da espécie.
Dong et al. (1992) afirmam que o CO,; ativa reversivelmente ACC oxidase, € com isso,
aumentando atividade dessa enzima. No efeito negativo, o CO, reduz a afinidade da ACC
oxidase pelo seu substrato a ACC (MATHOOKO, 1996).

Diante dos beneficios da utilizagdo do baixo O; e alto CO,, diversas pesquisas foram
realizadas para encontrar a combinagdo ideal de O, e CO, para armazenar caqui ‘Fuyu’.
Donazzolo (2001) e Neuwald (2004) afirmam que o armazenamento de caqui ‘Fuyu’ por até
trés meses, pode ser recomendado, se utilizar 0,5kPa de O, combinado com 5 a 10kPa de CO,
na temperatura de -0,5°C, pois proporciona manute¢ao da firmeza de polpa, baixa incidéncia
de escurecimento e podridao, além de coloragdo mais atrativa. No entanto, estes mesmo
autores afirmam que ocorreu um rapido amolecimento apds trés dias de exposicdo a

temperatura de 20°C. Dessa forma, pode-se concluir que ocorre desequilibrio no metabolismo
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do caqui ‘Fuyu’ mesmo armazenando em atmosfera controlada. Quando ocorre desequilibrio

no metabolismo da célula, o fruto manifesta distarbios fisiologicos.

2.4.3 Disturbio fisiologico devido o armazenamento refrigerado

Crisosto et al. (2003) afirmam que durante o armazenamento de caqui podem ocorrer
diversos disturbios fisiologicos. Os principais distirbios sdo: escurecimento da casca e
amolecimento. Esses dois distirbios s3o responsaveis por grandes perdas em caquis

armazenados.

2.4.3.1 Escurecimento da casca

Distarbios que se expressam como manchas escuras na casca podem apresentar
diferengas no tamanho, relevo e posi¢do na superficie do caqui. Lee et al. (1993) descreveu
dois tipos de manchas na casca, que sdo: estrias (“blackning”) e manchas escuras
(“browning”™). O caqui ‘Fuyu’ produzido no sul do Brasil apresenta, com maior freqiiéncia, a
ocorréncia de estrias.

As estrias tem sido identificados pela formacdo de pequenos pontos ou tragos pretos
(<2mm) alinhados na superficie (casca) dos frutos, formando feixes de linhas pontilhadas ou
tracejadas (“estrias”). Normalmente, a ocorréncia de estrias em caqui ‘Fuyu’ trata-se de um
disturbio fisioldégico associado a condigdes pré-colheita, principalmente relacionados ao
microclima (alta umidade relativa do ar, temperatura, freqiiéncia de serragdo e precipitacdo) e
ao manejo do pomar (area foliar e manejo da vegetagdo nas linhas e entre linhas)
(BURMEISTER et al., 1997). Nao existem, na literatura, pesquisas relacionando a ocorréncia
de estrias e a fitotoxidez por substancia quimica aplicada na pré-colheita, porém nao se pode
descarta essa probabilidade.

As causas do escurecimento em nivel bioquimico ainda ndo sdo totalmente
conhecidas. Mas, sabe-se que a quantidade de compostos fenolicos presentes nos frutos e a
atividade da polifenol oxidase sdo determinantes no potencial de escurecimento dos frutos
(KADER; CHORDAS, 1984). Assim, o escurecimento ocorre em fun¢do da reduzida
permeabilidade das membranas plasmaticas, ocorrendo o encontro das polifenol oxidases com
os substratos (LURIE; CRISOSTO, 2005).

No entanto, algumas formas de controle do escurecimento tém sido estudadas. O

tratamento com antioxidantes e o uso de atmosfera controlada contribuem para a reducao da
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incidéncia do escurecimento (LEE et al., 1993). A utlizacao de antioxidantes como 2000ppm
de difenilamina ou 2500ppm de etoxiquim reduziu a incidéncia de escurecimento, sendo
possivel que um processo de oxidagdo esteja envolvido (BURMEISTER et al., 1997). J4, o
uso de atmosfera controlada, com a reducdo da concentragdo de O, de 21 para 4 a 6 kPa,
diminuiu a afinidade da polifenol oxidase pelo seu substrato (PARK, 1997) e reduziu a

oxidagao de fendis (BEN-ARIE; ZUTKHI, 1992).

2.4.3.2 Amolecimento

O desenvolvimento de distirbios, associado as alteragdes da textura da polpa, € o
principal fator que limita o potencial de armazenamento refrigerado de caqui ‘Fuyu’. Os
principais sintomas desses distirbios sdo: rapido e severo amolecimento da polpa, sem
desenvolvimento de cor avermelhada e sabor, tipicos da cultivar, aparéncia gelatinosa e perda
da suculéncia e, em casos mais severos, formacdo de um gel firme. A textura gel firme
caracteriza-se pela consisténcia “emborrachada” da polpa e perda da crocancia e suculéncia.
Sargent et al. (1993) afirmam que o amolecimento, aumenta com o tempo de armazenagem,
atigindo o méximo quando os frutos sdo mantidos sob temperatura de 3 a 8°C. O
amolecimento normalmente ocorre apos a transferéncia dos frutos para a temperatura
ambiente.

Em nivel bioquimico supde-se que o amolecimento ocorra devido a uma dramatica
mudancga nas propriedades fisico-quimicas da parede celular, com a perda de polimeros de
hemicelulose (GRANT el al., 1992) e de pectinas, com a subseqiiente falta de sua degradagao,
(WOOQLF et al., 1997). Ja, Nakano et al. (2003) afirmam que o amolecimento em caqui
‘Saijo’, ¢ devido a um colapso interno das células. Esse colapso ¢ devido a hidrélise impropria
das paredes celulares, causada por um desequilibrio na atividade das enzimas pécticas durante
o amadurecimento subseqiiente ao armazenamento a frio (BEN-ARIE; LAVEE, 1971). Essas
modifica¢des indesejaveis resultam na solubilizagdo das pectinas, redu¢do na remog¢do das
cadeias laterais de galactanas e acumulo de pectinas insoluveis, de elevado peso molecular,
nas paredes celulares (BEN-ARIE; LAVEE, 1971; OBENLAND et al., 2003). Parte desses
efeitos ¢ atribuida a reducdo na atividade da poligalacturonase e ao aumento da atividade da
pectinametilesterase (BEN-ARIE; LAVEE, 1971; BEN-ARIE; SONEGO, 1980). Os pectatos
formam um gel na presenga de agua, resultando em perda da suculéncia (OBENLAND et al.,

2003; BRUMMELL et al., 2004).
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Fundamentado nas reacdes bioquimicas que ocorrem durante o processo de formacao
do amolecimento, varios estudos foram realizados para fornecer diversas técnicas que
reduzam a sua ocorréncia. Collins; Tisdell (1996) estudaram armazenamento de caqui
‘Suruga’ em altas temperaturas e observaram uma reducdo na incidéncia de amolecimento.
Essa reducdo ¢ devido a mudancas na atividade das enzimas que degradam a parede celular
(BURMEISTER et al., 1997) ou diminui¢do da liberacdo de polimeros da parede celular
(WOOLF et al., 1997). J4, Ben-Arie; Zutkhi (1992) e Burmeister et al. (1997) conseguiram
reduzir o amolecimento com utilizagdo de atmosfera controlada ou com atmosfera
modificada. Estudos recentes demostraram que o tratamento pés-colheita com inibidor da
acdo do etileno (1-MCP) reduz efetivamente o amolecimento da polpa em caqui ‘Fuyu’

(ARGENTA et al., 2002).

3 MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos trés experimentos no Nucleo de Pesquisa em Pos-Colheita do
Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), durante os anos
de 2006 e 2007. O experimento I foi realizado no ano de 2006 e os experimentos II e III no

ano de 2007.

3.1 Material vegetal e preparo das amostras

O material vegetal utilizado nos experimentos foi o caqui ‘Fuyu', proveniente de um
pomar comercial de Farroupilha, RS. Os caquis ‘Fuyu’, no momento da colheita,
apresentavam-se no ano de 2006, produgdo de etileno menor que 0,01ul kg'hora™ e
respiragao menor que 4 ml CO, kg'lhora'l, acidez de 1,1 meq/100mL, SST de 16,8 °Brix. Ja,
no ano de 2007 os frutos também tiveram produgdo de etileno menor que 0,01pul kg'hora™ e
respiracdo menor que 4 ml CO, kg'hora™, acidez de 0,99 meq/100mL e SST de 17,9 °Brix.

Antes da instalagdo dos experimentos foi efetuada sele¢do dos frutos, sendo
descartados aqueles que apresentaram danos mecanicos, lesdes causadas por insetos,
podriddes ou excessivamente maduros. As amostras experimentais foram homogeneizadas.

Em todos os experimentos, as amostras experimentais tinham 15 frutos e foram

A . . i 3
armazenadas em minicdmaras experimentais herméticas, com volume de 0,180 ou 0,232m".
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As minicamaras foram acondicionadas no interior de uma camara frigorifica de 48 m’, nas
temperaturas de —0,5°C, 10°C, 12,5°C, 15°C e 17,5°C. A umidade relativa, no interior das
minicdmaras, foi mantida em 95+1%. O controle da temperatura foi efetuado por meio de
termostatos eletronicos e determinada diariamente por meio de termdometros de bulbo de

mercurio com precisdo de 0,1°C, inseridos na polpa de frutos.

3.2 Descricao dos experimentos

3.2.1 Experimento I

No primeiro experimento foram avaliadas oito condigdes de armazenamento: [1] 3
dias na temperatura de -0,5°C; [2] 6 dias na temperatura de -0,5°C; [3] 9 dias na temperatura
de -0,5°C; [4] 6 dias na temperatura de 10°C; [5] 9 dias na temperatura de 10°C; [6] 15 dias
na temperatura de 10°C; [7] 9 dias na temperatura de 15°C e [8] 15 dias na temperatura de
15°C. Os frutos foram analisados ap6s exposi¢ao a 20°C, sendo avaliados diariamente até que

100% dos frutos apresentassem a consisténcia mole.

3.2.2 Experimento 11

No segundo experimento, os tratamentos foram originados de frutos sem e com
aplicagdo de 1ppm de I-metilciclopropeno (1-MCP) durante 24h, antes do armazenamento,
nas condi¢des: [1] armazenamento refrigerado (AR) na temperatura de -0,5°C; [2] AR na
temperatura de 10°C; [3] AR na temperatura de 12,5°C; [4] AR na temperatura de 15°C e [5]
AR na temperatura de 17,5°C. As andlises laboratoriais foram realizadas apos 1 e 2 meses de
armazenamento, na saida dos frutos da cdmara e apds 2, 4 e 6 dias de exposicdo a 20°C. A

exposi¢ao a 20°C tem por objetivo simular o periodo de comercializagao.

3.2.3 Experimento I1I

No terceiro experimento, foram avaliados os seguintes tratamentos (todos na
temperatura de -0,5°C): [1] armazenamento refrigerado (AR); [2] aplicagdo de 1ppm de 1-
MCP durante 24h e posterior armazenamento em AR; [3] armazenamento em AR e posterior

aplicacdo de 1ppm de 1-MCP durante 24h; [4] atmosfera controlada (AC) com 1,0kPa de O,
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+ 8,0kPa de COy; [5] aplicagao de 1ppm de 1-MCP durante 24h e posterior armazenamento
em AC com 1,0kPa de O, + 8,0kPa de CO,; [6] armazenamento em AC com 1,0kPa de O, +
8,0kPa de CO; e posterior aplicagdo de 1ppm de 1-MCP durante 24h. As analises laboratoriais
foram realizadas ap6s 2 meses nos frutos armazenados em AR e apds 4 meses nos frutos

armazenamentos em AC, na saida dos frutos da camara, e apds 2, 4 ¢ 6 dias a 20°C.

3.3 Manutencio das condicoes de armazenamento

As pressdes parciais de O, foram obtidas por dilui¢do, através de injecao de N, nas
minicdmaras. O nitrogénio foi obtido por um equipamento gerador, que funciona pelo
principio “Pressure Swing Adsorption” (PSA), onde a passagem do ar por uma coluna de
carvao ativado produz uma composi¢ao gasosa com cerca de 0,3kPa de O, e 99,7kPa de N,.
As pressdes parciais de CO, foram estabelecidas pela injecdo desse gés, proveniente de
cilindros de alta pressdo, nas minicamaras experimentais. As minicdmaras de AC foram
conectadas a um controlador automatico de gases da marca Kronenberger-Climasul®. O
analisador efetuou a determinacdo e a correcdo das pressoes parciais de O, e CO, das
minicamaras diversas vezes ao dia.

A aplicagdo do 1-MCP foi realizada no inicio do armazenamento ou na saida da
camara, dependendo do tratamento (ver experimentos), durante 24 horas na temperatura de
armazenamento. Como fonte de 1-MCP foi utilizado o produto SmartFresh® (Rohm & Hass
Co.) na formulagao p6 (0,14% do ingrediente ativo). A quantidade de produto, necessario para
se obter a concentragdo desejada foi calculada em func¢do do volume da minicAmara e da
concentracdo do ingrediente ativo presente no produto comercial. Essa quantidade foi, entdo,
colocada em frascos de vidro de 10mL, fechados hermeticamente com septos de borracha.
Apo6s a adicdo de agua destilada e deionizada a temperatura ambiente, os frascos foram
agitados vigorosamente, até o produto dissolver completamente. Os frascos foram colocados
no interior das minicamaras, onde previamente ja estardo acondicionados os frutos.
Finalmente, os frascos foram abertos e liberado a solugdo para placas de Petri, sendo as
minicamaras fechadas imediatamente, permanecendo assim durante 24 horas. A composi¢ao
gasosa das minicdmaras foi renovada completamente depois de encerrado o periodo de

tratamento, eliminando da camara frigorifica o residuo do produto.
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3.4 Parametros avaliados

Nas andlises laboratoriais foram avaliados os seguintes parametros:
a) Atividade da ACC oxidase: Foi realizada de acordo com a metodologia proposta por
Bufler (1986). Foram retiradas algumas amostras de casca da regido equatorial dos frutos de
cada unidade experimental, totalizando 3g. Estas, foram imediatamente incubadas numa
solugdo contendo 0,ImM de ACC em 10mM do tampdo MES (4cido 2 (N-morfolino)
etanossulfonico) em pH 6,0. Ap6s 30 minutos, as amostras foram acondicionadas em seringas
herméticas de 50ml, nas quais foi adicionado 1mL de CO,. Depois de 30 minutos, a
concentracdo de etileno presente nas seringas foi determinada, sendo os dados expressos em
uL CoHy g ' b
b) Producio de etileno: Foi determinada a partir da composi¢do gasosa formada apods cerca
de 2 horas em um recipiente hermético, com 5L de volume, contendo aproximadamente
1000g de frutos. Amostras de 1mL dessa composicao foram injetadas em um cromatdgrafo a
g4s, marca Varian®, modelo Star 3400CX equipado com coluna Poropak-N e detector de
ionizagdo de chama (FID), com temperaturas de 90, 120 e 200°C, nos compartimentos de
injecdo, da coluna e do detector, respectivamente. Os resultados foram expressos em pL C,Hy
kg' h';
¢) Respiracio: Foi determinada com o auxilio de um analisador de CO, de fluxo continuo,
marca Agridatalog®, pelo qual foi circulada a composi¢do gasosa dos recipientes, apos a
amostragem para a produgio de etileno. Resultados foram expressos em mLCO,kg'h™';
d) Firmeza da polpa: Foi avaliada em dois lados opostos dos frutos, onde previamente foi
retirada a epiderme. Para a determinagdo foi utilizado um penetrometro manual com ponteira
de 7,9mm (5/16”), sendo os valores expressos em Newton (N);
e) Teor de solidos soliveis totais (SST): Foi obtido por refratometria a partir do suco
extraido de cada amostra de 15 frutos. Os valores foram expressos em °Brix;
f) Acidez titulavel: Foi determinada pela titulagdo, com NaOH 0,IN, de uma solu¢do
contendo 10mL de suco diluidos em 100mL de dgua destilada, até atingir pH 8,1. O pH foi
determinado por um medidor de pH marca Digimed®. Os valores foram expressos em meq

100mL™;
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g) Incidéncia de podriddes: Foi avaliada pela contagem dos frutos que apresentaram lesdes
com didmetro superior a Smm, caracteristicas de ataque por fungos ou bactérias. Os resultados
foram expressos em percentagem de frutos podres;

h) Escurecimento da casca (analise subjetiva): Foi determinado através dos seguintes
indices: 0 = sem presenca de escurecimento da casca; 1 = até 10% da superficie da casca
escurecida; 2 = >10 a 20% da superficie da casca do fruto escurecida; 3 = >20% a 30% da
superficie escurecida; e 4 = >30% da superficie da casca escurecida. O indice médio foi
calculado através da soma dos produtos do ntimero de frutos pelo seu respectivo nivel de
escurecimento, dividido pelo nimero total de frutos da amostra.

i) indice de amolecimento (anilise subjetiva): Foi determinado através dos seguintes
indices: 0 = sem ocorréncia de amolecimento; 1 = inicio e <10% do fruto amolecido; 2 =>10
a 50% do fruto amolecido; 3 = 100% do fruto amolecido. O indice médio foi calculado
através da soma dos produtos do nimero de frutos pelo seu respectivo nivel de amolecimento,

dividido pelo nimero total de frutos da amostra.

3.5 Analises estatisticas

Em todos os experimentos, os dados foram analisados segundo o delineamento
inteiramente casualizado. Cada tratamento foi constituido de quatro repeti¢des, contendo 15
frutos, para cada avaliagao.

Os dados expressos em porcentagem foram transformados pela férmula arcoseno (x +
0,5 / 100)"%, para serem submetidos com os demais & anélise da varidncia. As médias foram

comparadas pelo teste de Tukey e Diferenga Minima Significativa (DMS).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experimento I

4.1.1 Influéncia da temperatura e do periodo de armazenamento sobre o amolecimento de

caquis ‘Fuyu’

Foi observado que os frutos submetidos a temperatura de -0,5°C, independente do
nimero de dias armazenado, iniciam e atingem 100% do fruto amolecido alguns dias depois,
comparando com os demais frutos sujeitos aos outros tratamentos (Tabela 1).
Interessantemente, somando o periodo de armazenamento com o periodo para inicio, 50% e
100% do fruto amolecido, quase todos os tratamentos se equivalem. Desta maneira, fica claro
a morte celular programada, que ocorre sob controle genético, em que processos de
identificagdo bioquimica, molecular e fisica ocorrem de forma relativamente ordenada.
Entretanto, deve ser ponderado que a metodologia utilizada na avaliacdo do amolecimento
ndo garante que estes resultados representem a morte celular e, talvez, a determinacdo do
conteudo de ATP seja mais eficiente para relacionar a morte celular com o amolecimento.

Além disso, deve-se resaltar que o bloqueio do amadurecimento ndo ¢ rompido com
nove dias de exposi¢ao a -0,5°C, pois, com aproximadamente 37 dias de exposi¢do a 20°C
(Tabela 1), o caqui atingiu 100% de amolecimento. O fato dos frutos armazenados em alta e
baixa temperatura terem o periodo equivalente na ocorréncia de 100% de amolecimento pode
ser resultado do pouco tempo de exposicao ao frio que, possivelmente, nao foi suficiente para
satisfazer totalmente a exigéncia de frio para estimular os processos de amadurecimento.
Porém, a exposi¢@o dos frutos por nove dias a 10°C, ocasionou o amolecimento mais rapido,
quando comparado a 10°C por um mesmo periodo (Tabela 1).

No entanto, nenhum trabalho foi encontrado, na literatura, com estudos em caqui
‘Fuyu’ e exposi¢do em diferentes periodos e temperaturas. Mas, Seibert et al. (2000) afirmam
que as péras européias necessitam de um periodo de tempo em temperatura baixa, com
posterior exposi¢do a temperatura ambiente, para completar o amadurecimento, caracterizado
por perda da firmeza dos tecidos. Segundo esses mesmos autores, a diminui¢cdo da firmeza da
polpa ¢ devido, basicamente, a dissocia¢do das paredes celulares, com diminui¢do no grau de
polimerizacdo de &cidos urdnicos que geralmente ¢ acompanhado de aumento nos teores de

pectinas soluveis.
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TABELA 1: Numero de dias a 20°C para ocorrer amolecimento em caqui ‘Fuyu’ apos o

armazenamento refrigerado. Santa Maria, RS, 2006.

Tratamentos Porcentagem do fruto amolecido
Dias de armazenamento L crperatura Inicio 50% 100%
(°C) Numero de dias a 20°C
3 -0,5 6,50 a* 25,0 ab 41,0 a
6 -0,5 7,50 a 28,0 a 36,7 b
9 -0,5 6,50 a 27,2 ab 35,5 be
6 10 6,50 a 19,0 ¢ 32,0 d
9 10 4,25 ab 20,0 ¢ 31,7 d
15 10 0,25 b 172 ¢ 29,0 e
9 15 4,75 ab 242 b 347 ¢
15 15 0,25 b 17,2 ¢ 287 e
C.V. (%) 6,74 9,75 2,57

*Mesma letra na coluna ndo difere entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de
erro.

A respiragdo dos frutos mostrou um comportamento intrigante. Os frutos submetidos a
temperatura de -0,5°C apresentaram alta respira¢do na saida da camara e que, com o tempo,
foi reduzindo (Tabela 2). J4, os demais frutos submetidos aos outros tratamentos apresentaram
0 pico de respiragao aos 24 e 28 dias de exposi¢dao a 20°C. Muitos estudos afirmam que a
baixa temperatura afeta as enzimas e, por isso, possivelmente a respiragdo (CRISOSTO et al.,
2003). Assim, a taxa respiratéria aumenta de 2 a 2,5 vezes a cada aumento de 10°C.
Provavelmente, a alta respiragdo dos frutos submetidos a baixa temperatura ocorreu devido a
uma resposta ao estresse. O estresse pode ser caracterizado pela alta respiragdo, que ocorre
devido a uma rota alternativa resistente ao cianureto que ¢ um meio de oxidacdo de substratos
que se encontra em nivel elevado, com baixa produgdo de energia (SOLOMOS, 1977).

A producdo de etileno, pelos frutos, teve um comportamento ainda mais interessante.
Frutos submetidos a temperatura de -0,5°C tiveram o pico de produgdo de etileno aos 8, 16 ¢
28 dias de exposi¢dao a 20°C quando armazenados durante 3, 6 e 9 dias, respectivamente
(Tabela 3). J4, os frutos acondicionados nos demais tratamentos tiveram o pico de produgdo
do etileno aos 28 dias de exposi¢do a 20°C.

Fica evidente na respiragdo, que o caqui ‘Fuyu’ apresenta um sinal de estresse a baixas
temperaturas, porém, a producdo de etileno ndo acompanha a respiragdo. Aparentemente, a
produgdo de etileno, tem seu pico programado.

De forma geral, precisariamos entender quantos dias de exposicdo a -0,5°C sdo

necessarios para satisfazer as exigéncias de frio para estimular o amadurecimento. Além
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disso, compreender em qual etapa da pos-colheita o processo de respiracao e producdo de
etileno sdo respostas da ocorréncia do acimulo de frio, caracterizado pelo amolecimento. Para

compreender essas diividas foram realizados os experimentos II e II1.

4.1.2 Conclusoes

O periodo de 9 dias na temperatura de -0,5°C ndo fornece frio suficiente para estimular
o processo de maturacdo do caqui, ndo alterando a produg¢do de etileno e a respiracao do fruto
em relagdo a 15°C.

A temperatura de 10°C ¢ mais eficiente para desencadear o processo de

amadurecimento quando comparado com a temperatura de -0,5°C.
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TABELA 2. Respiracio (ml CO,kg" hora™) em caqui ‘Fuyu’ ap6s o armazenamento e durante a exposicio a 20°C. Santa Maria, RS, 2006.

Tratamentos Exposi¢do a 20°C

Dias de armazenamento Tem(]%eé? tura Saida 4 dias 8 dias 12 dias 16dias 20dias 24dias 28 dias
3 -0,5 9,11ab 6,32a* 5,76ab 465 b 455D 502b 591cb 5,88 cd
6 -0,5 10,36 a 626a 4,18 b 4,36 bc 4,50 b 480b 501c 7,44 be
9 -0,5 8,71 ab 5,83a 4,84 ab 338 d 4,19b 4,17b 594bc 531 cd

6 10 8,30 ab 5,82a 5,15ab 4,29 bed 546D 728a 7,99bc 1433 a
9 10 6,92 bc 589a 6,31a 3,50 cd 4,74 b 522b  6,52bc 4,62 d
15 10 6,76 bc 4,51 b 4,79ab  6,13a 8,36a 748a 20,74a 6,00 cd
9 15 522 ¢ 477 b 4,89 ab 3,98 bced 4,76 b 428b 5,02¢ 5,08 cd

15 15 526 ¢ 4,08 b 460ab 556a 4,99 b 6,98a 9,68b 9,60 b
C.V. (%) 22,17 10,09 22,28 13,29 31,05 15,49 30,73 22,47

*Mesma letra na coluna ndo difere entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

TABELA 3. Etileno (ul de C;H4 kg™ hora™) em caqui “Fuyu’ apés o armazenamento e durante a exposicio a 20°C. Santa Maria, RS, 2006.

Tratamentos Exposic¢ao a 20°C

Dias de armazenamento Tenzgér)%mra Saida 4 dias 8 dias 12 dias 16dias 20dias 24 dias 28 dias
3 -0,5 0,04 a* 0,02b 0,16a 0,07 a 0,02b 0,06 b 0,05 ¢ 0,06 c
6 -0,5 0,03 ab 0,05a 0,02 b 0,02 ab 0,09 a 0,01 b 0,04 ¢ 0,03 ¢
9 -0,5 0,02 b 0,01 b 0,04ab 0,01 b 0,0l b 0,06 b 0,06 ¢ 0,15 ¢
6 10 0,01 b 003b 0,03ab 0,07 a 0,08 a 0,03 b 0,07 ¢ 0,12 ¢
9 10 0,01l b 0,02b 0,07ab 0,05 ab 0,04 b 0,08Db 0,08 ¢ 043 b
15 10 0,01 b 0,02b 0,06ab 0,04 ab 0,09 a 0,09 b 0,40 b 0,88 a
9 15 0,0l b 0,01 b 0,04ab 0,06 ab 0,0b 0,05b 0,03 ¢ 0,17 ¢
15 15 002 b 002b 006ab 004ab  0,09a 028a 0,77a  087a

C.V. (%) 63,36 56,85 59,52 76,38 51,07 6646 40,59 36,88
*Mesma letra na coluna ndo difere entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.




53

4.2 Experimento 1T

4.2.1 Acdo do etileno, em diferentes temperaturas, apdés um més de armazenamento

refrigerado, em caqui ‘Fuyu’

Apo6s um més de armazenamento, na temperatura de -0,5°C ficou evidente que a
exposi¢ao por este periodo, ocasiona rapido amolecimento (Tabela 4). Os frutos que ficaram
na temperatura de -0,5°C, sem aplica¢do de 1-MCP, amoleceram mais rapido que os frutos na
temperatura de 17,5°C, também sem aplicagdo de 1-MCP. Porém, quanto maior o tempo de
exposicao na temperatura de -0,5°C, mais rapido serd o amolecimento (ARGENTA et al.,
2002). Assim, a exposi¢do durante um meés na temperatura de -0,5°C foi suficiente para
romper 0o mecanismo da inibi¢do do amadurecimento. O mecanismo pode estar relacionado
com ativagdo de enzimas que degradam a parede celular.

Além disso, as temperaturas de 10; 12,5 e 15°C ocasionaram amolecimento mais
intenso nos frutos de caqui ‘Fuyu’, do que quando armazenados na temperatura de 17,5°C,
tanto em frutos com ou sem 1-MCP (Tabela 4). Assim, as temperaturas de 10; 12,5 e 15°C
podem ser consideradas temperaturas criticas, para o caqui ‘Fuyu’, durante um més de
armazenamento. Resultados semelhantes foram encontrados por Crisosto et al. (2003), esses
autores, afirmam que o caqui ‘Fuyu’ ¢ suscetivel ao dano por frio entre as temperaturas de 5 a
15°C, tendo um comportamento semelhante a uma pardbola. Entretanto, os frutos
armazenados na temperatura de -0,5°C mais aplicacdo de 1-MCP apresentaram menor indice
de amolecimento na saida, 2, 4 e 6 dias de exposicdo a 20°C. Isso demostra que, o
amolecimento pode ter relagdo com a produgdo e/ou percepcao do etileno pelos frutos.

A producgdo de etileno, na saida da camara e aos seis dias de exposi¢do a 20°C, foi
maior em frutos submetidos ao tratamento na temperatura de -0,5°C, com ou sem aplicagdo de
1-MCP, diferindo estatisticamente dos demais (Tabela 5). Aos dois dias de exposig¢ao a 20°C,
os frutos que estavam armazenados na temperatura de -0,5°C, com ou sem aplicag¢do de 1-
MCP, tiveram a maior producdo de etileno (Tabela 5). Aos quatro dias de exposi¢do a 20°C,
os frutos que estavam armazenados na temperatura de -0,5°C, sem aplicacao de 1-MCP, e na
temperatura de 12,5°C, com aplicacdo de 1-MCP, tiveram a maior produgdo de etileno
(Tabela 5). Ja, os frutos que produziram pouco etileno, ndo identificado pela cromatografia
gasosa, ocorreu, provavelmente, devido a perda da integridade das membranas das células dos

frutos e a capacidade em manter a homeostase.
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TABELA 4. indice de amolecimento (0-3)** em caqui ‘Fuyu’ apés um més de

armazenamento refrigerado. Santa Maria, RS, 2007.

Tratamentos Exposicdo a 20°C

Tem}zeratura MCP Saida 2 dias 4 dias 6 dias
O (1ppm)
-0,5 Nao 0,02 c* 1,10 be 1,83 b 2,48 a
10,0 Nao 2,10 a 2,78 a - -
12,5 Nao 0,99 b 2,71 a - -
15,0 Nao 2,18 a 2,55a - -
17,5 Nio 0,57 bc 0,79 cd 0,81 «cd 1,31 bc
-0,5 Sim 0,00 ¢ 0,09 e 0,11 e 0,13 d
10,0 Sim 0,61 be 1,56 b 2,65a -
12,5 Sim 0,57 be 1,04 cd 1,39 be 1,73 b
15,0 Sim 0,43 be 1,11 be 1,19 cd 1,51 b
17,5 Sim 0,42 be 0,55 de 0,71 de 0,84 ¢

C. V. (%) 35,52 14,92 21,48 18,17

* Mesma letra na coluna ndo difere entre si pelo teste de Tukey a 5% probabilidade de erro.
**()- Sem amolecimento; 1- Inicio a <10%; 2->10 a 50% e 3- 100% de amolecimento.

No entanto, um comportamento interessante ocorreu nos frutos submetidos ao
armazenamento na temperatura de -0,5°C, sem aplicagdo de 1-MCP, onde, o pico do etileno
apresentaou-se nitidamente aos 2 dias de exposi¢do a 20°C, diferentemente dos frutos
acondicionados na temperatura de -0,5°C, com aplicacio de 1-MCP, em que, ndo foi
constatado o pico caracteristico de producao de etileno, durante os 6 dias de exposicao a 20°C
(Tabela 5).

A respiracdo, na saida da camara, foi maior nos frutos submetidos ao armazenamento
na temperatura de -0,5°C, com ou sem aplicagdo de 1-MCP (Tabela 6). Aos dois dias de
exposicdo a 20°C, os frutos que estavam armazenados na temperatura de -0,5; 10 e 15°C, sem
aplicacao de 1-MCP, e na temperatura de -0,5°C, com aplicacdo de 1-MCP, tiveram a maior
respiracdo (Tabela 6). J4, aos quatro e seis dias de exposicao a 20°C os frutos que estavam
armazenados na temperatura de -0,5°C, sem aplicagdo de 1-MCP, tiveram a maior respiragao.
Além disso, o pico respiratério ocorreu apenas nos frutos que estavam armazenados na
temperatura de -0,5°C e sem aplicacdo de 1-MCP. Nesses frutos, o pico de respiracdo ocorreu

aos quatro dias de exposicao a 20°C.
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TABELA 5. Producio de etileno (uL de C,H4 kg™ hora™) em caqui ‘Fuyu’ ap6s um més

de armazenamento refrigerado. Santa Maria, RS, 2007.

Tratamentos Exposicdo a 20°C
Temper??g; (ll\gg;) Saida 2 dias 4 dias 6 dias
-0,5 Nao 0,26 a* 1,21 a 0,33 a 0,09 b
10,0 Nao 0,00 ¢ 0,00 b - -
12,5 Nao 0,00 ¢ 0,00 b - -
15,0 Nao 0,00 ¢ 0,00 b - -
17,5 Nao 0,00 ¢ 0,00 b 0,00 b 0,08 b
-0,5 Sim 0,22 b 0,14 b 0,00 b 0,20 a
10,0 Sim 0,00 ¢ 0,07 b 0,00 b -
12,5 Sim 0,00 ¢ 0,14 b 0,43 a 0,00 d
15,0 Sim 0,00 ¢ 0,09 b 0,00 b 0,00 d
17,5 Sim 0,00 ¢ 0,04 b 0,00 b 0,06 ¢
C. V. (%) 15,93 59,45 39,62 20,18

* Mesma letra na coluna ndo difere entre si pelo teste de Tukey a 5% probabilidade de erro.

TABELA 6. Respira¢io (ml CO, kg' hora™) em caqui ‘Fuyu’ apés um més de

armazenamento refrigerado. Santa Maria, RS, 2007.

Tratamentos Exposi¢do a 20°C
Tem}zeratura MCP Saida 2 dias 4 dias 6 dias
WY (1ppm)
-0,5 Nao 18,47 a* 11,85 a 13,59 a 10,69 a
10,0 Nao 15,68 b 11,09 ab - -
12,5 Nao 11,96 cd 9,43 bc - -
15,0 Nao 13,65 bce 10,68 ab - -
17,5 Nao 7,67 fg 5,67 d 8,02 ¢ 6,74 cd
-0,5 Sim 19,22 a 10,30 ab 10,39 b 8,46 b
10,0 Sim 12,95 ¢ 9,27 bc 10,91 b -
12,5 Sim 10,53 de 7,62 cd 8,51 ¢ 8,33 b
15,0 Sim 9,65 ef 6,58 d 8,30 ¢ 8,05 bc
175 Sim 7,36 g 587 d 6,07 d 6,17 d
C. V. (%) 5,90 9,27 4,44 6,03

* Mesma letra na coluna ndo difere entre si pelo teste de Tukey a 5% probabilidade de erro.

Analisando de forma conjunta o indice de amolecimento, produgdo de etileno e
respiragdo nos frutos armazenados na temperatura de -0,5°C, sem aplicacdo de 1-MCP, nota-
se uma seqiiéncia de eventos muito interessante. A seqiiéncia pode ser descrita como: 1°) aos
dois dias de exposi¢do a 20°C ocorre o pico de producao de etileno (Tabela 5); 2°) aos quatro
dias de exposicdo a 20°C ocorre o pico de respiracdo (Tabela 6) e 3°) aos seis dias de
exposi¢do a 20°C os frutos estdo, 100%

quase, amolecidos (Tabela 4). Porém,

intrigantemente, os frutos armazenados na temperatura de -0,5°C, com aplicagdo de 1-MCP,
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produziram etileno e respiraram, no entanto, ndo apresentaram pico climatérico e os frutos
mantiveram a consisténcia firme durante os seis dias de exposicao a 20°C. Apesar de produzir
etileno, os receptores para esse fitohormonio, estavam bloqueados pelo 1-MCP e assim,
provavelmente, ndo ativou as enzimas pectoliticas.

A ocorréncia de podriddo, na saida da cadmara, foi menor nos frutos que estavam
armazenados na temperatura de -0,5 e 12,5°C, sem aplicacao de 1-MCP e na temperatura de -
0,5 e 15°C, com aplicagdo de 1-MCP (Tabela 7). Aos dois, quatro e seis dias de exposicdo a
20°C os frutos que estavam armazenados na temperatura de -0,5°C, com e sem aplicagdo de 1-
MCP, apresentaram menor incidéncia de podridao (Tabela 7). Eshel et al. (2002) afirmam que
0 armazenamento de caqui por curtos periodos, até um més, ndo ocorre altas porcentagens de
podriddes. Porém, Gorini; Lestoni (1988) afirmam que longos periodos ocasionam alta

incidéncia de podriddo, podendo ocorrer perdas de até 100%.

TABELA 7. Porcentagem de podridiao em caqui ‘Fuyu’ apés um més de armazenamento

refrigerado. Santa Maria, RS, 2007.

Tratamentos Exposicao a 20°C

Teml?,eratum MCP Saida 2 dias 4 dias 6 dias
O (1ppm)
-0,5 Niao 2,08 c* 4,17 be 5,09 ab 6,09 a
10,0 Nao 732 b 7,48 abc - -
12,5 N3ao 0,00 c 8,85 abc - -
15,0 Nao 23,80 a 24,70 a - -
17,5 Nao 7,32 b 14,10 ab 14,50 ab 19,00 a
-0,5 Sim 0,00 ¢ 2,08 ¢ 2,08 b 7,69 a
10,0 Sim 7,57 b 9,71 abc 10,80 ab -
12,5 Sim 14,80 ab 17,40 a 19,00 a 21,30 a
15,0 Sim 0,00 c¢ 3,57 ¢ 5,46 ab 16,10 a
17,5 Sim 7,42 b 7,89 abc 14,50 ab 15,90 a

C. V. (%) 28,26 38,86 51,34 43,26

* Mesma letra na coluna ndo difere entre si pelo teste de Tukey a 5% probabilidade de erro.

A incidéncia de escurecimento nos frutos, na saida da camara, foi pequena, inferior a
10% da superficie da epiderme (Tabela 8). No entanto, deve-se destacar a evolu¢do do
escurecimento nos frutos submetidos a temperatura de -0,5°C, com ou sem aplicagdo de 1-
MCP. Nesses frutos, na saida da camara, o escurecimento era inferior a 10%, porém, aos 4 e 6
dias de exposicdo a 20°C apresentavam uma epiderme com 10 a 20% de escurecimento
(Tabela 8). Esse comportamento de evolucdo do escurecimento pode ser explicado pela

temperatura, pois, a temperatura de -0,5°C reduz atividade de muitas enzimas, entre elas, a
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polifenol oxidase (PPO). A polifenol oxidase (PPO) ¢ a enzima responsavel pelo
escurecimento em caqui (PARK, 1997). Dessa forma, provavelmente, a polifenol oxidase
(PPO) estava pouco ativa na saida da camara, mas, quando os frutos foram expostos a 20°C a
PPO tornou-se muito ativa, o que ocasionou alta incidéncia de escurecimento.

Contudo, teriamos que estudar a resposta do caqui ‘Fuyu’ por um periodo de dois
meses em armazenamento refrigerado, assim, realizamos outro experimento para elucidar o

perido critico de ocorréncia do amolecimento.

TABELA 8. indice de escurecimento (0-4)** em caqui ‘Fuyu’ apés um més de

armazenamento refrigerado. Santa Maria, RS, 2007.

Tratamentos Exposicdo a 20°C
Tem[ieratura MCP Saida 2 dias 4 dias 6 dias
) (1ppm)
-0,5 Nao 0,39 d* 1,69 a 2,15 ab 2,32 ab
10,0 Nao 0,37 d 1,43 be - -
12,5 Nio 0,37 d 1,30 bc - -
15,0 Nao 1,27 ab 1,52 b - -
17,5 Nao 1,23 abc 1,43 bce 1,45 bce 1,92 ab
-0,5 Sim 0,58 d 2,39 a 2,64 a 2,70 a
10,0 Sim 1,33 a 1,62 b 1,71 bc -
12,5 Sim 0,81 bed 1,09 ¢ 1,21 ¢ 1,41 b
15,0 Sim 0,75 «cd 1,32 bce 1,36 bc 1,59 b
17,5 Sim 0,78 bed 1,49 bce 1,56 bc 1,65 b
C. V. (%) 27,33 11,68 20,66 20,97

* Mesma letra na coluna nao difere entre si pelo teste de Tukey a 5% probabilidade de erro.
**0- sem; 1- inicio e <10%; 2- >10 a 20%; 3- >20 a 30% ¢ 4- >30% de escurecimento.

4.2.2 Ag¢do do etileno, em diferentes temperaturas, apos dois meses de armazenamento

refrigerado, em caqui ‘Fuyu’

A ocorréncia do amolecimento, na saida da camara, ndo foi constatada nos frutos que
estavam armazenados na temperatura de -0,5°C, com ou sem aplicacdo de 1-MCP (Tabela 9).
Aos dois dias de exposicao a 20°C, os frutos que foram submetidos ao armazenamento na
temperatura de -0,5°C, com ou sem aplicagdo de 1-MCP, apresentaram a menor ocorréncia de
amolecimento (Tabela 9). J4, aos quatro e seis dias de exposi¢do a 20°C, os frutos que
estavam armazenados na temperatura de -0,5°C, com aplicagdo de 1-MCP, apresentaram o
menor indice de amolecimento (Tabela 9). A temperatura de 17,5°C nao desbloqueou o

processo de amadurecimento mantendo-se mais firme que frutos expostos a 10; 12,5 e 15°C
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durante os seis dias de exposi¢ao a 20°C (Tabela 9). Outro aspecto interessante foi a pouca
atuacdo do 1-MCP nos frutos submetidos a altas temperaturas (10, 12,5 e 15°C), isso
provavelmente foi devido a sintese de novos receptores do etileno.

Entretanto, o comportamento dos frutos que estavam armazenados na temperatura de
-0,5°C, sem aplicagdo de 1-MCP, deve ser ressaltado. Esses frutos, na saida da camara,
apresentavam-se todos firmes, porém, com a exposi¢do a 20°C perderam rapidamente a
firmeza, caracterizado pelo amolecimento. O amolecimento foi de quase 100% aos 4 dias de
exposi¢ao a 20°C (Tabela 9). Assim, armazenando caqui ‘Fuyu’ por um més, na temperatura
de -0,5°C, sem aplicacao de 1-MCP, os frutos tém quase 100% de amolecimento aos 6 dias de
exposicao a 20°C (Tabela 4), e, armazenado por 2 meses na mesma condigdo, os frutos ficam
totalmente sem firmeza aos 4 dias. Com isso, fica evidente que quanto maior o periodo de
exposi¢do na temperatura de -0,5°C, mais rapido serd a perda de firmeza. Esses resultados
estdo de acordo com Argenta et al. (2002). Esses autores afirmam que quanto maior o tempo
de exposi¢do na temperatura de -0,5°C, mais rapido sera o amolecimento.

Além disso, deve-se salientar que a Uinica forma de armazenar caqui por dois meses,
sem que ocorra rapido amolecimento quando exposto a temperatura de 20°C, ¢ utilizando a
temperatura de -0,5°C, com aplicagdo de 1-MCP. Ainda, os frutos submetidos a temperatura
de 10; 12,5; 15 e 17,5°C, com ou sem aplicacdo de 1-MCP, tiveram rapida perda de firmeza

(Tabela 9), assim, ¢ impossivel armazena caqui ‘Fuyu’, nestas temperaturas, por dois meses.

TABELA 9. indice de amolecimento (0-3)** em caqui ‘Fuyu’ apés dois meses de

armazenamento refrigerado. Santa Maria, RS, 2007.

Tratamentos Exposicdo a 20°C
Temgeratura MCP Saida 2 dias 4 dias 6 dias
O (Ippm)
-0,5 Nao 0,00 c* 0,86 d 2,96 a -
10,0 Nao 3,00 a - - -
12,5 Nao 2,60 a - - -
15,0 Nao 3,00 a - - -
17,5 Nao 1,39 b 1,67 bc 2,34 ab -
-0,5 Sim 0,00 c¢ 0,03 e 0,11 d 0,36 b
10,0 Sim 1,63 b 2,18 ab 2,63 a -
12,5 Sim 0,82 bc 1,54 bed 1,63 bc 2,14 a
15,0 Sim 1,16 b 2,82 a - -
17,5 Sim 1,08 b 1,29 «cd 1,44 ¢ 1,88 a
C. V. (%) 24,15 23,22 17,77 33,81

* Mesma letra na coluna nao difere entre si pelo teste de Tukey a 5% probabilidade de erro.
**()- Sem amolecimento; 1- Inicio a <10%; 2->10 a 50% e 3- 100% de amolecimento.
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A producgao de etileno, pelos frutos armazenados nas temperaturas de 10; 12,5 ¢ 15°C,
nao foi determinada (Tabela 10), pois, os frutos estavam com o amolecimento muito avancado
(Tabela 9). Na saida da camara, a producdo de etileno foi maior em frutos que estavam
armazenados na temperatura de -0,5°C, sem aplicacdo de 1-MCP (Tabela 10). Aos dois dias
de exposi¢do a 20°C, os frutos submetidos nas temperaturas de -0,5°C, sem aplicacao de 1-
MCP, e 15°C, com aplicagao de 1-MCP, produziram mais etileno (Tabela 10). Enquanto, aos
quatro e seis dias de exposi¢do a 20°C, os frutos acondicionados na temperatura de -0,5°C,
com aplicagdo de 1-MCP, produziram mais etileno. Além disso, o comportamento da
produgdo de etileno pelos frutos armazenados na temperatura de -0,5°C, sem aplicagdo de 1-
MCP, deve ser mencionado. Esses frutos tiveram o pico de producdo de etileno aos 2 dias de
exposi¢ao a 20°C (Tabela 10). J4, os frutos que estavam na temperatura de -0,5°C, com
aplicacdo de 1-MCP, e quando expostos durante seis dias na temperatura de 20°C nao

apresentaram um pico de producdo de etileno, porém, tiveram um aumento na produgdo

(Tabela 10).

TABELA 10. Producao de etileno (uL de C,H4 kg'1 hora™) em caqui ‘Fuyu’ apoés dois

meses de armazenamento refrigerado. Santa Maria, RS, 2007.

Tratamentos Exposi¢do a 20°C

Tem[;eratura MCP Saida 2 dias 4 dias 6 dias
| (Ippm)
-0,5 Nao 0,13 a* 0,29 a 0,19a -
10,0 Nao - - - -
12,5 Nao - - - -
15,0 Nao - - - -
17,5 Nao 0,00 ¢ 0,13 bc 0,00 b -
-0,5 Sim 0,07 b 0,13 bc 0,21 a 0,28 a
10,0 Sim 0,00 ¢ 0,05 cd 0,00 b -
12,5 Sim 0,00 ¢ 0,11 ¢ 0,00 b 0,20 a
15,0 Sim 0,00 ¢ 0,22 ab - -
17,5 Sim 0,00 ¢ 0,00 d 0,00 b 0,00 b

C. V. (%) 5,55 23,79 60,13 30,44

* Mesma letra na coluna nao difere entre si pelo teste de Tukey a 5% probabilidade de erro.

A respiragdo, na saida camara, aos dois e quatro dias de exposi¢do a 20°C, foi maior
pelos frutos que estavam armazenados na temperatura de -0,5°C, sem aplicagdo de 1-MCP
(Tabela 11). Aos seis dias de exposicao a 20°C a respiracao foi maior nos frutos que estavam
armazenados na temperatura de -0,5°C, com aplicacio de 1-MCP. Além disso, o

comportamento respiratorio dos frutos durante a exposicdo a 20°C, apds armazenamento na
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temperatura de -0,5°C, sem aplicagdo de 1-MCP, deve ser mencionado. Esses frutos, nao
tiveram pico respiratorio durante a exposicdo a 20°C, apos dois meses de armazenamento
(Tabela 11), diferentemente, quando armazenados por um més (Tabela 6). J4, os frutos que
estavam armazenados na temperatura de -0,5°C, com aplicagdo de 1-MCP, tiveram o pico

respiratdrio aos quatro dias de exposicao a 20°C.

TABELA 11. Respiracio (ml CO; kg'1 hora™) em caqui ‘Fuyu’ apos dois meses de

armazenamento refrigerado. Santa Maria, RS, 2007.

Tratamentos Exposi¢do a 20°C

Teml?)eratura MCP Saida 2 dias 4 dias 6 dias
) (Ippm)
-0,5 Nao 16,42 a* 14,54 a 13,97 a -
10,0 Nao - - - -
12,5 Nao - - - -
15,0 Nao - - - -
17,5 Nao 8,12 b 8,87 bc 8,79 bc -
-0,5 Sim 12,86 ab 10,84 ab 11,44 ab 10,45 a
10,0 Sim 11,04 ab 8,94 bc 12,19 ab -
12,5 Sim 10,35 b 9,85 bce 9,60 abc 842a
15,0 Sim 834 b 7,70 be - -
17,5 Sim 797 b 6,39 ¢ 6,64 ¢ 7,37 a

C. V. (%) 19,28 15,61 15,76 35,38

* Mesma letra na coluna nao difere entre si pelo teste de Tukey a 5% probabilidade de erro.

Novamente, analisando o indice de amolecimento, produ¢do de etileno e respiragdo
nos frutos armazenados na temperatura de -0,5°C, sem aplicacdo de 1-MCP, nota-se uma
seqiiéncia de eventos. A seqiiéncia pode ser descrita como: 1°) aos dois dias de exposi¢do a
20°C ocorre o pico de produgdo de etileno pelos frutos (Tabela 10); 2°) o pico respiratdrio,
pelos frutos, ndo ocorre durante a exposicao a 20°C (Tabela 11) e 3°) aos quatro dias de
exposicao a 20°C os frutos estdo, quase, 100% amolecidos (Tabela 9). No entanto, os frutos
armazenados na temperatura de -0,5°C, com aplicacdo de 1-MCP, produziram etileno e
tiveram pico respiratorio (Tabelas 10 e 11) e os frutos mantiveram a consisténcia firme
durante os seis dias de exposicao a 20°C.

A ocorréncia de podridao, na saida da camara e aos dois dias de exposig¢ao a 20°C, foi
menor nos frutos que estavam armazenados na temperatura de -0,5°C, com ou sem aplicagdo
de 1-MCP (Tabela 12). Aos seis dias de exposi¢do a 20°C os frutos que ficaram
acondicionados na temperatura de -0,5°C, com aplicagdo de 1-MCP, apresentaram a menor
ocorréncia de podridao. Ja, o indice de escurecimento, na saida da camara, foi menor nos

frutos armazenados na temperatura de -0,5°C, com ou sem aplicagdo de 1-MCP (Tabela 13).
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Aos dois e quatro dias de exposicdo a 20°C os frutos que estavam armazenados na
temperatura de -0,5°C, com ou sem aplicagdo de 1-MCP, tiveram rapido aumento no indice de
escurecimento da epiderme (Tabela 13). Aos seis dias de exposi¢do a 20°C os frutos que
foram acondicionados na temperatura de -0,5°C, com aplicagdo de 1-MCP, tiveram a maior
incidéncia de escurecimento da epiderme chegando ao indice de 2,33, onde o maximo ¢ 4

(Tabela 13).

TABELA 12. Porcentagem de podriddo em caqui ‘Fuyu’ apés dois meses de

armazenamento refrigerado. Santa Maria, RS, 2007.

Tratamentos Exposi¢do a 20°C
Teml?)eratura MCP Saida 2 dias 4 dias 6 dias
o) (1ppm)
-0,5 Nao 0,00 e* 0,00 ¢ 0,00 d -
10,0 Nao 17,03 cd - - -
12,5 Nao 26,19 bc - - -
15,0 Nao 44,14 a - - -
17,5 Nao 33,33 ab 35,25 a 37,25 ab -
-0,5 Sim 0,00 e 4,17 ¢ 7,74 cd 1190 b
10,0 Sim 16,49 cd 17,85 ab 24,23 ab -
12,5 Sim 10,99 d 13,07 b 15,88 bc 18,40 ab
15,0 Sim 29,80 abc 33,77 a - -
17,5 Sim 32,14 ab 3530 a 38,25 a 43,65 a
C. V. (%) 16,71 26,26 28,11 39,77

* Mesma letra na coluna nao difere entre si pelo teste de Tukey a 5% probabilidade de erro.

TABELA 13. Indice de escurecimento (0-4)** em caqui ‘Fuyu’ apés dois meses de

armazenamento refrigerado. Santa Maria, RS, 2007.

Tratamentos Exposicdo a 20°C
Tem(;z%? tura (%gri) Saida 2 dias 4 dias 6 dias
-0,5 Nao 0,75 bc* 1,88 ab 2,49 a -
10,0 Nao 1,57 a - - -
12,5 Nao 1,46 a - - -
15,0 Nao 1,24 ab - - -
17,5 Nao 1,52 a 1,91 ab 2,02 abc -
-0,5 Sim 0,40 ¢ 2,09 a 2,18 ab 2,33 a
10,0 Sim 1,40 a 1,43 ab 1,49 cd -
12,5 Sim 1,11 ab 1,25b 1,32d 1,34 b
15,0 Sim 1,18 ab 1,49 ab - -
17,5 Sim 1,48 a 1,51 ab 1,59 bed 1,68 b
C. V. (%) 17,34 20,94 14,69 11,96

* Mesma letra na coluna nao difere entre si pelo teste de Tukey a 5% probabilidade de erro.
**0- sem; 1- inicio e <10%; 2- >10 a 20%; 3- >20 a 30% ¢ 4- >30% de escurecimento.
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Além dos parametros apresentados, foi realizado acidez titulavel e SST, tanto nos
frutos que ficaram armazenados por um ou dois meses, porém, nao houve diferenca

significativa entre os tratamentos (dados ndo apresentados).

4.2.3 Conclusoes

O armazenamento de caqui ‘Fuyu’ por um més na temperatura de -0,5°C ¢ suficiente
para satisfazer totalmente a exigéncia de frio para estimular o processo de amadurecimento,
com 100% dos frutos amolecidos aos 6 dias de exposicdo a 20°C. J4, o armazenamento por
dois meses na temperatura de -0,5°C acelera o processo de amadurecimento e tornando 100%
dos frutos amolecidos aos 4 dias de exposi¢ao a 20°C.

As temperaturas de 10; 12,5 e 15°C ocasionam amolecimento dos frutos durante o
armazenamento, o que indica que essas temperaturas por longo periodo de tempo também sao
eficientes no desbloqueio do amadurecimento e a aplicacao de 1-MCP, nessas temperaturas,
ndo foi totalmente eficiente no controle do processo de amadurecimento do caqui ‘Fuyu’.
Além disso, o amolecimento tem relagdo com o etileno e mais provavelmente com o seu
receptor.

A temperatura de 17,5°C ndo desbloqueou totalmente o processo de maturagao,
fazendo com que os frutos, na saida da cdmara, se mantivessem mais firmes que os frutos a
10; 12,5 e 15°C. O caqui ‘Fuyu’ armazenado por dois meses em armazenamento refrigerado
na temperatura de -0,5°C com aplica¢do de 1-MCP mantem a firmeza de polpa, mesmo aos 6
dias de exposicao a 20°C. Aparentemente ocorre uma interacao entre o frio (-0,5°C) e 1-MCP

no processo de bloqueio do amadurecimento.

4.3 Experimento I1I

4.3.1 Acdo do etileno, antes e apds o armazenamento refrigerado por dois meses, na

ocorréncia do amolecimento em caquis ‘Fuyu’

O amolecimento em caqui ‘Fuyu’, armazenado por dois meses em armazenamento
refrigerado na temperatura de -0,5°C foi menor nos frutos que receberam aplicagdo de 1-MCP
(Figura 4A). O amolecimento dos frutos, que nao receberam aplicacdo de 1-MCP foi de 100%

aos dois dias de exposicao a 20°C (Figura 4A) e comprovado pela Figura 7A. A produgdo de
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etileno pelos frutos que nao foram tratados com 1-MCP foi maior na saida da camara do que
aos dois e quatro dias de exposicao a 20°C. Aos seis dias de exposi¢cdo a 20°C, os frutos que
receberam aplica¢do de 1-MCP, antes ou apds o armazenamento, produziram mais etileno que
na saida da camara, diferentemente dos frutos que nao receberam aplica¢do de 1-MCP (Figura
4B). Mas, a produgdo de etileno pelos frutos de todos os tratamentos diminuiu aos dois dias,
em relacdo a saida da camara, e comecou a aumentar apartir dos quatro dias de exposi¢ao a
20°C, sendo que, nas quatro avaliagdes ndo houve diferenga significativa entre os tratamentos
(Figura 4B). Assim, a acdo do 1-MCP, aplicado antes e depois do armazenamento, comprova
que o amolecimento estd vinculada a a¢do do etileno e ndo a sua sintese.

A manutengdo da firmeza com aplicagao de 1-MCP antes ou apds o armazenamento
também foi observado por Brackmann et al. (2003) em caqui ‘Kioto’. Esses resultados
levantam a hipotese que poderd ser comprovada apenas com parametros bioquimicos, mas,
provavelmente os receptores de etileno sdo os responsaveis em desencadear o processo de
degradacao da parede celular. Assim, o acimulo de frio, superior a um més (Tabela 4),
deixaria as enzimas ativas e o receptor do etileno fornece o sinal para acontecer o processo de
degradagdo da parede celular. Além disso, esse sistema frio-receptor-enzimas pode depender
da presenca de oxigénio e didéxido de carbono. Para compreender isso, realizamos um

experimento com atmosfera controlada utilizando 1,0kPa de O, mais 8,0 kPa de CO..

A B _
—@— Testemunha —#— *MCP antes —#&— MCP depois —— Testemunha —l— MCP antes —&— MCP depois
35 2,0
g 50- o
= 2.5 =1,5 -
- o T
g 201 = ]: I I 2.
£ 151 = b
5} = o
< 1,0 4 C0,5 -
g QO,S
£ 05 =
0,0 = | 0,0 T T T
saida 2 4 6 saida 2 4 6
Dias a 20°C Dias a 20°C

Figura 4: Amolecimento (A) e Producdo de etileno (B) em caqui ‘Fuyu’ apds dois meses de
armazenamento refrigerado na temperatura de -0,5°C mais seis dias de exposi¢do a 20°C.
Santa Maria, RS. 2007. Barras verticais indicam Diferenca Minima Significativa (DMS ¢ 0s2)
entre tratamentos. Amolecimento (0-3): 0- sem amolecimento; 1- inicio e <10%; 2- >10 a
50% e 3- 100% amolecido. *MCP: Aplicado na concentracdo de Ippm antes e depois do

armazenamento.
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A atividade da ACC oxidase dos frutos manteve-se estavel da saida da camara aos dois
dias de exposi¢ao a 20°C, porém, aos quatro e seis dias de exposicao a 20°C reduziu
drasticamente (Figura 5B). Diferentemente da producdo de etileno e atividade da ACC
oxidase, a respiracao dos frutos aumentou de forma constante, desde saida da camara até aos

seis dias de exposicao a 20°C (Figura 5A).

A B _
—&— Testemunha —l— *MCP antes —&— MCP depois —&— Testemunha —l— MCP antes —&— MCP depois
60 10,0

<50 4 =
o = 2 : 8,0 1 I :[ ]: :[
xg ‘TM 40 1 I .g ‘Tb.D
s g SN 6,0 4
£ =30 3 =
gS T 4,0

- QO A

g 220 I I S 9

E 10 - I < 3 20

0 T T T T 0,0 T T T
saida 2 4 6 saida 2 4 6
Dias a 20°C Dias a 20°C

Figura 5: Respiracdo (A) e atividade da ACC oxidase (B) em caqui ‘Fuyu’ apds dois meses
de armazenamento refrigerado na temperatura de -0,5°C mais seis dias de exposic¢ao a 20°C.
Santa Maria, RS. 2007. Barras verticais indicam Diferenca Minima Significativa (DMS ¢ os2)
entre tratamentos. *MCP: Aplicado na concentracdo de Ilppm antes e depois do

armazenamento.

O indice de escurecimento da epiderme do caqui ‘Fuyu’, na saida da camara, foi
proximo a 1,5 e aos dois dias de exposicdo a 20°C estava em torno de 2 (Figura 6B),
mantendo-se constante nessa faixa até os seis dias de exposi¢do a 20°C. Esse resultado
comprova que a acao do etileno ndo tem relacdo com o escurecimento da epiderme. Mas, em
funcdo da alta incidéncia de escurecimento, realizamos outro experimento em atmosfera
controlada, com a intengcdo de controlar esse distirbio. Ao contrario do escurecimento, a
ocorréncia de podriddo nos frutos, na saida da camara, foi menor que 10% (Figura 6A) ¢ aos
seis dias de exposi¢do a 20°C era em torno de 40 a 50%.

Os solidos soluveis totais dos frutos, ndo apresentaram diferenga significativa em
funcdo dos tratamentos (Figura 7C). No entanto, a acidez titulavel dos frutos foi maior
naqueles armazenados sem aplicagdo de 1-MCP, tendo valor superior até mesmo da analise
inicial, realizada apos a colheita (Figura 7B). Porém, precisariamos confirmar esse resultado

antes de discutir e assim realizamos o proximo experimento.
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4.3.2 Acao do etileno, antes e apdés o armazenamento de quatro meses em atmosfera

controlada, na ocorréncia do amolecimento em caquis ‘Fuyu’

O amolecimento dos frutos apds quatro meses armazenados em atmosfera controlada,
na saida da camara e aos quatro dias de exposi¢do a 20°C, foi préximo a zero (Figura 8A). No
entanto, aos quatro dias de exposi¢ao a 20°C os frutos que nao receberam aplica¢ao de 1-MCP
apresentavam-se 100% amolecidos (Figura 8A), diferentemente dos resultados obtidos
utilizando armazenamento refrigerado, onde, nessas condicdes, os frutos com dois dias de
exposicdo a 20°C apresentavam-se 100% amolecidos (Figura 4A). Com isso, 0 processo que
desencadeia o amolecimeno pode ser dependente do O,, possivelmente, em funcao das
enzimas oxidases que atuam na degradagdo da parede celular. Ja, os frutos que receberam
aplicacao de 1-MCP, antes ou apds o armazenamento, apresentaram indice de amolecimento
inferior a 0,5 no final de seis dias de exposi¢cdo a 20°C (Figura 8A) e confirmado pela firmeza
de polpa (Figura 11A). Esses resultados estdo de acordo com Nakano et al. (2003) que
afirmam que a exposi¢do por longos periodos na temperatura de -0,5°C, o caqui perde a
habilidade de amadurecimento e a retengdo da firmeza, mesmo expostos em baixo oxigénio.

A produgdo de etileno pelos frutos, na saida da camara, foi zero e teve o pico aos dois
dias de exposicdo a 20°C (Figura 8B). Quando ocorreu o pico, os frutos que receberam
aplicagdo de 1-MCP produziram mais etileno, diferindo estatisticamente dos demais frutos
sem aplicagdo de 1-MCP (Figura 8B). A produgdo de etileno em frutos climatéricos pode ser
reduzida com o uso de niveis elevados de CO, (5-20%), que inibem a atividade da ACC
sintase ¢ da ACC oxidase (MATHOOKO et al., 2001; DE WILD et al., 2005). No caso da
ACC oxidase, o efeito do CO, sobre sua atividade depende da concentragdo usada. Essa
enzima ¢ ativada reversivelmente pela aplicagdo de CO, (DONG et al., 1992), possivelmente
pela carbamilagdo de um residuo especifico de lisina (FERNANDEZ-MACULET et al.,
1993). Existe, ainda, a possibilidade do CO, atuar diretamente sobre os lipideos e proteinas de
membranas, protegendo-as dos danos causados pelas baixas temperaturas (PURVIS, 1993).
Considerando a hipdtese da ACC oxidase ser uma enzima ligada as membranas celulares
(RASMASSAMY et al, 1998), poderia-se atribuir a manuten¢do da integridade das

membranas quando ocorre a retomada da atividade dessa enzima apds o armazenamento.
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Figura 8: Amolecimento (A) e Produgdo de etileno (B) em caqui ‘Fuyu’ ap6s quatro meses
de armazenamento em atmosfera controlada (1,0kPa de O, mais 8,0kPa de CO;) na
temperatura de -0,5°C mais seis dias de exposicdo a 20°C. Santa Maria, RS. 2007. Barras
verticais indicam Diferenca Minima Significativa (DMS os%) entre tratamentos.
Amolecimento (0-3): 0- sem amolecimento; 1- inicio e <10%; 2- >10 a 50% e 3- 100%

amolecido.

A atividade da ACC oxidase, nos frutos sem aplicagdo de 1-MCP, reduziu
drasticamente aos 4 dias de exposicao a 20°C, quando comparado com os 2 dias (Figura 9B).
J4, os frutos que receberam 1-MCP tiveram sua queda de atividade somente aos 6 dias de
exposicdo a 20°C (Figura 9B). Assim, a atividade da ACC oxidase demonstra que os frutos
que receberam 1-MCP mantiveram a integridade da membrana e, por isso, ndo apresentaram o
amolecimento.

A produgdo de CO; nao foi muito afetada pelas condi¢des de armazenamento e pelo
bloqueio da agdo do etileno (Figura 9A). O 1-MCP, em geral, reduz ou atrasa a taxa
respiratoria (BLANKENSHIP; DOLE, 2003), apesar de ndo afetar o metabolismo dos
carboidratos (GOLDING et al., 1998). No entanto, esse composto exerce pouco efeito sobre a
producao de CO, em nectarinas (DONG et al., 2001) e damascos (DONG et al., 2002).

O indice de escurecimento, na saida da camara, foi proximo a zero e aos seis dias de
exposicdo a 20°C estava em torno de 1,2 (Figura 10B). Assim, a atmosfera controlada reduz a
incidéncia de escurecimento, pois, com armazenamento refrigerado ocorreu elevado
escurecimento (Figura 6B). A baixa incidéncia de escurecimento em atmosfera controlada ¢
devido ao baixo oxigénio. O baixo oxigénio reduz a oxidagao de polifenois dos frutos (BEN-
ARIE; ZUTKHI, 1992), pois, deixa a atividade da enzima polifenol oxidase proximo a zero
(LEE et al., 1993). Porém ocorre a possibilidade das manchas escurecidas serem causadas

pela ocorréncia de fungos (Alternaria alternata), como observado por Ben-Arie; Zutkhi
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(1992). Entretanto, as manchas escurecidas ndo apresentavam caracteristicas evidentes de
ataque de patogénos. J4, a incidéncia de podridao ao final dos seis dias de exposi¢ao a 20°C

estava em torno de 60 a 65% (Figura 10A).
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Figura 9: Respiracdo (A) e atividade da ACC oxidase (B) em caqui ‘Fuyu’ apds quatro meses
de armazenamento em atmosfera controlada (1,0kPa de O, mais 8,0kPa de CO;) na
temperatura de -0,5°C mais seis dias de exposicdo a 20°C. Santa Maria, RS. 2007. Barras

verticais indicam Diferenca Minima Significativa (DMS ¢ s%;) entre tratamentos.
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Figura 10: Podriddo (A) e escurecimento da casca (B) em caqui ‘Fuyu’ ap6s quatro meses de
armazenamento em atmosfera controlada (1,0kPa de O, mais 8,0kPa de CO,) na temperatura
de -0,5°C mais seis dias de exposi¢cao a 20°C. Santa Maria, RS. 2007. Barras verticais indicam
Diferengca Minima Significativa (DMS ¢ s¢,) entre tratamentos. Escurecimento (0-4): 0- sem

escurecimento; 1- inicio e <10%; 2- >10% a 20%; 3- >20 a 30% e 4- >30% escurecimento.

Os soélidos soluveis totais dos frutos nao apresentaram diferenga significativa em
funcdo dos tratamentos (Figura 11C). No entanto, a acidez titulavel dos frutos foi maior

naqueles armazenados sem aplicacdo de 1-MCP (Figura 11B). Essa acidez elevada pode ser



69

decorrente da degradacao dos &cidos urdnicos da parede celular e formagao de acidos, porém,

devido a metodologia utilizada nao podemos afirmar com exatidao.
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Figura 11: Firmeza de polpa (A), Acidez Titulavel (B) e Solidos Soluveis Totais (C) em
caqui ‘Fuyu’ apds quatro meses de armazenamento em atmosfera controlada (1,0kPa de O,
mais 8,0kPa de CO,) na temperatura de -0,5°C mais seis dias de exposi¢ao a 20°C. Santa
Maria, RS. 2007. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
de erro. ns — diferengas ndo significativas. *MCP: aplicado na concentra¢do de 1ppm antes e

depois do armazenamento.
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4.3.3 Conclusoes

A aplicagdo de 1-MCP, tanto antes ou apds o armazenamento, controla o processo de
maturacao, evitando o amolecimento do caqui ‘Fuyu’ apos a exposi¢ao a 20°C.

Ocorre sinergismo positivo entre atmosfera controlada e a utilizagdo de 1-MCP, no
controle da maturagao.

O 1-MCP associado a utilizagdo de armazenamento a -0,5°C com 1,0kPa de O, +
8,0Pa de CO,, por 4 meses, controla a maturacdo, evita o amolecimento do caqui ‘Fuyu’,

porém, apds esse periodo ocorre alta incidéncia de podridao.
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