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EXTRATO

Este estudo tratou do metabolismo fotoquimico das folhas e perfil da
atividade da celulase e B-galactosidase em frutos de Carica papaya L., das
cultivares Golden e Gran Golden. Foram feitas medicoes de teores de
clorofila com o medidor portatil de clorofilas (SPAD-502) e da cinética da
emissao da fluorescéncia rapida da clorofila a com um fluorometro
portatil, Handy PEA (Hansatech Instruments Ltd., King’s Lynn, Norfolk,
UK). As folhas foram previamente adaptadas ao escuro por trinta minutos
e em seguida, submetidas a um fluxo de fétons de 680 pmol m™2 s™. Os
dados foram analisados considerando-se as condicdes de pluviosidade e
temperatura da regido de cultivo. A curva polifasica da fluorescéncia da
clorofila @ para ambas as cultivares de mamao no periodo estudado
demonstra que nao houve diferenca significativa entre as fases O, J, I e P.
Foram observadas diferencas nos parametros de fluxo de energia por
seccao transversal do FSII. A cultivar Golden apresentou uma maior taxa
de absorcao de energia de excitacao (ABS/CS), captura de energia de
excitacao (TR,/CS) e transporte dessa energia (ET,/CS). Estes resultados
sugerem que a cultivar Golden mostrou-se mais eficiente do que a cultivar
Gran Golden na utilizagdo da energia luminosa no periodo em que houve
maior precipitacdo. No entanto, a cultivar Golden também apresentou
maior taxa de dissipacao de energia (DI,/CS) refletida num aumento da
fluorescéncia inicial (F,), considerada um indicativo de estresse em
plantas, e, diminuicdo da eficiéncia quantica do FSII. A cultivar Gran
Golden apresentou um aumento na captura de energia por secgao
transversal (TR,/CS) e transporte dessa energia (ET,/CS). Este aumento
pode ter contribuido para que a cultivar Gran Golden apresentasse maior
eficiéncia quantica do FSII no periodo de menor precipitacdao. As analises
dos frutos coletados foram realizadas no Laboratério de Quimica de
Proteinas (UFES). A acdo das enzimas celulase e p-galactosidase durante

o amadurecimento foi observada durante os 8 dias apds a colheita bem



como as analises de firmeza da polpa e perda de dgua. A porcentagem de
perda de agua dos frutos foi calculada de acordo com a perda de massa
fresca e a perda de firmeza foi obtida com o auxilio de um penetrometro.
A atividade das enzimas celulase e B-galactosidase foram previamente
padronizadas para o mamoeiro e entdao mensuradas para obtencao das
correlacdes com a perda de agua e as mudancgas de firmeza da polpa. Os
resultados mostraram que a maior perda da firmeza nos frutos das
cultivares Golden e Gran Golden ocorreu do 3° para o 4° dia apds a
colheita (dpc) e que os frutos da cv. Gran Golden perderam a firmeza da
polpa mais rapidamente do que os frutos da cv. Golden. Estes resultados
confirmam as observacOes visuais ja relatadas pelos produtores de
mamao, de que os frutos da cv. Gran Golden tém um menor periodo pds-
colheita. Observou-se que a atividade da celulase foi maior no 5° dpc nos
frutos da cv. Gran Golden e no 6° dpc nos frutos da cv. Golden. A
atividade da pB-galactosidase aumentou até o 5° dpc em ambas as
cultivares, sendo que na cv. Gran Golden a atividade dessa enzima
mostrou-se mais elevada durante o periodo pds-colheita. Esses resultados
mostram a participacao dessas enzimas na diminuicao da firmeza,
mostrando a necessidade de maiores estudos dos fatores que interferem
na ativacao dessas enzimas a fim de se contribuir para o entendimento da

fisiologia do mamao.
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EXTRACT

This study focused the photochemical metabolism of leaves and the
pattern of activity of the cellulase and p-galactosidase enzymes in the
Carica papaya L. fruit, Golden and Gran Golden cultivars. The content of
chlorophyll was taken with a portable chlorophyll measuring device (SPAD
502) and the kinetics of the emission of fluorescence from chlorophyll a
with a portable fluorometer, Handy PEA (Hansatech Instruments Ltd.,
King’s Lynn, Norfolk, UK). The leaves, after previously going through a
thirty minute adjustment to the dark, underwent a flow of photons at 680

1. The amount of rain and the temperature of the area

pumol m? s
cultivated were taken into account when analyzing the data. The
polyphasic curve of the fluorescence of chlorophyll a for both cultivars of
papaya during the time frame of the study demonstrates that there was
not a significant difference among phases O, J, I and P. Differences in the
parameters of the energy flow by cross-section of the photosystem II
were observed. The Golden cultivar showed a higher rate of absorption of
excited energy (ABS/CS), capture of excited energy (TR,/CS) and
transport of that energy (ET,/CS). These results suggest that the Golden
cultivar showed more efficiency than the Gran Golden cultivar when
utilizing luminous energy in the period with the highest level of
precipitation. However, Golden cultivar also showed a higher rate of
dissipation of energy (DI,/CS) reflected in an increase of initial
fluorescence (F,), considered an indication of stress in plants, and the
lessening of the quantum efficiency of the photosystem II. The Gran
Golden cultivar showed an increase in the capture of energy by cross-
section (TR,/CS) and the transport of that energy (ET,/CS). This increase
may have contributed to this cultivar presenting greater quantum
efficiency of the photosystem II in the period of lowest precipitation levels.
The analysis of the cultivated fruit was conducted in the Laboratory of

Protein Chemistry of the Federal University of Espirito Santo (in the
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Portuguese acronym, UFES). The action of the enzymes cellulase and B-
galactosidase during ripening was observed in the 8 days following
harvest and analysis of pulp firmness and loss of water were also
conducted. The percentage of water lost in the fruit was calculated
according to the loss of fresh mass and the percentage of the loss of
firmness was obtained with the aid of a penetrometer. The activities of the
enzymes cellulase and p-galactosidase were previously standardized for
the papaya tree and then measured for the obtainment of the relation
with the loss of water and the changes in the firmness of the pulp. The
results showed that the greatest loss in firmness in the fruit of the Golden
and Gran Golden cultivars occurred between the 3™ and the 4" days after
the harvest and that the fruit of the Gran Golden cultivar lose pulp
firmness faster than those of the Golden cultivar. These results confirm a
visual observation reported by papaya growers, and that is that the fruit
of the Gran Golden cultivar have a shorter post harvest period.
Observation showed that cellulase activity was greatest on the 5™ day
after harvest in the fruit of the Gran Golden cultivar and on the 6™ day
after harvest in the fruit of the Golden cultivar. The activity of B-
galactosidase increased in both cultivars until the 5™ day after harvest,
but in the Gran Golden cultivar the activity of this enzyme was higher in
the post harvest period. These results illustrate the role these enzymes
play in the decrease of firmness, evidencing the need for further study of
the factors that interfere in the activation of these enzymes in order to

allow the understanding of the physiology of the papaya.
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1. INTRODUGCAO GERAL

O conhecimento da fisiologia das plantas cultivadas e em particular, do
mamoeiro, € um fator de extrema importancia, pois possibilita interferir
no seu manejo visando melhoria na produtividade e no padrao de
gualidade dos frutos. Estas caracteristicas sdo dependentes, além dos
tratos culturais na lavoura, de fatores como luz, temperatura e

pluviosidade da regiao de cultivo.

Neste contexto, o estudo da eficiéncia quantica do fotossistema II fornece
subsidios para a interpretacdo das respostas do mamoeiro as modificagoes
edafoclimaticas e de manejo da cultura, além de ser uma ferramenta
capaz de apontar as diferencas intrinsecas entre cultivares de uma mesma

cultura.

O comportamento da planta as adversidades ambientais é determinante
para o crescimento do vegetal e para a sintese de compostos organicos

gue constituirao um fruto de melhor qualidade.

Quanto a qualidade, o mamao é avaliado pelas caracteristicas sensoriais,
como sabor, aroma e a firmeza do fruto depois de colhido. Dentre estes
fatores, a firmeza da polpa é considerada um atributo de qualidade por
estar relacionada a consisténcia do fruto para o consumo in natura, e por
interferir na predisposicdao as injurias mecanicas durante o manejo pds-
colheita. Tanto o mercado interno quanto o externo exigem frutos de

melhor aparéncia e mais firmes para a comercializacao.

Para o melhor entendimento dos mecanismos fisioldégicos apds a colheita
do mamao, tem-se estudado o comportamento das enzimas associadas ao
amadurecimento, dentre as quais aquelas envolvidas na degradacao da
parede celular. O desarranjo na estrutura da parede celular provocado
pela acdao destas enzimas pode levar a diminuicdao da firmeza do fruto

quando enzimas como a celulase, que atua na estrutura da celulose e
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hemicelulose, e a p-galactosidase, que degrada a pectina, atuam

sinergicamente.

Assim sendo, levando em consideracao que questdes fundamentais para o
entendimento do metabolismo pré e pds-colheita do mamoeiro ainda nédo

estdo por completo esclarecidas, o objetivo deste trabalho foi:

= Avaliar a cinética de emissao da fluorescéncia da clorofila a nas
cultivares Golden e Gran Golden em resposta as condicbes de

pluviosidade e temperatura.

= Avaliar a atividade da celulase e p-galactosidase durante o

amadurecimento dos frutos do mamoeiro.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Panorama atual do cultivo do mamoeiro

O cultivo do mamaédo é praticado em quase todo o territorio brasileiro,
concentrando-se nos Estados da Bahia, Espirito Santo e mais
recentemente no Rio Grande do Norte. O Brasil, depois da China e fndia, é
o terceiro maior produtor de frutas do mundo e atualmente ocupa a
posicao de maior produtor mundial de mamao com producao anual de 1,4
milhdes de toneladas em cerca de 30.000 ha, seguido pela Nigéria,
México, India e Indonésia (BOTEON, 2005).

O mamao é a principal fruta de exportacdo do Espirito Santo com um
volume exportado, em 2004, de quase 70% do volume nacional. O cultivo
de mamao emprega cerca de 40.000 pessoas no processo de producao e
comercializagdo, durante todo o ano, apresentando grande importancia
social (AMARO e CASER, 2003; SEAG, 2005).

As maiores empresas produtoras e exportadoras de mamao do Brasil
encontram-se na regido norte do Estado do Espirito Santo e exportam
tanto para os Estados Unidos quanto para Europa. Embora a Bahia figure
como um forte concorrente para o Espirito Santo, é importante ressaltar
as vantagens competitivas do Espirito Santo em relacdo aos pélos de
Petrolina (PE) e Juazeiro (BA), como a localizacdo geografica estratégica

em relagcdo aos mercados de Sao Paulo, Rio de Janeiro e Belo Horizonte.

Embora o mamao esteja entre as seis frutas mais exportadas pelo Brasil
(maca, banana, manga, uva, mamao e laranja), o volume exportado ainda
€ pouco significativo, correspondendo a 4,3% do total de frutas
exportadas, sendo que apenas 2% do que o Pais produz de mamao é para
exportacao (ANDRIGUETO e KOSOSKI, 2005).
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Na regido de Linhares, ao norte do Espirito Santo, dentre as variedades
cultivadas estdao a Golden e Gran Golden, cultivares de maior aceitagao no
mercado externo (BRAPEX, 2005).

Frente a importancia do mamoeiro para o Estado do Espirito Santo é
fundamental a geracdo de conhecimento nas diferentes areas visando a
adaptacdao de tecnologias para, sobretudo, obter melhor qualidade e

conservacao dos frutos e reduzir as perdas pds-colheita.

2.2 Caracteristicas edafoclimaticas da regidao de cultivo

O mamoeiro € uma planta que extrai quantidades relativamente altas de
nutrientes do solo e apresenta exigéncias continuas durante o primeiro
ano. A sua caracteristica de colheitas intermitentes a partir do inicio de
producdo mostra que a planta necessita de suprimentos de agua e
nutrientes em intervalos freqientes de modo a permitir o fluxo continuo
de producao de flores e frutos (COELHO e OLIVEIRA, 2003).

Por ser uma planta exigente em relagdo as condigdes de clima e solo, o
mamoeiro desenvolve-se melhor em locais de boa luminosidade, com
temperaturas entre 21 e 33°C, com niveis de precipitacdo acima de 1.200
mm anuais e nao tolera excesso de umidade no solo. Segundo Marin et al.
(1995), o solo areno-argiloso é o mais indicado para o plantio apesar
desse tipo de solo apresentar baixa capacidade de armazenamento de

agua.

O solo da regido produtora de mamao, no norte do Espirito Santo,
apresenta pequena capacidade de armazenamento de dgua de forma que
a ma-distribuicdo das chuvas obriga o uso da irrigacdo nas lavouras

comerciais do mamoeiro. O déficit hidrico ao qual as plantas estdo



17

expostas, em conjunto com a evapotranspiracao provocada pelo aumento

da temperatura exige o uso de sistemas de irrigagao.

2.3 Fisiologia da planta

2.3.1 Fotossintese

A fotossintese é o Unico processo bioldgico capaz de coletar a energia
fornecida pelo Sol para a utilizagdo em processos metabdlicos. Os
organismos fotossintéticos utilizam essa energia solar para sintetizar
compostos organicos. A energia armazenada nestes compostos pode ser
usada posteriormente nas reacgdes celulares das plantas, servindo também
como fonte de energia para todas as demais formas de vida (KERBAUY,
2004).

O mesofilo celular é o tecido de maior atividade fotossintética em plantas
superiores, pois contém os cloroplastos, organelas ricas em pigmentos
especializados na absorcdao de luz. No cloroplasto, o estroma contém as
enzimas que convertem o CO, em carboidratos, enquanto que, nos
tilacdides, estdo os pigmentos cloroplastidicos. Nos tilacdides, a energia
solar é utilizada para oxidar a molécula de agua e formar trifosfato de
adenosina (ATP) e nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH),
compostos ricos em energia, necessarios no estroma para converter CO,

em carboidratos.

Em certas partes dos cloroplastos, ha pilhas de tilacoides chamados grana
(singular granum). A regidao do granum onde um tilacéide entra em
contato com outro é chamada de regido de depressao ou vale, onde se
encontram os polipeptideos do fotossistema II (FSII). Nas lamelas,
localizam-se os polipeptideos do fotossistema I (FSI) e o complexo
ATPsintase-
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O fotossistema II (FSII) consiste de varios polipeptideos e contém o
centro de reagao Pggo que atua como doador primario de elétrons (Pego €
uma forma especial de clorofila @ que absorve a luz num comprimento de
onda de 680 nm) (LIU et al., 2004). O FSII possui um complexo antena
coletor de luz, LHCII (“Light Harvesting Complex”) e um complexo de
oxidacdo da molécula de agua, CEO (Complexo de Evolucao de Oxigénio).
A Figura 1 mostra um resumo das etapas envolvidas no transporte de

elétrons, conhecido como Esquema Z.

M2

Listren

Figura 1-Esquema geral das reagodes fotoquimicas exibindo os complexos do FSII,
citocromo bgr, FSI € ATPginase € @ transferéncia de elétrons (BUCHANAN
et al., 2000).
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2.3.2 Emissao da fluorescéncia da clorofila a

A relacdao inversa entre fluorescéncia e atividade fotossintética foi
primeiramente descrita por Kautsky (1941), que observaram que o tecido
fotossintético, apés um periodo de adaptacdo ao escuro, apresenta
modificagGes caracteristicas na intensidade da fluorescéncia da clorofila a
guando iluminado com luz continua. Essas mudancas chamadas de
inducao da fluorescéncia, ou, “efeito Kautsky” compreendem duas etapas:
uma rapida que ocorre a partir do primeiro segundo de emissao de luz e
outra lenta que ocorre a partir de um segundo até a estabilizagdo da
fluorescéncia com cerca de 3 minutos de duragdo, alcancando um estado

de equilibrio ou “steady state”.

Nos ultimos trinta anos diversos trabalhos apontaram que a emissdo de
fluorescéncia fornece informacdes sobre processos fotoquimicos do FSII
(STRASSER, 1978, 1981; STRASSER et al., 1992, LICHTENTHALER et al.,
1992; SRIVASTAVA et al., 1997, 1999). Sob condigdo de baixa irradiancia,
ao redor de 95% dos fétons absorvidos sdo usados na etapa fotoquimica,
4,5% sao transformados em calor e 0,5% sao re-emitidos como luz
fluorescente (BOLHAR-NORDENKAMPF e OQUIST, 1993). A fluorescéncia
é, portanto, a emissao de uma pequena porcao da energia absorvida e
ndo utilizada nas reacgdes fotoquimicas da fotossintese e funciona como
um mecanismo protetor contra estresse luminoso (GILMORE e BJORKMAN,
1994).

Existe uma extensa opcgao de sinais da fluorescéncia utilizada na
interpretacdo das variaveis do processo fotossintético (KRAUSE e WEIS,
1991; MAXWELL e JOHNSON, 2000; BAKER e ROSENQVIST, 2004). Os
sinais basicos de maior emprego sdo a fluorescéncia inicial (F,), a
fluorescéncia maxima (Fu), a fluorescéncia variavel (F, = Fu -F,), € a razdo
Fu/Fw.
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Em uma folha adaptada ao escuro, a exposicao imediata a luz induz ao
aumento na fluorescéncia a partir de um nivel minimo, chamado de
fluorescéncia inicial (F,), quando os centros de reacdes do FSII estdo no
estado “aberto”, isto &, quando a plastoquinona Qa, receptor primario de
elétrons, esta totalmente oxidada. De acordo com Bolhar-Nordenkampf e
Oquist (1993), Strasser et al. (1995), Baker e Rosenqvist (2004), quando
toda Qa estiver reduzida a Qa™ pelos elétrons transferidos a partir do Pggo, @
energia absorvida sera dissipada como fluorescéncia maxima (Fv) e os
centros de reacao do fotossistema estardao “fechados”. Para Georgieva e
Yordanov (1993) a fluorescéncia variavel (Fy) se origina da populagdo de
pigmentos do FSII e se mostra sensivel a taxa de transporte de elétrons
através dos centros de reacao e as mudancas na ultraestrutura da

membrana do tilacoide.

A razdo entre a fluorescéncia variavel e a fluorescéncia maxima (F,/Fu ou
opo) fornece uma estimativa da eficiéncia quantica maxima do mecanismo
fotoquimico do FSII e tem sido empregada na deteccao de perturbacdes
no aparelho fotossintético induzidas por estresse ambiental (KRAUSE e
WEIS, 1991; COSTA et al., 2002; GOLCALVES et al., 2005; STRAUSS et
al., 2005).

Trabalhos recentes tém evidenciado o comportamento fotossintético do
mamoeiro e, mais especificamente sua sensibilidade as condicdes de
estresse a que esta submetido. Campostrini et al. (2003) e Gomes et al.
(2003), observaram que os valores maximos de F,/Fq obtidos em plantas
de mamoeiro cultivadas na regidao norte do Estado do Espirito Santo, nao
ultrapassaram 0.75, valor abaixo do ideal para a maioria das espécies
vegetais (RIBEIRO et al., 2003). O efeito da baixa disponibilidade de agua
para o mamoeiro foi relatado por Castro (2004), quando as cultivares
Sunrise Solo e Golden apresentaram um decréscimo na razdo F,/Fw.
Chama a atencao também as diferengas intergenotipicas do mamoeiro
guando sob condicoes de estresse. Por exemplo, Fontes (2005), ao

investigar os efeitos do estresse hidrico, nas cultivares Sunrise Solo e
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Tainung, observou que a cultivar Tainung mostrou-se mais sensivel as
variacdes na temperatura da regido de cultivo, reduzindo sua eficiéncia
fotoguimica, enquanto que as plantas da cultivar Sunrise Solo mostraram-

se mais sensivel as variacdes na pluviosidade.

2.3.3 O teste OJIP

A interpretacdo dos sinais de fluorescéncia em estudos para a avaliacao
dos efeitos ambientais (temperatura, luminosidade, disponibilidade de
agua, etc.) sobre o funcionamento do aparelho fotossintético tem evoluido
bastante (SCHREIBER, 1983; GOVINDJEE, 1995; STRASSER, 1997;
STRAUSS, 2005).

Trabalhos realizados por Strasser (1978, 1981) permitiram a formulagao
de uma teoria baseada no fluxo de elétrons envolvido no aparelho
fotossintético. O autor propds que a fluorescéncia do FSII ocorre na
antena e no centro de reagdao separadamente (Figura 2). A energia (fluxo
de fotons) absorvida pelos pigmentos antena (ABS) pode ser dissipada, na
forma de calor ou emissao de fluorescéncia e outra parte pode ser
canalizada como um fluxo de captura (TR,) para o centro de reacao (RC).
Esta energia sera convertida em energia “redox” pela reducdo do aceptor
de elétrons Qa em Qa”, a qual é entdo reoxidada a Qa, criando, portanto
um transporte de elétrons (ET) que culmina, finalmente, na fixacao de
CO:s.
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- Fluxo de transporte de
elétrons

Figura 2 - Modelo de fluxo de energia no aparelho fotossintético, baseado na
teoria de fluxo de energia proposto por Strasser (1978, 1981).

A partir da teoria do fluxo de elétrons, Strasser e Strasser (1995),
propuseram um teste que traduz as modificagbes observadas nas etapas
da fluorescéncia, em mudancas quantitativas. Essas analises quantitativas
foram chamadas de teste OJIP e podem ser usadas para explicar o fluxo
de energia através do FSII em nivel de seccdo transversal (CS) ou area

foliar no FSII assim como em nivel do centro de reacao (RC).

As etapas do fluxo de energia através do FSII, em nivel de seccdo
transversal (CS), compreendem as razdoes ABS/CS (absorcao da energia),
TRo/CS (captura da energia), ET,/CS (transporte de energia) e DI,/CS

(dissipacao da energia).

Essas razbes exprimem mudancgas qualitativas em nivel de seccdo
transversal do FSII sendo que, ABS/CS mostra o numero de fdtons
absorvidos pelas moléculas antena dos centros de reacdo ativos e inativos
do FSII por seccao transversal amostrada. Pode ser representado pelo
valor de F, ou etapa O da curva OJIP, sendo a intensidade da
fluorescéncia aos 50 us. O parametro TR,/CS mostra a taxa maxima de
captura da energia de excitagao por seccao transversal de um centro de
reacao ativo, capaz de reduzir Qa (Qa = Qa’). O parametro ET,/CS indica a
reoxidacdo de Qa (Qa = Qa) via transporte de elétrons por seccdo

transversal de um centro de reacdo ativo e inativo. O parametro DI,/CS
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mede a dissipacao total de energia por seccao transversal do FSII que
contém centros de reacdo ativos e inativos. A dissipacdo ocorre na forma
de calor, fluorescéncia ou transferéncia de energia para outros sistemas.
O numero de centros de reacdo por seccao transversal amostrada no FSII

é representado por RC/CS.

Os parametros listados acima sdo inter-relacionados e definem a
probabilidade da captura de energia absorvida (TR/ABS) e do transporte
de energia capturada (ET/TR) no FSII. TR/ABS, também demonstrada
pela razao Fy/Fu, representa a probabilidade de que um foton absorvido
sera capturado pelo centro de reacao do FSII resultando na reducao de Qa
(Qa > Qa). E a razdo ET/TR representa a probabilidade de que um elétron

da Qa passara para a cadeia transportadora de elétrons.

Ao se plotar os dados acima listados obtidos da fluorescéncia numa escala
de tempo logaritmica obtém-se a curva OJIP, composta pelas etapas O-],
J-1 e I-P. Quando a folha adaptada ao escuro sofre iluminagao, ocorre um
aumento polifasico na cinética da fluorescéncia rapida. Através da curva
OJIP é possivel se quantificar o funcionamento do FSII. Uma tipica curva

OJIP é mostrada na Figura 3.
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Figura 3- Etapas subseqlientes a inducdo da fluorescéncia da clorofila a em
folhas adaptadas ao escuro que compdem a curva OJIP. Adaptado de
Sinsawat (1999).

A etapa J ocorre aos 2 ms apos a iluminacao e a etapa I ocorre aos 30 ms
entre o inicio O (que ocorre aos 50 us) também chamado de fluorescéncia
inicial, F, , e o nivel maximo P, chamado de fluorescéncia maxima, F, ou
Fm (STRASSER e GOVINDIJEE, 1992; LICHTENTHALER et al., 2005).

O teste OJIP tem sido usado para investigagdes do comportamento in vivo
do aparelho fotossintético, uma vez que a sensibilidade das curvas da
fluorescéncia rapida pode indicar estresse causado por mudancas
ambientais (STRASSER et al., 2000).

Muitos estudos tém usado somente a razdo obtida entre a fluorescéncia
variavel e a fluorescéncia maxima (F,/Fu) como parametro para avaliar
tolerancia ao estresse ambiental (BERTIN, 1996; FRACHEBOUN et al.,
1999). No entanto algumas evidéncias indicam que os parametros
quantitativos obtidos da anadlise do fluxo de energia devem ser
considerados, além da razao F,/Fy (HALDIMANN e STRASSER, 1997;
FORCE et al., 2003).
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Van Heerden et al. (2003, 2004), por exemplo, demonstraram que a
razao F,/Fv ndo foi um parametro sensivel para a selecdo de gendtipos de
soja tolerantes ao frio, uma vez que nao houve diferenca significativa na
razao F,/Fu. Porém o frio levou a diminuicdo da capacidade de transporte
de elétrons, indicado pela intensidade da fluorescéncia na etapa ] das
curvas da fluorescéncia rapida. Enquanto que Force et al., (2003),
demonstraram a vantagem de se usar o teste de OJIP para avaliar o
funcionamento do FSII ao invés de somente o parametro Fy/Fum, por ser
capaz de quantificar as etapas do fluxo de energia através do FSII tanto
em nivel de centro de reacao (RC) quanto em nivel de seccdo transversal
do FSII (CS).

2.4 Fisiologia do fruto

2.4.1 Amadurecimento

A formacdo de um fruto compreende varias etapas que levam ao
crescimento das células durante o desenvolvimento seguindo com sua
maturacao e posterior senescéncia em funcdo dos processos fisioldgicos
(WATADA et al., 1984).

O amadurecimento estd associado com modificagdes no metabolismo de
acucares, degradacao de clorofilas e acimulo de pigmentos e é uma fase
importante no desenvolvimento dos frutos, pois os tornam palataveis em
funcdo das alteracbes de firmeza, sabor, cor e compostos aromaticos
(CHITARRA e CHITARRA, 1990; BROWNLEADER et al., 1999).

Quanto ao padrdo respiratorio, os frutos podem ser divididos em
climatéricos e nao-climatéricos. Esta classificagdo é importante para
definir técnicas de colheita e armazenamento que podem prolongar o
tempo de armazenamento do fruto (ARCHBOLD e POMPER, 2003).
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Na Figura 4 observa-se o aumento caracteristico na respiracao de frutos
climatéricos. Sdo considerados frutos climatéricos aqueles em que o
amadurecimento é acompanhado por um aumento caracteristico da
atividade respiratéria concomitante com o aumento do hormoénio etileno
(ALEXANDER e GRIERSON, 2002). Esse aumento na atividade respiratéria
coincide com uma aceleracdo no processo de amadurecimento (TUCKER e
GRIERSON, 1987; ABELES et al., 1992; MOYA-LEON et al., 2004).
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Figura 4 - Padrdo respiratério climatérico exibindo o aumento na liberacdo de
CO;, com a liberacdo de etileno durante as fases de amadurecimento
de frutos de tomate. Adaptado de Srivastava, 2002.

Em frutos climatéricos, a regulacao da expressao génica relacionada ao
amadurecimento é diferente de frutos ndo-climatéricos (BRUMMELL e
HARPSTER, 2001). Tomate, maga, banana e mamao, sao exemplos de
frutos climatéricos que apresentam um aumento na taxa de sintese de
etileno, antes do aumento respiratorio (PAULL, 1983; BROWNLEADER et
al., 1999; JACOMINO et al., 2003).
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Os frutos classificados como ndo-climatéricos ndo apresentam o aumento
da atividade respiratéria durante o amadurecimento e os niveis de etileno
permanecem baixos. O amadurecimento sé ocorre se o fruto estiver
aderido a planta, diferentemente dos frutos climatéricos que possuem a
capacidade de amadurecer mesmo apods a colheita (WILLS et al., 1998;
GIOVANNONI, 2001).

Segundo Huber (1983), a liberacao de etileno leva a inducdo da expressao
génica de proteinas envolvidas em modificagdes no metabolismo de

carboidratos e da parede celular.

2.4.2 Constituicao da parede celular

A parede celular é uma estrutura extremamente dindmica, sendo
portanto, capaz de modificar-se em diferentes estadios do
desenvolvimento da planta (BRETT e WALDRON, 1996; CAMPBELL e
BRAAM, 1999). A interacdao entre os componentes da parede celular € um
importante fator que determina a integridade, elasticidade e propriedades
mecéanicas da estrutura da parede e é essencial aos processos fisioldgicos
e de desenvolvimento das plantas, com fungdes de suporte estrutural as
células; protecdo contra acdao de patdogenos e desidratacao;
armazenamento de mensageiros celulares, carboidratos e outros
compostos (COSGROVE, 1999; CARVALHO, 2001).

A parede celular é sintetizada em varias camadas que sao a lamela média,
a parede celular primaria e a parede celular secundaria. A lamela média é
a primeira camada formada e é depositada durante a divisao celular. A
parede celular primaria é a proxima camada a ser formada e é
continuamente depositada durante o crescimento em area da célula. A
ultima camada a ser sintetizada é a parede celular secundaria e é

depositada por células especializadas (vasculares, epidérmicas e de fibras
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lenhosas da madeira), composta principalmente de celulose e lignina que
conferem estabilidade mecéanica as células (GIBEAUT e CARPINA, 1994;
BRETT e WALDRON, 1996; REITER, 2002).

As células presentes na polpa dos frutos contém apenas a parede celular
primdria. Esta compreende duas fases basicas denominadas fase
microfibrilar e matriz. A fase microfibrilar é constituida de microfibrilas de
celulose e constitui o maior arranjo da parede celular e a matriz é
constituida de polissacarideos ndo celuldsicos, fendlicos e proteinas
(BROWNLEADER et al., 1999).

De acordo com Selvendran (1983), a parede celular primaria é constituida
de 30 a 60% de celulose, 15 a 45% de substancias pécticas, 15 a 25% de
hemiceluloses e 10 a 15% de proteinas. O conjunto de hemiceluloses,
substancias pécticas e proteinas formam uma matriz gelatinosa na qual as
microfibrilas de celulose estao inseridas. Para a organizagao da parede
celular, Keegstra et al., (1973) citado em Cosgrove (2000, 2001), prop0s
que os polimeros da matriz, consistindo de xiloglicanos, polissacarideos
pécticos, e proteinas estruturais, estao covalentemente ligados formando
uma grande rede macromolecular. Neste modelo, a celulose liga-se a

matriz via ligacdes de hidrogénio com os xiloglicanos (Figura 5).
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Microfibrila de celulose

Figura 5 - Modelo tridimensional da parede celular mostrando as interagdes
entre as microfibrilas de celulose, hemiceluloses (representadas pelos
xiloglucanos), pectinas e proteinas (Adaptado de Buchanan et al.,
2000).

A celulose consiste de uma cadeia linear de residuos de glicose unidos por
ligagdes glicosidicas do tipo B-1,4 (Figura 6). As cadeias de celulose se
interligam por ligagdes covalentes formando as microfibrilas (BARTLEY e
KNEE, 1982).
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Figura 6 — Celulose. (a) ligacao glicosidica do tipo B-1,4 na estrutura quimica da
celulose. (b) organizacao da celulose em microfibrilas compostas de
cadeias de glicose (Adaptado de Buchanan et al., 2000).
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A hemicelulose faz parte da matriz e é constituida de glicanos com trés
residuos consecutivos de xilose a-1,6, tendo como principal constituinte os
xiloglicanos. A hemicelulose se liga as microfibrilas de celulose e ao
material péctico formando uma estrutura em gel (JARVIS, 1984; DELMER
e AMOR, 1995; REITER, 2002).

Pectina € um termo genérico designado para um grupo de polissacarideos
de estrutura coloidal localizados na parede celular primaria e na lamela
média de plantas superiores (ROLIN et al., 1998; KASHYAP et al, 2001;
STRASSER et al., 2001). A pectina forma uma estrutura de protecao da
integridade da célula e, assim como os polimeros celulose e hemicelulose,
€ responsavel pelas propriedades estruturais da polpa dos frutos
(OECHSLIN et al., 2003).

As pectinas apresentam uma cadeia principal composta de residuos de
acido D-galacturénico unidos por ligacdes glicosidicas o-1,4 (KASHIAP,
2001), podendo apresentar em sua estrutura ramificacdes de residuos de

ramnose, arabinose, galactose e Xxilose.

Os grupos carboxilicos do acido poligalacturdnico ligam-se ao ion calcio,
formando a protopectina, predominante nos tecidos imaturos. Com o
amadurecimento do fruto, hd a solubilizacdo das protopectinas da lamela
média e liberacdao do calcio levando ao enfraquecimento das ligacdes dos
polissacarideos da parede pelo deslocamento dos ions de calcio das zonas
de juncdo (SOLE e BOTTGER, 1981; KONNO et al., 2002) (Figura 7).
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Figura 7 - Representacdo esquematica da estrutura quimica do Aacido
poligalacturdnico esterificado com calcio, exibindo os radicais metil
(-CH,) e as ligacdes ibnicas de carboxilatos nao-esterificados (R-
COO"). Adaptado de Buchanan et al., 2000.

A coesao dos componentes da parede celular € um importante fator que
determina a firmeza do fruto. Eventos como o amolecimento do fruto
durante o periodo de amadurecimento é resultante da reducao na adesao
célula a célula, causada pela dissolucdo da lamela média rica em pectina e
a desestruturacao da parede celular primaria (CROOKES e GRIERSON,
1983). O amadurecimento geralmente é acompanhado por reducao no
turgor celular, devido ao aumento das concentragdes dos solutos entre os
espacos intercelulares e a desorganizacdo da parede celular (SACKEL et
al., 1991).
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2.4.3 Enzimas de degradacao da parede celular envolvidas no
amolecimento de frutos

O amolecimento de frutos durante o amadurecimento é principalmente
atribuido a atividade de enzimas que degradam os polissacarideos da
parede celular. Rose e Bennett (1999), acreditam que a perda de turgor
contribui para o amadurecimento de frutos e que modificagOes catalisadas
por enzimas sobre a estrutura e composicdao da parede celular sao
consideradas o maior fator do amolecimento de frutos. Lajolo e
Cordenunsi (2002), sugerem que os carboidratos sao liberados durante o
amadurecimento de mamao resultante da degradacao da parede celular
nesse periodo. O hormoénio etileno é o ativador destas enzimas
responsaveis pelas modificacgdes na parede celular durante o
amadurecimento (HUBER, 1983; WAKABAYASHI, 2000).

Segundo Karakurt e Huber (2002), a aplicacao de etileno em frutos
climatéricos induz ao acumulo de hidrolases da parede celular. Em frutos
de abacate, a atividade da celulase (TUCKER e LATIES, 1984) e da
poligalacturonase em  tomate (BIGGS et al., 1986) sao
transcripcionalmente reguladas pelo etileno. Em banana, as hidrolases
pectina metil esterase, poligalacturonase, celulase e pectato liase sao
grandemente dependentes da producao e percepcao do etileno nos tecidos
do fruto durante o amadurecimento (LOHANI et al., 2004).

Entre as enzimas que degradam a parede celular, pode-se mencionar as
enzimas pectinoliticas, incluindo aquelas que catalisam a quebra hidrolitica
do acido poligalacturénico (endo ou exo-poligalacturonase) e polimeros de
galactose (o ou B-galactosidase). Outra enzima importante nesse processo
é a pectinametilesterase (PME) que remove os grupamentos metila dos
residuos do acido poligalacturénico esterificados. Atuam ainda degradando
a parede celular, enzimas que agem nas hemiceluloses (como
xiloglucanases e xilogucano endotransglicosilases) e aquelas que atuam

nos polimeros de celulose, conhecidas como celulases (HAGERMAN e
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AUSTINN, 1986; KETSA e DAENGKANIT, 1999; MANRIQUE e LAJOLO,
2004).

As galactosidases (E.C. 3.2.1.23) sao enzimas glicosidicas que catalisam a
quebra dos compostos contendo O-galactosil e constituem um grupo de
glicosidases que catalisam a clivagem hidrolitica de residuos terminais de
D-galactose em ligagcao a ou B, sendo consideradas a-galactosidases e B-
galactosidases. A B-galactosidase hidrolisa os polimeros da parede com
ligagdes B-1,4 em galactanos e arabinogalactanos (BALASUBRAMANIAM et
al., 2005). Koh e Melton (1994), relataram um aumento no conteudo de
carboidratos sollveis durante o amadurecimento de frutos, resultante da
despolimerizacao de pectinas e encontraram que o principal componente

dos acucares neutros foi galactose.

As B-galactosidases associadas ao amadurecimento tém sido purificadas e
parcialmente caracterizadas a partir de frutos como o tomate (CAREY et
al., 1995), maca (ROSS, et al., 1994), abacate (de VEAU et al., 1993) e
mamado (ALI et al., 1998). Esta enzima ocorre em multiplas formas e é
codificada por muitos genes (SOH, 2002). Em carambola, a B-
galactosidase também esta relacionada a degradagdo de hemiceluloses e
pectina (CHIN et al., 1999). LAZAN et al. (2004), relataram que, em
mamao, as enzimas de degradacdo de parede celular sdo glicoproteinas
com atividade significativa de p-galactanase, entre elas estd a B-

galactosidase.

As celulases também conhecidas como endo 1,4- B-D glicanases (EGase,
EC 3.2.1.4) (FISCHER e BENNETT, 1991; SEXTON e PALMER, 1997)
também contribuem para a perda da firmeza da polpa do fruto. As
ligagdes pB-(1,4)-D-glicosil que ocorrem nas microfibrilas de celulose
podem ser clivadas pelas celulases, resultando na liberagao de

oligossacarideos, celobiose e glicose.

O aumento da atividade da celulase foi inicialmente observado em manga
(ABU-SARRA e ABU-GOUKH, 1992) e abacate (PESIS et al., 1978). El-
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Zoghbi (1994), apds avaliar a atividade desta enzima durante o
amadurecimento destes frutos, concomitantemente com o declinio do

conteudo da celulose, sugeriu sua participacdo no amolecimento de frutos.

Em manga, a atividade da celulase (EC 3.2.1.4) e da pB-galactosidase (EC
3.2.1.23) aumenta com o amadurecimento, contribuindo na modificagao
da celulose. Esse aumento é associado ao aumento da solubilidade e

despolimerizacao das pectinas da parede celular (ALI et al., 1998).

Prabha e Bhagyalakshmi (1997) registraram um aumento na atividade de
varias hidrolases de carboidratos, como poligalacturonase, pectina metil
esterase, pB-galactosidase e celulase no estdgio climatérico de
amadurecimento de banana, acompanhada da perda da integridade da
parede celular, diminuicdo da parede celular e aumento dos espacos
intercelulares. Estudos das alteracbes na atividade das enzimas de
degradacdo da parede celular em alguns cultivares de manga também
tém sido relatados (ABU-SARRA e ABU-GOUKH, 1992).

Constata-se que dentre os inumeros estudos relatados acima, a
participacao da celulase e da B-galactosidase no amolecimento do fruto de
mamao merece atencao dos pesquisadores uma vez que o papel destas
enzimas durante o processo de amadurecimento ainda ndo estd

completamente esclarecido.
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3. CAPITULO 1

ANALISES DA FLUORESCENCIA DA CLOROFILA a EM DUAS
CULTIVARES DE MAMOEIRO: GOLDEN E GRAN GOLDEN

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento da fluorescéncia da
clorofila a em folhas de mamoeiro (Carica papaya L.), cultivares Golden e
Gran Golden, levando-se em consideragao as condigoes de pluviosidade e
temperatura da regiao de cultivo. As medidas de teores de clorofila foram
realizadas com o medidor portatil de clorofilas, SPAD-502, e dados para o
estudo da fluorescéncia rapida da clorofila foram obtidos com o auxilio de
um fluorometro portatil, Handy PEA (Hansatech Instruments Ltd., King’s
Lynn, Norfolk, UK). As folhas do mamoeiro foram mantidas no escuro por
trinta minutos para em seguida se emitir um fluxo de fétons na
intensidade de 680 umol m™? s™!. A curva polifasica da fluorescéncia da
clorofila @ para ambas as cultivares de mamao no periodo estudado
demonstra que nao houve diferenca significativa entre as fases O, J, I e P.
No entanto, foram observadas diferencas no fluxo de energia por seccao
transversal do FSII. Os parametros analisados do fluxo de energia
mostraram que a cultivar Golden apresentou uma maior taxa de absorgao
(ABS/CS), captura de energia (TR,/CS) e transporte de energia (ET,/CS).
Estes resultados sugerem que a cultivar Golden mostrou-se mais eficiente
do que a cultivar Gran Golden na utilizagdao da energia luminosa no
periodo em que houve maior precipitacdo. No entanto, esta cultivar
também apresentou maior taxa de dissipacao de energia (DI,/CS), o que
possivelmente refletiu num aumento da fluorescéncia inicial (F,),
considerada um indicativo de estresse em plantas. Como conseqliéncia,

houve uma diminuicdo da eficiéncia quantica do FSII nesse periodo. A
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cultivar Gran Golden apresentou um aumento na captura (TR,/CS) e
transporte de energia (ET,/CS) quando houve diminuigao das chuvas. O
aumento em TR,/CS e ET,/CS pode ter contribuido para que esta cultivar
apresentasse maior eficiéncia quantica do FSII no periodo de menor
precipitagao. De acordo com os resultados obtidos pode-se inferir que as
variacOes de precipitacao influenciam a eficiéncia da utilizagdo da energia

luminosa absorvida pelas clorofilas em plantas do mamoeiro.
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CHAPTER 1

ANALYSIS OF THE CHLOROPHYLL a FLUORESCENCE IN TWO
PAPAYA CULTIVARS: GOLDEN AND GRAN GOLDEN

ABSTRACT

The goal of this study was to evaluate the behavior of the chlorophyll a
fluorescence in leaves of the papaya tree (Carica papaya L.), cultivars
Golden and Gran Golden, taking into account the amount of rain and the
temperature of the area where they were cultivated. The levels of
chlorophyll were taken with a portable chlorophyll measuring device,
SPAD 502, and data for the study of fast fluorescence of chlorophyll was
gathered with the aid of a portable fluorometer, Handy PEA (Hansatech
Instruments Ltd., King’s Lynn, Norfolk, UK). The leaves of the papaya tree
were kept in the dark for thirty minutes and then were hit by a flow of
photons at an intensity of 680 umol m™ s!. The polyphasic curve of the
chlorophyll a fluorescence for both cultivars of papaya during the time
frame of the study demonstrates that there was not a significant
difference among phases O, J, I and P. However, differences in the
parameters of the energy flow by cross-section of the photosystem II
were observed. The parameters of the energy flow showed that the
Golden cultivar had higher rates of absorption (ABS/CS), capture of
energy (TR,/CS) and transport of energy (ET.,/CS). These results suggest
that the Golden cultivar showed more efficiency than the Gran Golden
cultivar when utilizing luminous energy in the period with the highest level
of precipitation. However, this cultivar also showed a higher rate of
dissipation of energy (DI,/CS) reflected in an increase of initial
fluorescence (F,), considered an indication of stress in plants, and the

lessening of the quantum efficiency of the photosystem II observed in this
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period. The Gran Golden cultivar showed an increase in the capture
(TRo/CS) and the transport of energy (ET.,/CS). This increase may have
contributed to this cultivar presenting greater quantum efficiency of the
photosystem II in the period of lowest precipitation levels. In accordance
with the results achieved by this study it can be observed that the
variations of precipitation occurred in the area of cultivation of the papaya
trees influenced the efficiency of utilization of the energy absorbed by the

chlorophylls.
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3.1 INTRODUCAO

A plasticidade do vegetal a radiacdo solar depende do ajuste de seu
aparelho fotossintético, permitindo que a energia solar seja convertida
eficientemente em carboidratos e conseqlentemente promovendo um
maior crescimento (VILLELA e RAVETTA, 2000). Quando o fotossistema II
(FSII) é danificado por algum tipo de estresse, as caracteristicas da
fluorescéncia sao alteradas, motivo pelo qual a fluorescéncia da clorofila a
tem sido utilizada como uma medida do estado fisiolégico de tecidos
verdes (DeELL e TOIVONEN, 2000).

A sensibilidade da fluorescéncia da clorofila a as perturbagdes no
metabolismo e a facilidade e rapidez com que as medidas sao realizadas,
torna-a uma excelente ferramenta na identificagdo de perturbacoes
metabdlicas nas plantas (BARBAGALLO et al., 2003).

Os sinais basicos emitidos pela fluorescéncia sao F,, Fm, Fy € @ razao entre
a fluorescéncia variavel e a fluorescéncia maxima (F,/Fm) que fornece uma
estimativa da eficiéncia quantica na fase fotoquimica da fotossintese
(KRAUSE e WEIS, 1991; COSTA et al., 2002; GOLCALVES et al., 2005).

Para se complementar o estudo do funcionamento do FSII pode-se aplicar
o teste OJIP demonstrado por Strasser e Strasser (1995) que determina
quantitativamente o fluxo de energia por secgao transversal do FSII. Force
et al. (2003), demonstraram a vantagem de usar o teste OJIP para avaliar

o funcionamento do FSII e ndo somente o parametro F,/Fy.

A cultura do mamoeiro esta inserida em regides tropicais, onde se verifica
alta intensidade Iluminosa, com temperatura elevada e variacdes na
pluviosidade praticamente durante todo o ano. Esses fatores sao
considerados estressantes a cultura, de forma que o mamoeiro necessita

de mecanismos fisioldgicos de resposta a estas adversidades ambientais.
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O objetivo deste trabalho foi avaliar a cinética da emissao da fluorescéncia
da clorofila a em duas cultivares de mamoeiro levando-se em
consideracao as condicoes de pluviosidade e temperatura da regido de

cultivo.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Material vegetal e condicao de cultivo

O material vegetal utilizado neste estudo foram plantas de mamoeiro
(Carica papaya L.), cultivares Golden e Gran Golden, em periodo
reprodutivo ha aproximadamente 6 meses, localizadas em um plantio
comercial na Cidade de Jacupemba, Municipio de Aracruz, regido norte do
Estado do Espirito Santo, a 105 Km de Vitodria, Latitude 19° 24"(S) e
Longitude 400 04"(W).

Os valores médios mensais da temperatura e pluviosidade (Figura 8)
ocorridas na regidao, durante o periodo de estudo, foram obtidos da
estacdo meteoroldgica do Instituto Nacional de Metereologia (INMET)
situada no Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensao
Rural (Incaper), Latitude 19° 41” (S) e Longitude 40° 07" (W).

A regido norte do Estado do Espirito Santo caracteriza-se por possuir uma
estacao seca (inverno) e uma estagcao chuvosa (verao). A coleta dos
dados ocorreu no periodo de inverno na regido. Foram utilizados para a
discussao deste trabalho os resultados obtidos nos meses de junho e
agosto de 2005. A pluviosidade do més de junho foi considerada atipica
para a regidao, quando a precipitacao ocorrida foi acima da esperada. O
més de agosto foi o més subseqliente a reducao de aproximadamente

60% na disponibilidade de agua.
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Figura 8 - Precipitacdo ocorrida (P,) e temperatura maxima (T max) e minima (T
min) na regido de Jacupemba, ES, no periodo de abril a agosto de
2005.

3.2.2 Avaliacao do teor de clorofila total

O teor de clorofilas das folhas do mamoeiro, cv. Golden e Gran Golden, foi
obtido com o medidor portatil de clorofilas, SPAD-502 (Minolta, Japan).
Foram utilizadas 10 medidas em cada uma das 10 folhas amostradas, nas

guais foram tomadas as medidas de fluorescéncia da clorofila a.
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3.2.3 Avaliagao da fluorescéncia da clorofila a

Trinta minutos apds o periodo de escuro, as medidas de fluorescéncia da
clorofila @ foram tomadas no ramo central da folha completamente
expandida, localizada abaixo da primeira insercao floral. A fluorescéncia
transitoria da clorofila a foi obtida com um fluorémetro portatil (Handy
PEA, Hansatech Instruments Ltd., King’s Lynn, Norfolk, UK) no periodo da
manha, entre as 8:00 e as 10:00 horas. A area foliar de 5 mm de
didmetro recebeu um flash de luz na intensidade de 680 umol de fétons
m™ s!. As caracteristicas utilizadas da fluorescéncia foram: fluorescéncia
inicial (F,); fluorescéncia maxima (Fwv); fluorescéncia variavel, (Fy = Fu-Fo)

e eficiéncia quantica do fotossistema II (razdo Fy/Fn).

3.2.4 O Teste OJIP

Os aspectos transitorios da fluorescéncia refletem a cinética e a
heterogeneidade envolvidos na sensibilidade do poo/ de PQ aos elétrons g,
portanto, foram usados como uma ferramenta para o estudo in vivo da

eficiéncia fotoquimica do FSII.

O teste OJIP foi empregado para analisar o fluxo de energia pelo
fotossistema II. O centro de reacdo do FSII é regulado pelos estagios
denominados absorcao da energia luminosa (ABS), captura da energia de
excitagcao (TR,), conversao da energia de excitacao para o transporte do
elétron (ET,) e dissipacao de energia (DI,). Neste trabalho observou-se o
fluxo de energia por seccdo transversal pré-excitada (CS) por meio das
razdes: ABS/CS (absorcao), TR./CS (captura), ET,/CS (transporte de

elétrons) e DI,/CS (dissipacao de energia).

Os parametros acima listados sdo inter-relacionados e definem as etapas
do teste OJIP, sugeridos por Strasser et al. (1995), onde O é definido

como a eficiéncia da fluorescéncia inicial; O a J a reducao de Qa em Qa
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(fase fotoquimica dependente da intensidade luminosa) e, J a I e P,

reducao do pool de plastoquinona (fase nao-fotoquimica).

3.2.5 Analise estatistica

Foram utilizadas 10 plantas de cada cultivar escolhidas aleatoriamente na
area de producdao comercial para a obtencdo dos dados de teores de
clorofila e de fluorescéncia da clorofila. O delineamento estatistico
empregado foi inteiramente casualizado. Os dados foram submetidos a
andlise de variancia e quando os valores de F foram significativos, as
comparacoes entre as médias foram realizadas pelo teste de Tukey a 5%

de probabilidade de acordo com Pimentel-Gomes (1990).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao se avaliar os teores de clorofila total no mamoeiro durante o periodo
de inverno na regidao de cultivo (Figura 9), observa-se que houve
diferenca significativa entre as cultivares no més de maior pluviosidade
(junho). A cultivar Golden apresentou maior teor de clorofilas (37,6) do

que a cultivar Gran Golden (34,0).
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Figura 9 — Teores de clorofila obtidos em folhas de mamoeiro (Carica papaya L.),
cultivares Golden e Gran Golden, nos meses de maior (junho) e
menor (agosto) precipitacdo. Colunas seguidas por letras diferentes em
cada més, diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade (n=10). ns, indica diferenga ndo significativa entre as médias.

As clorofilas possuem como principal funcao a captacdao da energia
luminosa. Uma parte consideravel da radiacdo absorvida pelos pigmentos
fotossintéticos é re-emitida como fluorescéncia o que significa dizer que o
conteudo de clorofilas do vegetal pode interferir na eficiéncia quantica do
fotossistema II, expressa pela razao Fy/Fw (BEHERA e CHOUDHURY,
2002).

Os resultados da razao Fy/Fu, no mamoeiro cv. Golden e Gran Golden,
durante o periodo analisado, sao mostrados na Figura 10. Embora nao
tenha havido diferengas significativas para as razdes Fy/Fm em relagao aos
periodos estudados (dados ndo mostrados), em média a cultivar Gran

Golden apresentou valor de Fy/Fu superior a cultivar Golden.
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Figura 10 - Eficiéncia fotoquimica do fotossistema II (razao Fy/Fv) em folhas de
mamoeiro (Carica papaya L.) das cultivares Golden e Gran Golden nos
periodos estudados na regido de cultivo. Colunas seguidas por letras
diferentes, diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade (n= 10).

Observa-se que a cultivar Gran Golden apresentou a eficiéncia fotoquimica
do FSII (Fy/Fu=0,70) estatisticamente superior aquela encontrada na
cultivar Golden (Fy/Fv=0,59). Quando comparados com os valores
relatados por Bolhar-Nordenkampf et al. (1993), que sugerem valores da
razao Fy/Fv entre 0,75 e 0,85 para demonstrar uma eficiente conversao
da energia luminosa no FSII, observa-se que os resultados encontrados

estao bem abaixo do esperado.

Resultados semelhantes, com baixa eficiéncia quéntica do FSII em
mamoeiro, também foram encontrados por outros pesquisadores.
Campostrini et al. (2003) e Gomes et al. (2003), observaram que plantas
de mamoeiro das cultivares Tainung e Sunrise Solo, cultivadas no Espirito

Santo nao apresentaram valores de Fy/Fu acima de 0,75. Fontes (2005),
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também observou que as cultivares Tainung e Sunrise Solo apresentam
baixos valores de Fy/Fv (aproximadamente 0,60) no periodo de inverno na
regiao norte do Estado do Espirito Santo. Esse autor demonstrou o efeito
da baixa disponibilidade hidrica no rendimento quantico do FSII,

independente do teor de clorofilas nas folhas.

As cultivares Tainung e Sunrise Solo apresentam folhas mais esverdeadas
do que as cultivares Golden e Gran Golden, porém sua eficiéncia quantica
nao ultrapassou 0,75 nos diversos trabalhos realizados até aqui. Varios
autores relatam que esse resultado pode variar de acordo com a idade da
folha em que é feita a medida da fluorescéncia da clorofila a, de forma
que folhas no estagio de senescéncia apresentam baixo conteldo de
clorofilas e baixo rendimento quantico do FSII (CAMPOSTRINI et al.,
2003; GOMES et al., 2003; FONTES, 2005).

Castro et al. (2005), ao relacionar os teores de clorofilas nas folhas das
cultivares Golden e Sunrise Solo, com a eficiéncia quantica do
fotossistema II (Fy/Fum), observaram que na cultivar Golden os valores da
razao Fy/Fq permaneceram elevados (entre 0,75 e 0,85) quando os
valores de clorofilas totais era de 35,71. No presente trabalho observa-se
que o teor de clorofilas encontrado para as cultivares Golden e Gran
Golden foi semelhante ao relatado por esses autores, porém os valores de
eficiéncia quantica do fotossistema II foram menores, aproximadamente
0,64.

Segundo Srivastava et al. (1999), a baixa razao Fy/Fvindica que a energia
luminosa nao foi suficientemente convertida nos centros de reacao do
fotossistema II. Entretanto, desde sua descoberta em 1931, a cinética da
fluorescéncia da clorofila a vem sendo usada e outras propriedades sao
continuamente detectadas. Novas instrumentagdes tornam possivel seguir
as rapidas mudangas no caminho de transferéncia dos elétrons desde o
centro de evolugdo do O, até Qa, entdo até Qg e, por ultimo, até o “pool”

de plastoquinonas. Segundo Strasser et al. (2000), essas transferéncias
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de elétrons sdo muito sensiveis a diferentes fatores do ambiente
causadores de estresse. Considerando-se que o metabolismo é altamente
dependente das transferéncias da energia, a fluorescéncia da clorofila a do
FSII pode ser considerada como uma poderosa ferramenta para a

detecgao de estresse na planta.

Os parametros avaliados neste trabalho foram em nivel de seccgao
transversal (CS) do FS II. Estes parametros compreendem a absorcao de
fotons (ABS/CS), a captura de elétrons (TR,/CS), o transporte de elétrons
(ET/CS) e a dissipacdo da energia de excitacdo (DI,/CS) além da razao
RC/CS que indica a quantidade de centros de reacao por secgao
transversal do FSII (STRASSER e STRASSER, 1995).

Na Figura 11 observa-se que as maiores taxas de captura de elétrons
(TRo,/CS) e de numero de centros de reacao (RC/CS) foram observados na
cultivar Golden enquanto que em Gran Golden esse numero foi

estatisticamente menor.

Segundo Strasser et al. (2000), a razao RC/CS mostra a quantidade de
centros de reacdo ativos e conseqiientemente haverd maiores taxas de
captura de energia. A inativacdo de centros de reagao do FSII
compromete sua estrutura e consegientemente sua funcao causando
alteracdes na eficiéncia fotoquimica do FSII (Fy/Fm). Os resultados obtidos
aqui (Figura 10 e 11) discordam dessa relagao. A cultivar Gran Golden nao
diminuiu a eficiéncia fotoquimica com a diminuicdo do niumero de centros
de reacgao. Possivelmente a quantidade de centros de reacao ativos foi

elevada em relagao aos inativos.

De acordo com Baker (1991), a fotoinibicao acontece, provavelmente,
quando ocorrem danos no centro de reagao. O estresse pode causar um
dano funcional no transporte de elétrons e um dano estrutural por
danificar a proteina D1 do centro de reacdao (TAKAHASHI et al., 2002).



49

1000 ; (A)

800 -

a

600 -

400 -

200 -

Captura de energia (TRo/CS)

Golden Gran Golden

1200 - (B)

1000 -

800 -

600 -

400 -

200 -

Numero de centros de reacdo (RC/CS)

Golden Gran Golden

Figura 11 - Captura de energia de excitacdo (A) e nimero de centros de reacgao
por seccao transversal do FSII (B) em mamoeiro, cultivares Golden e
Gran Golden. Colunas seguidas por letras diferentes, diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (n= 10).
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A Figura 12 mostra a dissipagao de energia absorvida pelo fotossistema II
em ambas as cultivares. A cultivar Gran Golden apresentou uma maior
dissipacao da energia absorvida (DI,/CS) possivelmente em decorréncia

da menor taxa de captura de energia (TR,/CS) demonstrada na Figura 11.
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Figura 12 - Dissipacdo da energia absorvida por seccdo transversal do FSII
(DI,/CS) em mamoeiro, cultivares Golden e Gran Golden. Colunas

seguidas por letras diferentes, diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade (n= 10).

Este fato foi também observado por Force et al. (2003). Ao trabalharem
com duas espécies de plantas ornamentais, os autores observaram que
TR,/CS em Monstera foi inferior ao encontrado em Philodendron e
sugerem que esse fator poderia interferir na dissipacao da energia
absorvida. Anteriomente, Appenroth et al. (2001), ja haviam relatado que
o decréscimo no transporte de elétrons (TR,/CS) é um indicador de

estresse na alga Spirodela.

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que a cv. Golden utiliza
mais eficientemente a energia absorvida (Figura 11 e 12). A diminuigao na

captura de elétrons e o aumento na dissipagao de energia pela cv. Gran
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Golden pode ser um mecanismo de regulacdao da atividade fotossintética

em resposta ao estresse.

A cultura do mamoeiro no Norte do Estado do Espirito Santo esta
submetida a alta intensidade Iuminosa, com temperatura elevada e
variagdes na pluviosidade praticamente durante todo o ano. Diversos
pesquisadores tém estudado as respostas do mamoeiro as variagoes
edafoclimaticas a que estdao submetidas as diferentes cultivares nesta
regiao (ALMEIDA, et al., 2003; FONTES, 2005).

Durante o més de junho ocorreu a maior precipitacdo do periodo de
inverno seguida de um declinio de aproximadamente 63% no més de
julho. A temperatura teve uma queda constante até o més de julho,
porém, a amplitude entre a temperatura maxima e a minima nao

apresentou grandes variagoes (Figura 8).

Uma vez que a disponibilidade de agua é apontada como um fator de
estresse na cultura, a analise do fluxo de energia durante a emissao da
fluorescéncia da clorofila a poderia dar subsidios para o estudo do

comportamento fisioldgico da cultura do mamoeiro.

Avaliando-se a absorgdo e o transporte de elétrons em ambas as
cultivares ao longo do periodo estudado (Figura 13), pode-se observar
que a cultivar Golden apresentou uma elevada taxa de absorcao de
energia no periodo de maior precipitacdo, seguida de um aumento na taxa
de transporte de elétrons. A cv. Gran Golden ndo apresentou diferenca
significativa nos valores de ABS/CS, mas apresentou um aumento em

ETo/CS com a diminuicao na precipitagao.

Na Figura 14 observa-se que a cv. Gran Golden apresentou um aumento
no numero de centros de reagdo e um aumento na taxa de captura de
energia, enquanto que, para a cv. Golden mesmo nao havendo diferencga
significativa no nimero de centros de reagao, houve uma maior taxa de

captura de energia durante o periodo de alta precipitagao.
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Figura 13 - Absorcdo de energia (A) e transporte de elétrons (B) por seccao
transversal do FSII em mamoeiro, cultivares Golden e Gran Golden
nos periodos estudados na regido de cultivo. Letras diferentes indicam
diferencga significativa para a cultivar entre os meses de acordo com o teste
de Tukey a 5% de probabilidade (n= 10). ns, indica diferenca nao
significativa entre as médias.
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Figura 14 - Captura de energia (A) e numero de centros de reacao (B) por
seccao transversal do FSII do mamoeiro, cultivares Golden e Gran
Golden. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os meses
estudados no periodo de inverno, de acordo com o teste de Tukey a 5% de
probabilidade (n=10). ns, indica diferenga ndo significativa entre as médias.
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O fato da cultivar Gran Golden ter mostrado uma recuperagao tanto no
nimero de centros de reacdo quanto na taxa de captura de energia no
més de agosto (menor precipitacdo), indica tolerancia a baixa

disponibilidade de agua.

Nao se observou diferenga significativa na dissipacao de energia luminosa
(Figura 15) para a cv. Gran Golden enquanto que na cv. Golden houve
uma queda significativa na quantidade de energia dissipada no periodo de

menor indice de precipitagao.
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Figura 15 - Dissipacdo de energia por seccao transversal do FSII do mamoeiro,
cultivares Golden e Gran Golden. Letras diferentes indicam diferenga
significativa entre os meses do periodo de inverno de acordo com o teste de
Tukey em 5% de probabilidade. (n=10)
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De acordo com os resultados mostrados, pode-se sugerir que no periodo
de maior precipitacdo (més de junho), a cultivar Golden foi mais eficiente
na utilizacdo da energia luminosa. Fato evidenciado pelos valores
superiores de absorcao da energia (ABS/CS), taxa de transporte de

energia (ET,/CS) e captura da energia pelos centros de reagao (TR,/CS).

A cultivar Gran Golden respondeu melhor a menor disponibilidade de agua
(més de agosto) ndo reduzindo os valores de transporte de elétrons
(ETo/CS) e captura de energia (TRo,/CS), tendo aumentado o nimero de
centros de reacdo, apresentando uma maior eficiéncia quantica no periodo

SE€CO.

A figura 16 evidencia a variagao inicial da fluorescéncia em ambas as
cultivares no periodo avaliado. Observa-se que a cv. Golden apresentou a
fluorescéncia inicial muito alta no més de junho. O aumento em F, pode
indicar que as plantas estavam sob estresse (XU et al., 1993). E
amplamente aceito que o aumento na fluorescéncia da clorofila @ ocorre a
partir do nivel inicial, F, até o nivel maximo, Fy ou Fp (NERBAUER e
SCHREIBER, 1987; STRASSER et al., 1995; FORCE et al., 2003; BUKHOV
et al., 2004).
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Figura 16 - Fluorescéncia inicial (F,) obtida nas cultivares Golden (G) e Gran
Golden (GG) no periodo de inverno. Letras diferentes indicam
diferenca significativa entre as cultivares de acordo com o teste de
Tukey em 5% de probabilidade (n=10). *, indica diferenca nao
significativa entre as médias.
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As variagdoes observadas no momento em que todo o centro de reagao se
encontrava “aberto” é refletido no formato das curvas da fluorescéncia
polifasica. Esta curva pode ser modificada de acordo com a intensidade
luminosa (SRIVASTAVA e STRASSER, 1996; KRUGER et al.,, 1997),
temperatura ou défice hidrico (SRIVASTAVA et al., 1997; STRASSER,
1997). Por exemplo, Strauss et al. (2005), avaliaram a tolerancia ao frio
em diferentes genodtipos de soja e observaram que o frio diminuiu a
eficiéncia de transporte de elétrons no FSII e que as etapas da curva OJIP

sao sensiveis as diferentes respostas ao frio.

Com as equacgdes ABS/CS, TR,/CS, ET,/CS, DI,/CS e RC/CS, que representam
as modificacdbes no fluxo de energia no FSII (Figuras 11-15) pode-se
plotar a cinética da fluorescéncia rapida numa escala logaritmica e
observar a curva OJIP e suas etapas. A Figura 17 mostra a curva
polifdsica da fluorescéncia da clorofila @ para ambas as cultivares de
mamdo no periodo estudado. Observa-se que ndo houve diferenca
significativa entre as fases O, J, I e P. No entanto, como discutido
anteriormente, foram observadas diferencas nos parametros de fluxo de

energia por secgao transversal do FSII.
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Figura 17 - Curva da fluorescéncia da clorofila a em folhas de mamoeiro,
cultivares Golden (lll) e Gran Golden (M) exibindo as fases O-
J-I-P. (n=10)

Os resultados obtidos neste trabalho permitem sugerir que a cv. Golden
mostrou-se mais eficiente na utilizacdo da energia luminosa no periodo
em que houve maior precipitacao do que a cv. Gran Golden. O teste OJIP
sugere a possivel tolerancia da cv. Gran Golden durante o periodo de
menor precipitacao, uma vez que essa cultivar apresentou um aumento
na captura (TR,/CS) e transporte de energia (ET,/CS) relatados nas Figuras
14 e 13. Este aumento fez com que a cv. Gran Golden apresentasse maior

eficiéncia quantica do FSII (Figura 10).

Com isso pode-se observar que as variacoes de precipitacao sao um fator
de estresse para o mamoeiro uma vez que interferiram na cinética da
emissao da fluorescéncia da clorofila, além do que, o comportamento da
eficiéncia fotoquimica do FSII para cada cultivar é varidvel para uma

mesma quantidade de chuva. Sendo assim, faz-se importante outros
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estudos sobre o diferente comportamento fotoquimico entre as cultivares

em relagao a produtividade de frutos.
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4. CAPITULO 2

ATIVIDADE DA CELULASE E DA B-GALACTOSIDASE E SUA RELAGCAO
COM A PERDA DE AGUA E FIRMEZA DOS FRUTOS DE MAMAO,
CULTIVARES GOLDEN E GRAN GOLDEN

RESUMO

O consumo do mamao como fruta fresca esta condicionado a melhoria na
gualidade dos frutos e a firmeza da polpa é um dos aspectos indicadores
de qualidade que influencia na sua comercializacao. Dessa forma, a
compreensdo dos processos fisioldgicos do amadurecimento fornece
subsidios para solucdao de problemas que afetam a producdo e
conservacgao dos frutos contribuindo para o aumento da produtividade e
melhoria da sua qualidade. O amolecimento tem sido postulado como
conseqiiéncia da atividade de enzimas hidroliticas na estrutura da parede
celular do fruto que reflete na perda de firmeza. O objetivo deste trabalho
foi estudar o amadurecimento pds-colheita de frutos de mamoeiro (Carica
papaya L.), cultivares Golden e Gran Golden, cultivados no Norte do
Estado do Espirito Santo, enfatizando a acdo das enzimas celulase e B-
galactosidase no amolecimento da polpa. Durante 8 dias apds a colheita
foram feitas analises de perda de agua, firmeza da polpa e da atividade
das enzimas celulase e B-galactosidase. A porcentagem de perda de agua
dos frutos foi calculada de acordo com a perda de massa e a perda de
firmeza foi obtida com o auxilio do aparelho penetrometro. A atividade das
enzimas celulase e B-galactosidase foram previamente padronizadas para
0 mamoeiro e entao mensuradas para obtengao das correlagbes com a
perda de agua e as mudancas de firmeza da polpa. Os resultados
mostraram que a maior perda da firmeza nos frutos das cultivares Golden
e Gran Golden ocorreu do 3° para o 4° dia apds a colheita e que os frutos
da cv. Gran Golden perdem a firmeza da polpa mais rapidamente do que

os frutos da cv. Golden. Este resultado confirma uma observacao relatada
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pelos agricultores de mamao, de que os frutos da cv. Gran Golden tém um
menor periodo pods-colheita. Observou-se um aumento na atividade das
enzimas celulase e B-galactosidase durante o amadurecimento dos frutos
de ambas as cultivares, principalmente na cv. Gran Golden, cuja firmeza
da polpa foi menor. Esses resultados evidenciam a participacao da
celulase e p-galactosidase no processo de amolecimento da polpa do
mamao, e mostram que o estudo das enzimas de degradacao de parede
celular podem esclarecer duvidas fundamentais da fisiologia do

amadurecimento do mamao.
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CHAPTER 2

CELLULASE AND pB-GALACTOSIDASE ACTIVITY RELATING WITH
LOSS OF WATER AND PAPAYA FRUIT FIRMNESS, CULTIVARS
GOLDEN AND GRAN GOLDEN

ABSTRACT

The consumption of papaya as fresh fruit depends on the improvement of
the quality of the fruit and the firmness of the pulp is one of the indicating
aspects of quality that influence this commerce. So, the understanding of
the physiological process of ripening provides subsidies to solve problems
that concern production and export, allowing the growth in productivity
and the improvement of the quality of the fruit. The softening of the pulp
tem has been assumed to be a consequence of the activity of hydrolytic
enzymes in the structure of the cell wall of the fruit which results in loss of
firmness. The goal of this research was the study of post harvest ripening
of the fruit of the papaya tree (Carica papaya L.), Golden and Gran Golden
cultivars, grown in northern Espirito Santo, highlighting the action of the
enzymes cellulase and B-galactosidase in the softening of the pulp. In the
8 days following harvest firmness of pulp and loss of water were analyzed.
The percentage of water loss of the fruit was calculated according to loss
of mass and the percentage of loss of firmness was obtained with the aid
of a penetrometer. The activities of the enzymes cellulase and pB-
galactosidase were previously standardized for the papaya tree and then
measured for the obtainment of the relation with the loss of water and the
changes in the firmness of the pulp. The results showed that the greatest
loss in firmness in the fruit of the Golden and Gran Golden cultivars
occurred between the 3™ and the 4" days after the harvest and that the
fruit of the Gran Golden cultivar lose pulp firmness faster than those of

the Golden cultivar. This result confirms a visual observation reported by
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papaya growers, and that is that the fruit of the Gran Golden cultivar have
a shorter post harvest period. An increase in the activities of the enzymes
cellulase and B-galactosidase was observed during the ripening of the fruit
of both cultivars, especially in the Gran Golden cultivar, whose pulp
firmness lasted the least. These results are evidence of the role the
enzymes cellulase and B-galactosidase play in the softening process of the
pulp of the papaya, and show that the study of the enzymes that trigger
the degradation of the wall of the cell can answer fundamental questions

regarding the physiology of the ripening of the papaya.
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4.1 INTRODUCAO

A alta perecibilidade do mamao é o principal problema da comercializacdo
da fruta in natura, tanto no mercado nacional, como internacional. A falta
do emprego de tecnologias de conservacao limita o periodo de
comercializagago e diminui a qualidade dos frutos, tendo como
conseqiéncia, reducdo do niumero de mercados consumidores. O consumo
do mamao como fruta fresca estd condicionado a melhoria na qualidade
dos frutos. Desta forma, a aplicacdo de tecnologias de conservacao pds-
colheita é prioridade nesta cultura e de grande interesse para o

agronegdcio.

A compreensdo dos processos fisioldogicos de amadurecimento dos frutos
fornece subsidios para solucao de problemas que afetam a produgao e
comercializacdo e contribui para o aumento da produtividade e melhoria
da sua qualidade, desenvolvendo produtos mais aceitaveis, aumentando a

rentabilidade do agricultor e atendendo as exigéncias do mercado.

A firmeza do fruto do mamao pode indicar o seu estagio de maturacao ou
ponto de colheita e armazenabilidade, o que influencia na sua
comercializacdo. Economicamente, a perda de firmeza é um evento pds-
colheita muito importante devido aos cuidados necessarios durante o
manuseio, transporte e armazenamento dos frutos. Além desses fatores, a
suscetibilidade as doengas aumenta proporcionalmente com o
amolecimento do fruto (MANRIQUE e LAJOLO, 2004).

O amolecimento tem sido postulado como conseqiiéncia da atividade de
enzimas hidroliticas nos polimeros de carboidrato (SEYMOUR e GROSS,
1996; MANRIQUE e LAJOLO, 2004) que causam um desarranjo nas

estruturas da parede celular primaria e lamela média do fruto (JACKMAN e
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STANLEY, 1995). De acordo com Brett e Waldron (1996), a parede celular
primdria compreende duas fases: a fase constituida de microfibrilas de
celulose e a matriz. Para que a parede celular primaria seja
completamente desestruturada, as microfibrilas de celulose e a matriz

devem ser modificadas.

A celulose, que constitui as microfibrilas € uma cadeia de glicanos, unidos
por ligagdes glicosidicas do tipo B-1,4, formando um polimero linear. Essas
microfibrilas de celulose sao desestruturadas pela celulase, enzima capaz
de romper as ligacbes glicosidicas, resultando na liberacdao de

oligossacarideos, celobiose e glicose.

As pectinas da parede celular sao despolimerizadas por enzimas
pectinoliticas como a pB-galactosidase (CARPITA e GIBEAUT, 1993;
BALASUBRAMANIAM et al., 2005). Esta enzima age sobre os polimeros de
galactose catalisando a clivagem de residuos terminais de D-galactose em
ligagdo pB-1,4. Segundo Gross e Sams (1984), uma das grandes
modificacdes na parede celular de frutos em amadurecimento é a perda

de residuos de galactose dos polimeros da parede.

A atividade da B-galactosidase, associada ao amadurecimento, tém sido
previamente observada em alguns frutos como o tomate (CAREY et al.,
1995), a maca (ROSS, et al., 1994), o abacate (de VEAU et al., 1993) e
o mamao (ALI et al., 1998). A importédncia dessa enzima no
amadurecimento de mamao foi novamente indicada por Lazan et al.,
(2004).

A participacdo da celulase no amadurecimento de frutos ja foi relatada em
manga (ABU-SARRA e ABU-GOUKH, 1992). El-Zoghbi (1994) apds avaliar
a atividade desta enzima durante o amadurecimento de diversos frutos,
concomitantemente com o declinio do conteddo da celulose, sugeriu sua

participacdao no amolecimento de frutos.
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Em frutos de mamao, o mecanismo de acao dessas enzimas durante o
processo de amadurecimento, ainda ndo estd completamente esclarecido.
Levando-se em consideracdao que o amadurecimento de frutos envolve a
solubilizacao de carboidratos resultante da degradacao da parede celular,
e que frutos de mamao exibem alteragdes na firmeza da polpa que podem
ser detectadas durante o amadurecimento, objetivou-se estudar o
amadurecimento pds-colheita dos frutos do mamoeiro, cultivares Golden e
Gran Golden, enfatizando a acao das enzimas celulase e B-galactosidase

sobre o amolecimento da polpa.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Coleta dos frutos e amostragem

Os frutos de mamado das cultivares Golden e Gran Golden, de
aproximadamente 350g, oriundos de plantas hermafroditas com
aproximadamente 60 dias a partir do inicio de produtividade, foram
coletados em um plantio comercial na Cidade de Jacupemba, Municipio de
Aracruz, regido norte do Estado do Espirito Santo, a 105 Km de Vitdria,
Latitude 199 24”(S) e Longitude 400 04"(W).

Para a coleta dos frutos, observou-se a coloracao da casca, sendo
coletados aqueles frutos que representavam o estadio 2 de
amadurecimento. Segundo Sousa (1998), frutos neste estadio de
amadurecimento sao aqueles que apresentam casca verde claro e com

duas estrias longitudinais a partir da base do fruto.

Os frutos foram colhidos manualmente e de forma aleatéria sendo que,
apos a colheita, foram acondicionados em caixas plasticas, separados em
camadas por plastico-bolha até serem analisados no Laboratério de

Ecofisiologia Vegetal na UFES.
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Com a finalidade de remover as impurezas e o0s possiveis
microorganismos, os lotes foram lavados em agua e sabdo e entdo semi-
esterilizados em solugao 5% de hipoclorito de sdédio (v/v) e mantidos a

temperatura ambiente de 25°C.

4.2.2 Avaliacao da perda de agua

Seis exemplares de cada cultivar foram previamente selecionados e
pesados diariamente até o 8° dia apds a colheita (dpc) em balanga com
sensibilidade de 0,5 g (Balmak, MP2, Brasil). A redugdo da matéria fresca
do fruto foi representada pela diferenca entre a massa diaria em relacao a
pesagem no dia da colheita. Os resultados da avaliacdo da perda de
massa foram expressos em porcentagem de perda de agua por dia pos-

colheita.

4.2.3 Avaliacao da firmeza da polpa

A firmeza da polpa do mamao foi determinada com penetrometro portatil
(marca EFFEGI) de ponteiras com 8 e 13 mm de didmetro, com leituras na
faixa de 0,2 a 12,0 kgf e de 1,0 a 15,0 kgf. Os frutos foram cortados
transversalmente na regiao mediana tomando-se 6 leituras por fruto ao
redor da cavidade ovariana. Os resultados correspondentes foram
expressos em kgf/cm? a partir da seguinte férmula:

P=F/A, onde:

P: firmeza da polpa (kgf/cm?)

F: forca de penetracao (kgf)

A: area da ponteira (cm?)
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4.2.4 Dosagem protéica e atividade enzimatica

4.2.4.1 Extracao de proteinas

As proteinas foram extraidas segundo metodologia descrita por Karakurt e
Huber (2003). A amostra de 20 g da polpa e 40 mL de etanol gelado
(aproximadamente 4°C) foram homogeneizados durante 2 minutos em
mixer (Britania Mix) para extracao de carboidratos. Uma aliquota de 8 mL
do homogenato foi centrifugado (Centrifuga Sigma, 3K30) a 16000 g por
20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
homogeneizado com 5 mL de etanol 80% gelado e centrifugado
novamente a 16000 g por 20 minutos a 4°C. Apds o descarte do
sobrenadante, o precipitado foi ressuspenso em 2 mL de tampao acetato
de sddio (25 mM pH 5,0 contendo NaCl 1,2 M), incubado por 30 minutos a
4°C e, posteriormente, centrifugado a 16000 g por 20 minutos, a 4°C. O
sobrenadante obtido, denominado extrato protéico, foi utilizado para
dosagens de proteinas e para avaliagdes das atividades enzimaticas

(celulase e B-galactosidase).

4.2.4.2 Dosagem de proteinas

O conteudo protéico do extrato foi determinado pelo método de Lowry et
al. (1951), utilizando soro albumina bovina (BSA - Sigma) como padrao.
Uma solugao diluida de 500 uL de agua Milli-Q, contendo a amostra foi
acrescida de 5 mL de reagente de cobre (solucdo de tartarato de sddio e
potadssio 2% (p/v), sulfato de cobre 2% (p/v), carbonato de soédio 3%
(p/v) em NaOH 0,1 M, na relagdo 1:1:48. Apdés 10 minutos de repouso,
foram adicionados 0,5 mL de reagente de Folin (1:2 de agua) sendo a

leitura realizada apdés 10 minutos, em absorbéncia a 660 nm.
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4.2.5 Método para os ensaios enzimaticos

A atividade da celulase foi determinada segundo método descrito por
Schreier e Hartmann-Schreier (1987), e a atividade da pB-galactosidase foi
determinada segundo Karakurt e Huber (2003). Os métodos para a
determinacao de ambas as enzimas foram previamente padronizados para
o mamao. O método de dosagem enzimatica baseia-se na reagao do p-
nitrofenil derivado sendo hidrolisado pela enzima resultando nos produtos

p-nitrofenol e monossacarideo.

enzima
p-nitrofenil-glucopiranosideo derivado ——> p-nitrofenol + monossacarideo

Para a enzima celulase, o substrato sintético utilizado foi o p-nitrofenil-p-
glucopiranosideo  (Sigma-Aldrich Company Ltd.) e para a enzima B-
galacotosidade foi o p-nitrofenil-p-galactopiranosideo  (Sigma-Aldrich
Company Ltd.). A atividade das enzimas foi determinada através da
estimativa do p-nitrofenol liberado, que forma um cromdgeno amarelo sob
condigOes alcalinas, apresentando A maximo a 400nm e o coeficiente de

extingdo molar de 18,1 x 10°.

4.2.5.1 Dosagem da atividade da celulase

Uma amostra de 1 mL da solugdo de p-nitrofenil-p-glicopiranosideo (4 mM
em tampao acetato de sédio 0,1 M, pH 5,0) foi pré-incubada em “banho-
maria” (B. Braun Biotech International, Thermomix, Germany) a 37°C por
10 minutos. Em seguida adicionou-se 100 uL do extrato protéico. O
periodo de incubacdo para a reacdo enzimatica foi de 20 minutos a 37°C.
Ao final desse tempo, a reacao foi paralisada pela adicao de 2 mL de
tampao Na,COs/NaH,COs 0,2 M e pH 9,8. A absorbancia do p-nitrofenol foi
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determinada a 400 nm. A atividade glicosidasica foi expressa em unidades
enzimaticas, sendo 1 unidade definida como a quantidade de enzima que

libera 1 nmol de p-nitrofenol por minuto nas condicoes da reacao.

4.2.5.2 Dosagem da atividade da p-galactosidase

Uma amostra de 350 uL da solucdo de p-nitrofenil-B-galactopiranosideo
(6,6 MM em tampao acetado de sédio 100 mM, pH 5,2) e 325 uL de
tampao acetado de sddio 25 mM pH 5,0 contendo NaCl 1,2 M foram pré-
incubados a 37°C por 10 minutos. Em seguida adicionou-se 25 uL do
extrato protéico (obtido no item 4.2.4.1) e o periodo de incubacdo para
reacdo enzimatica foi de 20 minutos a 37°C. Ao final desse tempo, a
reacao foi paralisada pela adicao de 1,75 mL de NH,OH 1 M contendo
EDTA 2 mM e a absorbancia do p-nitrofenol foi determinada a 400 nm. A
atividade galactosidasica foi expressa em unidades enzimaticas, sendo
uma unidade definida como a quantidade de enzima que libera 1 nmol de

p-nitrofenol por minuto nas condigdes da reacao.

4.2.6 Analise estatistica

O delineamento estatistico empregado na andlise de perda de agua e
firmeza da polpa foi inteiramente casualizado. Foram utilizados seis frutos
para a determinacao da perda de agua e os frutos destinados as medidas
de firmeza foram os mesmos utilizados para a extragdo protéica. Para a
analise protéica e atividade enzimatica foram utilizados trés frutos sendo
trés amostras por fruto. Os dados foram submetidos a andlise de variancia
e quando os valores de F foram significativos, as comparacdes entre as
médias foram realizadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
(PIMENTEL-GOMES, 1990). Também foram realizadas analises de
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correlacdo entre as variaveis fisicoquimicas e destas com a atividade das

enzimas estudadas de acordo com Ribeiro-Junior (2004).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Perda de agua

A maioria dos frutos possui entre 85 e 90% de agua em relagdo a sua
massa e a umidade relativa dos espacos intercelulares é préxima de
100%. Com isso a tendéncia do vapor de dgua é escapar desses espacos
pela transpiracao (HARDENBURG et al., 1986; MARENCO e LOPES, 2005).

O resultado da perda de agua dos frutos das cultivares Golden e Gran
Golden é mostrado na Figura 18.
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Figura 18- Porcentagem de perda de dgua acumulada durante 8 dias pds-colheita
em frutos de mamoeiro (Carica papaya L.) das cutlivares Golden e
Gran Golden armazenadas em temperatura ambiente a 25°C.
(n=18)
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Os frutos apresentaram, em média, perda total de massa de
aproximadamente 5,0 e 4,6% nas cultivares Golden e Gran Golden,
respectivamente. Nao houve diferenca significativa entre as cultivares
durante os 8 dias apds a colheita (dpc). Apds os 8 dias da colheita, os
frutos estavam completamente amarelados e apresentavam aspecto de

murchamento e enrugamento da casca.

Esse resultado diverge do encontrado por Ferraz (2005), que observou
valor de perda total de massa em frutos de mamoeiro Golden e Gran
Golden préximo a 8%. Essa diferenca no valor da perda de agua para as
mesmas cultivares pode ser devida ao estaddio de maturagao dos frutos no
momento da colheita. Neste trabalho os frutos foram coletados no estadio
2 enquanto que os frutos coletados pelo autor citado estavam no estadio
1.

Viegas (1992), avaliou a perda de agua em frutos de mamoeiro da cv.
Sunrise Solo e da cv. Formosa, observando que os frutos de Sunrise
apresentaram valores de perda de massa mais acentuados do que
Formosa e a partir do 6° dia ap6s a colheita, comecaram a surgir os
primeiros sinais de murcha do fruto e falta de brilho na casca. A diferenca
entre as cultivares foi atribuida a espessura da casca uma vez que a casca
dos frutos de Sunrise Solo é mais fina, provavelmente apresentando
poucas camadas de cutina na parte externa da epiderme. No presente
trabalho ndo se observou diferenca na perda de agua entre os frutos da
cv. Golden e da cv. Gran Golden sugerindo a semelhanga na espessura da

casca de ambas as cultivares.

Além do estadio de maturacao, fatores como as condicdoes ambientais de
temperatura e umidade relativa em que os frutos estavam armazenados
podem ter interferido na diferenca de perda de peso para a mesma
cultivar. Segundo Paull e Chen (1989), a perda de agua é resultante da
difusdo do vapor de dgua através da casca para o ambiente o que pode

contribuir para a variacao das taxas de perda de massa em frutos. Pode-
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se citar a temperatura e a umidade relativa do ar dos locais onde os frutos
estdao estocados, bem como o tempo de exposicao do fruto no ambiente e
os cuidados dispensados na colheita (CONEGLIAN, 1994).

4.3.2 Perda de firmeza

A resisténcia ao manuseio do fruto é uma caracteristica garantida pela
firmeza que é um dos fatores avaliados pelos consumidores ao adquirir o
produto. Frutos menos firmes apresentam uma textura que os
consumidores associam ao seu envelhecimento (MANRIQUE e LAJOLO,
2004).

Sams (1999), definiu o termo textura ao conjunto de aspectos fisicos,
como a consisténcia ou firmeza da polpa, e aspectos sensoriais, conferidos
pelo teor de acglUcares e acidez. Nao se deve confundir textura com
firmeza, uma vez que, a firmeza é relacionada a deformacao e
desintegragdo do tecido vegetal quando submetido a aplicacdo de uma

forca e nao leva em consideragao os aspectos sensoriais.

Neste trabalho foi acompanhada a perda de firmeza dos frutos de mamao
cv. Golden e Gran Golden, mostrada na Figura 19. Os frutos das cv.
Golden e Gran Golden colhidos no estddio 2 amadureceram

completamente com 5 dias apds a colheita.

Observa-se que do 3° ao 4° dpc ocorreu a faixa critica do amadurecimento
do mamado. Nesse periodo, o fruto apresentou acentuadas mudangas
visuais na coloracao da casca e alteragdes na firmeza da polpa. O fruto
passou de uma coloragcao amarelo-esverdeada para uma coloragao
completamente amarelada e tornou-se macio ao tato. Também observou-
se uma queda de aproximadamente 60% na firmeza da polpa dos frutos.
SupOe-se que a queda acentuada na firmeza desses frutos ocorra apds o

pico climatérico do amadurecimento.



74

30
- —&— Golden —0—Gran Golden
e 25
<
Y—
O
< 20 -
©
=
8 15
©
©
© 10 -
()
E
C 5
0 0—
1 2 3 4 5 6 7 8

Dias apds a colheita (dpc)

Figura 19- Comparacdo entre a perda de firmeza nos frutos de mamao,
cultivares Golden e Gran Golden, durante 8 dias pods-colheita
armazenados em temperatura ambiente a 25°C. Letras diferentes
indicam diferenca significativa entre as cultivares determinada pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. ns, Indica diferenca nao significativa entre as
médias (n=9).

Ao se apalpar o mamao durante o amadurecimento, observa-se que os
frutos de Gran Golden amadurecem e tornam-se menos firmes antes dos
frutos de Golden. Este fato foi comprovado ao se medir diariamente a
firmeza nos frutos dessas cultivares. Estatisticamente, a cv. Golden
apresentou-se mais firme do que a cv. Gran Golden no 4° dpc, alcancando
em média, 6,05 kgf.cm™ e 3,19 kgf.cm™, respectivamente. A partir do 5°
dpc quando se observam os menores valores de firmeza, em torno de

0,20 kgf.cm™, os frutos alcangam o completo amolecimento da polpa.

Os resultados obtidos neste trabalho diferem daqueles encontrados por
Ferraz (2005). Aquele autor observou que a alteragao na firmeza dos

frutos de mamao das cultivares Golden e Gran Golden € mais acentuada
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do 59 para o 6° dia, perdendo completamente a textura (zero libras) a
partir do 8° dia pds-colheita. Essa diferenca nos resultados pode ser em
decorréncia do estadio de maturacao no qual se encontravam os frutos no
momento da colheita, uma vez que a colheita do mamao é feita baseada
na coloragao da casca, resultando em frutos com grande variagao de

estadios de maturacao.

A perda de firmeza pos-colheita ocorre em frutos climatéricos tais como:
péra (LUTON et al., 1986), banana (ABU-GOUKH et al., 1995) e goiaba
(ABU-GOUKH e BASHIR, 2003).

Souza (1998) relatou que independente da variedade e do estadio de
maturacao do fruto do mamoeiro, ocorre redugao na firmeza da polpa
durante o periodo pods-colheita. Balbino (1997) sugere que a perda de
firmeza do fruto do mamoeiro estd associada a perda diaria de agua por
transpiracdo. Com isto o potencial hidrico nas células diminui, tornando-as
menos turgidas e conseqlientemente, contribuindo para a diminuigdo na
firmeza da polpa. Assim, um teste de correlacdo entre esses parametros

foi realizado e os resultados obtidos sao apresentados na Figura 20.

Golden

y =-0,0785x + 2,8009

2.5 1®_ Gran Golden y =-0,0717x + 2,5108
r=0,9 ’

r=0,9208

[]

Perda de agua (%)

0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Firmeza (kgf.cm™) Firmeza (kgf.cm™)

Figura 20 - Correlacao entre a perda de agua e a firmeza da polpa em frutos de
mamao, cultivares Golden e Gran Golden.
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Resultados semelhantes foram encontrados por Souza (1998). O autor
destaca que a perda de dgua é mais acentuada em frutos aos 6 dias pds-
colheita, quando estes sdo colhidos no estddio 3 (com 3 estrias
longitudinais amarelas). Nesse periodo a firmeza da polpa alcangou
valores préximo a 1kgf/cm®. Entretanto, vale destacar que o 6° dpc
relatado por Souza (1998) é correspondente ao intervalo entre o 3° e 0 4°
dpc no presente trabalho, periodo em que os frutos encontravam-se em
estadio de maturacdao nao recomendado para comercializacdo em razao da

dificuldade de manuseio do fruto.

4.3.3 Atividade enzimatica na polpa

Outro aspecto estudado foi o papel de enzimas na reducao da firmeza da
polpa do mamado. Tal fendmeno, do ponto de vista bioquimico, é
confirmado por Varoquaux e Wiley (1994) e Sigrist (2002), que afirmam
serem as reacdes enzimaticas responsaveis pela perda de firmeza da
polpa, bem como pelas deterioracdes sensoriais como odor e sabor

desagradavel e alteracdo da cor da casca e da polpa.

As enzimas que participam no processo de desorganizacao da estrutura da
parede celular avaliadas neste estudo foram a celulase, que degrada as
microfibrilas de celulose, e a B-galactosidase, que remove os residuos de
galactose presentes na pectina, ambas contribuindo para a aumento do

potencial hidrico na célula, levando a maciez do fruto.

4.3.3.1 Celulase

A Figura 21 mostra o perfil da atividade da celulase nos frutos do
mamoeiro. Observou-se um aumento gradativo na atividade desta enzima
até o 6° dpc na cv. Golden e até o 5° dpc na cv. Gran Golden.
Posteriormente a esse periodo, a celulase alcangou atividade maxima em

ambas as cultivares, mantendo-se estavel.
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Figura 21- Perfil da atividade da enzima celulase durante os dias pds-colheita em
frutos de mamao, cultivares Golden e Gran golden. A atividade foi
expressa em nmol de p-nitrofenol liberado por grama de proteina por
minuto. Letras diferentes indicam diferenga significativa entre os dias pds-
colheita determinada pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (n=9).
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Quando se comparou o perfil da atividade da celulase em ambas as
cultivares (Figura 22), observou-se uma diferenca significativa no 5° dpc.
Esse resultado comprovou aquele apresentado na Figura 19 que

demonstrou que Gran Golden apresenta menor firmeza da polpa.

O Golden ® Gran Golden

16 1

Celulase
(nmol p-nitrofenol g prot™ min™)

4 5 6 7 8
Dias apds a colheita (dpc)

Figura 22 - Comparacdo da atividade da enzima celulase durante os 8 dias pds-
colheita entre frutos de mamao, cultivares Golden e Gran Golden. A
atividade foi expressa em nmol de p-nitrofenol liberado por grama
de proteina por minuto. Letras diferentes indicam diferenca significativa
entre as cultivares determinada pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. ns, Indica diferenca ndo significativa entre as médias (n=9).

Para ambas as cultivares existe uma estreita correlacao entre firmeza e a
atividade da celulase (Figura 23). A atividade da celulase foi inversamente
proporcional a firmeza, ou seja, a medida que sua atividade aumentou

durante o amadurecimento, a firmeza da polpa dos frutos diminuiu.
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Figura 23 - Correlagdao entre a firmeza da polpa e a atividade da celulase em
frutos de mamao, cultivares Golden e Gran Golden.

Estes resultados sao semelhantes ao encontrado em carambola, por Chin
et al. (1999), onde a atividade da celulase aumentou acompanhando um

decréscimo gradativo na firmeza.

A atividade da enzima celulase esta relacionada com a perda de firmeza
na polpa dos frutos de mamao por contribuir com a degradacao das

microfibrilas de celulose da parede celular.

AlteracOes na firmeza sao conseqiéncias de alteracdes nos polissacarideos
da parede celular que juntamente com a perda de agua proporcionam a
perda de firmeza dos frutos, fato que também foi constatada por
Brownleader et al., (1999).

Observou-se uma correlacdo positiva entre a perda de agua nos frutos de

mamao e a atividade da celulase (Figura 24).
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Figura 24 - Correlagdo entre a perda de agua e a atividade da celulase em frutos
de mamao, cultivares Golden e Gran Golden.

Gonzalez-Bosch et al., (1996) e Catald et al. (2000), relataram a
existéncia de diferentes genes (LeCell, LeCel2, LeCel4 e LeCel7) que
levam a expressdao da celulase durante o amadurecimento de tomate,
supondo que estes genes sao responsaveis pelo aumento da atividade da
celulase. Giovanonni et al. (1989), ao trabalhar com abacate, observou
que os genes LeCell e LeCel2 eram expressos quando se aplicava etileno
exdgeno. O mamao, por ser um fruto climatérico, apresenta sintese e
acumulo de etileno enddgeno que provavelmente induz ao acumulo de
hidrolases de parede celular em paralelo com a expressao de outros

processos de amadurecimento como modificagdes sensoriais.

As diferencas na expressao de genes relacionados a atividade de um
conjunto de enzimas ou isoformas de uma mesma enzima no
amadurecimento de frutos entre cultivares ou espécies sao relatadas por
Ali et al. (1998) e Chin et al. (1999).
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Verifica-se portanto, que ha necessidade de estudos futuros também para
frutos de mamoeiro, que incluam a expressdo génica e aplicacdo de
etileno, visando complementar o entendimento da dindmica da atividade

da celulase nestes frutos.

4.3.3.2 p-galactosidase

O perfil da atividade da enzima B-galactosidase nas cultivares Golden e
Gran Golden é apresentado na Figura 25. Observa-se que em ambas as

cultivares ocorre um aumento da atividade no 5° dpc.

Resultados semelhantes foram obtidos por Lazan et al. (2004), cujo
trabalho com mamao demonstrou um aumento na atividade da B-
galactosidase durante o amadurecimento. Os autores afirmam que esta
enzima ndo sé modificou as pectinas como também as hemiceluloses da

parede celular do fruto.
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A comparacao do perfil da atividade da pB-galactosidase nas duas
cultivares estudadas é mostrada na Figura 26. Os resultados mostram que
a atividade dessa enzima na cv. Gran Golden é estatisticamente diferente

da cv. Golden.
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Figura 26— Comparacao do perfil da atividade da enzima B-galactosidase durante
8 dias pds-colheita em frutos de mamao, cultivares Golden e Gran
Golden. A atividade foi expressa em nmol de p-nitrofenol liberado
por grama de proteina por minuto. Letras diferentes indicam diferenca
significativa entre as cultivares determinada pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade (n=9).

A atividade da p-galactosidase durante o amadurecimento dos frutos
mostrou-se intimamente correlacionada a perda de firmeza no fruto
(Figura 27). Este resultado aponta para a importancia dessa enzima na
degradacao da parede celular e diminuicao da firmeza da polpa dos frutos

de mamao.
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Figura 27 - Correlacao entre a firmeza da polpa e a atividade da B-galactosidase
em frutos de mamao, cultivares Golden e Gran Golden.

Resultados experimentais de diversos pesquisadores indicam a
importancia da acao das pectinases durante o amolecimento da polpa de
frutos. Ketska e Daengkanit (1999), observaram um aumento na
solubilizacdo das pectinas e o decréscimo na firmeza de frutos de péra.
Segundo Ali et al. (1995), ao estudar a atividade da pB-galactosidase em
frutos de manga, observou que esta enzima estava correlacionada com o

amolecimento da polpa.

Diversos estudos tém indicado também que a B-galactosidase estava
atuando sobre os polimeros de galactose presentes na pectina resultando
na perda de residuos de galactose e arabinose durante o amadurecimento
de Kiwi (REDGWELL et al., 1992), manga (MITCHAM e MacDONALD,
1992), tomate (CARRINGTON et al., 1993), meldo (ROSE et al., 1998) e
carambola (CHIN et al., 1999). Assim sendo, esse evento tem sido
considerado comum nas modificacdes das pectinas de parede celular o
que sugere que também possa ocorrer durante o amadurecimento do

mamao.

Além dos dados relatados anteriormente pode-se observar que o aumento
na atividade da B-galactosidase acompanhou a perda de agua durante o
processo de amadurecimento dos frutos estudados neste trabalho (Figura
28).
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Figura 28 - Correlacdo entre a perda de agua e a atividade da p-galactosidase
em frutos de mamao, cultivares Golden e Gran Golden.

Resultados semelhantes foram encontrados por Ferraz (2005), quando
trabalhou com frutos de mamao irradiados. O autor encontrou correlagao
significativa entre a atividade da p-galactosidase, a perda de agua e a

perda de firmeza na polpa.

Diversos trabalhos indicaram que o processo de perda de agua do tecido
provoca a diminuicdo no volume do vacuolo e conseqliente perda de
turgescéncia da célula em resposta ao aumento na permeabilidade da
membrana. Com a permeabilidade alterada, ocorre saida de &cidos
organicos do apoplasto desestruturando as ligagdes entre polissacarideos
pécticos e ions Ca®* disponibilizando substrato para as hidrolases pré-
existentes na parede celular (LACAN e BACOU, 1996; ALMEIDA e HUBER,
1999; CHATENET et al., 2000).

Os dados gerados neste trabalho permitem sugerir que as hidrolases
celulase e p-galactosidase contribuem para o processo de perda de agua e
consequente perda de firmeza nos frutos das cultivares Golden e Gran
Golden. Também ficou evidente que existem diferencas na firmeza da
polpa dos frutos das duas cultivares. Os resultados apontam que os frutos
da cv. Gran Golden perdem a firmeza mais rapidamente do que os frutos

da cv. Golden.
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Verifica-se que existem ainda vastos temas para serem estudados,
visando ampliar o entendimento sobre os mecanismos de controle de
amadurecimento dos frutos do mamoeiro incluindo a perda de firmeza da
polpa, enzimas de degradacdo da parede celular, regulacdo génica
associada aos fatores edafoclimaticos. Estes estudos contribuiriam para a
elucidacdo dos problemas das perdas pds-colheita, ajudando na evolucao

mais rapida dos estudos com inibidores e retardantes do amadurecimento.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho observou-se que as
variacdes de precipitacao ocorrida no local de cultivo do mamoeiro
influenciaram na eficiéncia da utilizacdo da energia absorvida pelas
clorofilas. Além disso, as analises da cinética de emissdo de fluorescéncia

da clorofila @ mostram as diferencas entre as cultivares.

A cv. Golden apresentou maior taxa de dissipacao de energia (DI,/CS)
refletida num aumento da fluorescéncia inicial (F,), considerada um
indicativo de estresse em plantas, e, diminuicao da eficiéncia quantica do
FSII. No entanto esses resultados foram compensados pela maior taxa de
absorcao de energia de excitacdao (ABS/CS), captura de energia de
excitacao (TR,/CS) e transporte dessa energia (ET,/CS), 0 que possibilitou
uma maior eficiéncia na utilizacdo da energia luminosa no periodo de

maior precipitacdo (més de junho).

A cv. Gran Golden mostrou-se como a mais tolerante a menor
precipitacdo ocorrida no periodo do inverno (més de agosto) por ter
apresentado um aumento na captura de energia por seccao transversal
(TRo/CS) e transporte dessa energia (ET,/CS), refletidos pelo aumento da

eficiéncia quantica do FSII.

Os resultados das andlises do amadurecimento do mamao mostraram que
o inicio da perda de firmeza ocorreu no 3° dpc, sendo que, no 4° dpc
houve diferengca entre as cultivares. Os frutos da cv. Gran Golden
perderam sua firmeza mais rapidamente que os frutos da cv. Golden. Essa
perda de firmeza aconteceu apds o aumento da atividade das enzimas
estudadas. A atividade da celulase e da B-galactosidase também mostrou-

se mais elevada nos frutos de Gran Golden.

Os resultados encontrados neste trabalho evidenciam a participacao da

celulase e B-galactosidase no processo de amolecimento da polpa do



88

mamao. Observou-se que, as analises da atividade dessas enzimas no
periodo pds-colheita dos frutos podem auxiliar no entendimento da perda
de firmeza nos frutos de diferentes cultivares e mostram que o estudo das
enzimas de degradacao de parede celular é capaz de esclarecer duvidas

fundamentais da fisiologia do amadurecimento do mamao.
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