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RESUMO

GARCIA, Leonardo da Silva, M.S. Universidade Federal de Vigosa, maio
de 2005. Efeito do etileno e do 1-metilciclopropeno na fisiologia
pés-colheita de diferentes cultivares brasileiras de batata.
Orientador: Marcelo Ehlers Loureiro. Conselheiros: Fabio Murilo Da
Matta, Marco Aurélio Pedron e Silva e Rolf Puschmann

Tubérculos de batata permanecem em estado variavel de
dorméncia apds a colheita, sendo de grande importancia econémica o
controle da duracdo do periodo de dorméncia, que varia entre
genadtipos. Os objetivos deste trabalho foram avaliar a agcdo do etileno e
do 1-Metilciclopropeno (1-MCP) sobre a brotacao e o efeito na fisiologia
pés-colheita de tubérculos de quatro cultivares brasileiras de batata,
gue possuem diferentes periodos de dorméncia. Foram utilizadas as
cultivares: Atlantic, Pérola Agata e Vivaldi. Os tubérculos foram
submetidos aos tratamentos com etileno (4 pL L) e com ar
atmosférico. As cultivares Agata e Vivaldi foram submetidos ao
tratamento com 1-MCP (500 nmol L™), além dos tratamentos
anteriores. O etileno promoveu a brotacdo, por 20 dias, na cultivar
Atlantic e em cinco dias, na cultivar Pérola, enquanto nenhum efeito
pdde ser observado nas cultivares Agata e Vivaldi. Foi observada uma
associacao negativa entre a taxa de biossintese de etileno e o tempo
de brotacdo dos tubérculos das diferentes cultivares. A aplicacdo de
etileno promoveu aumentos nos teores de sacarose, glicose e frutose,
0S quais, geralmente, foram maiores nas cultivares com brotacdo mais
precoce (Pérola e Agata). O etileno também promoveu um aumento na
atividade das invertases 4cida e alcalina e da sintase da sacarose-
fosfato, com uma concomitante reducdo no teor de amido e aumento
na atividade da fosforilase do amido. O 1-MCP foi eficiente em reduzir
a taxa de sintese de etileno e esteve associado a um aumento no

didmetro e comprimento das brotacdes.



ABSTRACT

GARCIA, Leonardo da Silva, M.S. Universidade Federal de Vigcosa, May
2005. Effect of the ethylene and the 1-methylcyclopropene in the
postharvest physiology of different potato brazilian cultivars.
Adviser: Marcelo Ehlers Loureiro. Committee members: Fabio Murilo
Da Matta, Marco Aurélio Pedron and Silva and Rolf Puschmann

After harvest, potato tubers remain in dormancy. The duration of the
dormancy period is genotype specific. The dormancy regulation has great
economic importance. This work aimed to evaluate the effect of the
ethylene as an inhibitor of sprout and the effect of the 1-
Methylciclopropene (1-MCP) on postharvest tuber physiology in Brazilian
potato cultivars that have different dormancy periods. In this work, we
have studied the responses of four cultivars differing in tuber dormancy
features: Atlantic, Perola, Agata and Vivaldi,. The response of all cultivars
to ethylene (4 pL L™), and under control conditions was compared,
whereas the effects of 1-MCP was studied only for Agata and Vivaldi.
Ethylene treatment has delayed tuber sprouting in about 20 days for
Atlantic and 5 days for Perola, whereas any effect was detected for Agata
and Vivaldi cultivars. A negative association was observed between the
biosynthetic ethylene rate and the sprouting time. Ethylene also promoted
an increase in sucrose, glucose and fructose tuber levels, which were
higher in genotypes with shorter sprouting times. This increase was
parallel to increase in the enzimatic activities of acid and alkaline
invertases and SPS. Concomitantly tuber starch contents decreased and
starch phosphorylase activity. Increased the treatment with 1-MCP was
very efficient in reducing the ethylene biosynthetic rate. This effect seems
to be associated with increased sprout diameter and length. The data
presented here constitute a proof for an important role of ethylene in tuber

sprouting.

Vi



1) INTRODUCAO

Apo6s serem colhidos, os tubérculos de batata permanecem em
estado de dorméncia, durante o qual a brotacdo € inibida. A duracdo do
periodo de dorméncia estd ligada fundamentalmente ao gendtipo,
podendo ser afetada pelas condicbes ambientais, em menor grau. Esse
periodo pode se estender, desde algumas semanas por até meses, apos
a colheita (Burton, 1989).

O controle da duracao do periodo de dorméncia dos tubérculos de
batata é de grande importancia econdmica. Em termos comercias, ha o
interesse em se prolongar a dorméncia, de forma a aproveitar-se da
sazonalidade da producdo, possibilitando o aumento do periodo de
armazenamento, o que permite a obtencdo de melhores precos pelos
produtores (Jiméns et al.,1998). A reducdo do periodo de dorméncia traz
beneficios na época do plantio, promovendo uma rapida e mais uniforme
emergéncia das brotacbes, 0 que resulta em uma brotacdo mais
homogénea e intensa e, conseqientemente, numa maior produtividade
(Castro, 1976).

Para um pais como o Brasil, que apresenta temperaturas elevadas,
periodos prolongados de dorméncia constituem caracteristica genotipica
desejavel. Quanto maior a temperatura (acima de 10°C), menor é o
periodo de dorméncia (Wilshire & Cobb, 1996). O pequeno periodo de
dorméncia, observado em condi¢des climaticas brasileiras, restringe a
vida pos-colheita e também cria problemas de disponibilidade de batata-
semente, mas permite a obtencao de duas ou até trés colheitas anuais.

A busca por novas tecnologias e a aplicacdo de substancias menos
nocivas ao ambiente e ao ser humano tem-se tornado frequente. O
produto quimico cloropropano (CIPC), utilizado como anti-brotante em
tubérculos de batata armazenados, devido a sua elevada toxicidade, vem
reforcar ainda mais essa busca. Também, a utilizacdo de etileno exégeno
pode ser uma alternativa para o controle de brotacdes em tubérculos de
batata (Prange et al., 1998).



O presente trabalho abordou o mecanismo de dorméncia em
tubérculos de batata e seu controle em nivel bioquimico e fisiolégico, bem
como sua importancia no prolongamento da conservacao pos-colheita de
tubérculos, tendo como objetivos:

a) Avaliar o potencial do etileno e do 1-Metilciclopropeno (1-MCP)

sobre o controle da brotacdo de tubérculos de batata;

b) avaliar o efeito do etileno e do 1-MCP sobre a fisiologia pés-

colheita de tubérculos de batata.



2) REVISAO BIBLIOGRAFICA

A batata (Solanum tuberosum L.), também conhecida como
batatinha ou batata inglesa, € uma hortalica do tipo tubérculo, pertencente
a familia Solanaceae. E nativa da Cordilheira dos Andes, onde é
consumida h& mais de 8.000 anos. Introduzida na Europa por volta de
1570 e, posteriormente, em 1620, na América do Norte, tornou-se um
alimento importante, sendo o quarto alimento mais consumido pela
humanidade, superada apenas pelo arroz, trigo e milho. Constitui uma
importante fonte de carboidratos e de proteinas de alta qualidade, e de
uma consideravel quantidade de vitaminas e sais minerais (Lopes, 2005).

A producdo mundial, que envolve 19 milhdes ha, é superior a 310
milhdes de toneladas. Cerca de 90% da producdo se concentra no
hemisfério Norte. O Brasil ocupa o 20° lugar no “ranking” mundial, com
uma area cultivada entre 110 mil e 170 mil ha, onde sdo produzidas mais
de 2,5 milhdes de toneladas. A produtividade nacional oscila entre 15 e 50
ton/ha, dependendo do nivel tecnolégico do produtor. O pais importa,
ainda, um volume de batata que corresponde a producdo de 10 a 15 mil
ha de area plantada. O consumo brasileiro de batata ainda é considerado
baixo, de 14 a 15 kg/habitante/ano, se comparado a paises como a
Polonia, por exemplo, onde o consumo atinge 190 kg/habitante/ano, e a
Bolivia, 100 kg/habitante/ano. A regido Sudeste é a principal area
produtora, com mais de 1,5 milhdo de toneladas produzidas. Dentre os
estados, Minas Gerais se destaca com sua producdo proxima a 1 milhdo
de toneladas, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica,
sendo o maior produtor nacional (Lopes, 2005). O produto interno bruto
gerado pela producdo da batata atinge a cifra de US$ 1 bilhdo por ano.
Considerando-se toda a cadeia produtiva, essa cifra pode chegar a
triplicar.

A quebra da dorméncia de tubérculos de batata esta associada a
modificagbes metabodlicas. Elas envolvem a degradacdo do amido,
acumulo de acucares e aumento da respiracdo, que resultam em um
declinio da qualidade, tanto nutricional como para o processamento dos
tubérculos (Burton, 1989). Varias alternativas estdo sendo utilizadas no



armazenamento de tubérculos. A principal delas € o uso de refrigeracdo
que, dependendo do gendtipo e da temperatura, pode levar ao
adocicamento (acumulo de acucares solaveis) dos tubérculos,
acarretando depreciacao da qualidade do produto. Outra alternativa, que
também se tem utilizado em escala mundial, € a aplicacdo do
cloropropano (CIPC, 1-metil-3-clorofenilcarbamato) para a inibicdo de
brotacdo. Este produto quimico também é utilizado como herbicida e
possui forte acdo anti-mitotica, tanto em plantas como em animais, sendo
nocivo a saude humana, além de deixar residuos téxicos indesejaveis e
causar inducdo de brotacdo interna (Meredith, 1995). O CIPC esta entre
0s trés agroquimicos presentes em maiores hiveis na dieta dos
americanos, correspondendo a 90% dos residuos quimicos sintéticos
presentes na batata consumida nos EUA (Gartrell et al., 1986; Gunderson,
1998). Além disso, a presenca de residuos de CIPC tem sido utilizada
como barreira para importacdo da batata em paises como Holanda e
Italia, dentre outros (Prange et al., 1998). Assim, a utilizacdo de produtos,
como o CIPC, deve tornar-se restrita. Ha poucos dados disponiveis sobre
0 mecanismo de atuacdo do CIPC na promocdo da dorméncia de
tubérculos da batata. Blenkinsop et al. (2002) indicam que o CIPC pode
aumentar a sintese de etileno, reduzindo a respiracdo dos tubérculos.

Hormonios vegetais parecem ter um papel importante na regulacao
da dorméncia dos tubérculos da batata. O acido abscisico (ABA), as
citocininas, as giberelinas (GA) e o etileno estdo envolvidos nessa
regulacdo (Suttle, 1995; Wiltshire e Cobb, 1996; Suttle 1998). Destes, o
ABA ¢é considerado o principal fator indutor da dorméncia, enquanto
citocininas e giberelinas tém sido envolvidas na quebra da dorméncia.
Contudo, muitas das evidéncias experimentais que suportam o papel dos
horménios sdo baseadas nos efeitos de aplicacGes de fitorreguladores e
em estudos correlativos, comparando-se mudancas relativas nos niveis
enddégenos dessas substancias, durante a brotacdo dos tubérculos. Em
consequéncia, grande parte da evidéncia experimental € indireta e,
portanto, ndo conclusiva (Sonnewald, 2001).

A questdo relacionada ao envolvimento do etileno endbégeno na

regulacdo da dorméncia € bastante controversa. Aplicacdo de etileno (ou
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agentes liberadores de etileno) pode resultar em respostas antagonicas.
Dependendo da concentracdo e duracdo da exposicdo, a aplicacdo de
etileno pode acelerar ou retardar a brotacao de tubérculos. AplicacGes de
curto prazo podem resultar na quebra de dorméncia, enquanto aplicacées
por longos periodos podem inibir o crescimento das brotacdes (Rilski et
al., 1974; Alam et al., 1994). O mesmo resultado é obtido com aplicacdo
isolada de etefon (acido 2-cloroetilfosfénico, substancia liberadora de
etileno), ou em combinacdo com GAj;. Ambos tratamentos podem
estimular a brotagcdo. Por outro lado, outros resultados mostram inibicao
da brotacdo ou extensdo do periodo de dorméncia pelo etileno.
Aplicacbes de etefon, antes ou apdés a colheita, podem resultar na
extensao do periodo da dorméncia (Metlitskii et al., 1982; Korableva et al.,
1989; Tan & Thyman, 1989; Cvrikrova et al., 1994).

Dados baseados na inibicAio da acdo do etileno durante o
desenvolvimento in vitro de microtubérculos, pelo uso de AgNO3; ou 2,5-
norbornadieno (NBD) no tratamento de explantes nodais de batata,
apontam também para um papel importante do etileno no estabelecimento
da dorméncia dos microtubérculos (Suttle, 1998). Resultados de um
experimento, utilizando condicbes de armazenamento semelhantes as
utilizadas comercialmente, indicam que o etileno pode atrasar a brotacao
(Prange et al., 1998). Nesse estudo, também foi comparado o efeito do
CIPC com o do etileno, sendo o etileno tdo efetivo na promocédo da
dorméncia quanto o CIPC. O tratamento com etileno resultou em maior
acumulo de acucares soluveis. Porém, esse estudo foi realizado com uma
cultivar caracterizada por um longo periodo de dorméncia.

Em 2001, o governo canadense regulamentou o uso do etileno no
controle da brotagcdo da cultivar “Russet Burbank” (Pest Management
Regulatory Agency, 2001). Entretanto, desde a publicacdo dessa
regulamentacéo, pouco se publicou acerca do uso do etileno na inducao
de dorméncia de outras cultivares de batata.

O 1-metilciclopropeno (1-MCP) ¢é largamente utilizado para
conservacdo pos-colheita de frutos climatérios, por possibilitar seu
armazenamento por periodo maior de tempo, resultado da reducdo na

acado do etileno (Sisler & Serek, 1997). O 1-MCP é um produto nao-téxico
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e inodoro. Seu modo de agdo ocorre, preferencialmente, por meio da
inativacdo dos receptores de etileno. Isso resulta no efeito de bloqueio da
acdao do etileno. O 1-MCP liga-se ao receptor do etileno mais
eficientemente que o préprio etileno, por isso € efetivo em niveis
extremamente baixos, em doses da ordem de nL L™ (ppb) (Sisler & Serek,
1997). Apoés o tratamento com 1-MCP, algumas plantas, ou partes delas,
perdem a sensibilidade ao etileno; esse efeito é reversivel depois de certo
tempo, dependendo da dose aplicada (Sisler & Serek, 1997). O 1-MCP é
comercializado na forma de p6 contendo 0,14% do ingrediente ativo, que
é liberado quando entra em contato com solucao tampao alcalina ou agua
aquecida (40°C) (Porat et al., 1999).

Apesar de haver um grande numero de publicacdes sobre
tuberizacdo, pouco se conhece sobre os processos de dorméncia e
brotacdo de batatas, tanto em nivel bioquimico, como em niveis fisiol6gico
e molecular (Sonnewald, 2001). A compreensdo da fisiologia da
dorméncia de tubérculos é pré-requisito para a descoberta de uma
tecnologia eficaz no controle desse processo. Ha poucos trabalhos sobre
esse assunto na literatura brasileira (Daniels et al., 1982; Bisognin et al.,
1996; Jiméns et al., 1998). Ndo é encontrado, nessas referéncias,
nenhum estudo fisiolégico e/ou bioquimico caracterizando o
comportamento de diferentes gendtipos. Portanto, estudos devem ser
realizados a fim de se avaliar o real efeito do etileno no processo
fisiologico da brotacdo em diferentes cultivares. Este trabalho pretende
contribuir para uma melhor compreensdo da fisiologia pos-colheita de

genotipos brasileiros de batatas.



3) MATERIAL E METODOS
3.1) Material Vegetal

Tubérculos de batata (Solanum tuberosum) recém-colhidos e
escovados das cultivares Atlantic e Pérola foram obtidos da EMBRAPA
Clima Temperado, Pelotas (31° 46' 19" S) Rio Grande do Sul. A cultivar
Atlantic apresenta maior periodo de dorméncia e maior susceptibilidade
ao adocicamento, ocorrendo o oposto com a cultivar Pérola. Tubérculos
de batata recém-colhidos e escovados de outras duas cultivares foram
obtidos na ABASMIG - Associacado dos Bataticultores do Sul de Minas
Gerais, Pouso Alegre (22° 13' 48"S), Minas Gerais. A cultivar Agata
apresenta menor periodo de dorméncia que a cultivar Vivaldi, sendo ainda
desconhecida a susceptibilidade de cada uma delas ao adocicamento.

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Nutricdo e
Metabolismo e na Unidade de Processamento Minimo do Departamento
de Biologia Vegetal da Universidade Federal de Vicosa. Dois
experimentos foram montados, de forma semelhante, comparando-se
cultivares contrastantes quanto a duracdo de seus periodos de

dorméncia.

3.2) Design Experimental
3.2.1) Experimento 1

O primeiro experimento foi montado durante o verdao de 2003. Para
isso, cerca de 500 g de tubérculos de batata das cultivares Atlantic e
Pérola foram selecionados e armazenados em frascos de vidro de 1600
cm®, munidos de um pequeno ventilador para homogeneizacédo do
ambiente interno dos frascos (Figura 1). Os frascos foram
hermeticamente fechados com tampas e vedados com filme plastico e
silicone. As tampas continham septos de borracha, para aplicagcdo de
etileno e para coleta de amostras gasosas. Em seguida, os tubérculos de
batata foram expostos aos tratamentos contendo etileno, a concentracéo
de 4 mol m*, ou apenas ar atmosférico.

O etileno utilizado foi produzido por hidrélise alcalina do etefon
(acido 2-cloroetil fosfénico), como foi descrito por Abeles et al. (1992). Os

tubérculos foram expostos ao etileno durante 135 dias o qual foi aplicado
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somente nos frascos do tratamento com o fitorregulador através do septo
de borracha com o auxilio de uma micro-seringa.

A cada cinco dias, todos os frascos eram abertos por 15 min, de
forma a reduzir-se o acumulo de CO,. Nos tratamentos com etileno, o
mesmo era novamente aplicado. Os frascos de todos os tratamentos
foram mantidos no escuro em camara fria com temperatura controlada de
aproximadamente 15°C, durante os 135 dias de avaliac&o.

No interior dos frascos foi colocada uma pequena placa de Petri (3
cm de diametro) contendo 3 mL de uma solucéo de hidroxido de potassio
a 50%. A cada cinco dias as solu¢des das placas de petri eram coletadas
a fim de permitir o acompanhamento da taxa respiratoria, ao longo do
armazenamento. Amostras de 1 mL da solucdo de hidroxido de potassio
50% mantidas no interior dos frascos foram adicionadas a tubos de ensaio
de 23 mL, hermeticamente fechados com tampas de borracha. Com o
auxilio de uma seringa foi adicionado 1 mL de acido cloridrico 27% (v/v) a
cada amostra, para que ocorresse liberacdo do CO,. Em seguida,
amostras de 1 mL do ar contido nos tubos de ensaio foram retiradas com
o auxilio de seringas para quantificacdo do CO, em um cromatégrafo a
gas (modelo GC-3BT, Shimadzu, Kyoto, Japdo), equipado com uma
coluna Porapak Q, utilizando-se de um detector de condutividade térmica,
de acordo com Coleman & Mclnerney (1997). As temperaturas utilizadas
para a coluna, injetor e detector foram de 50, 75 e 50°C, respectivamente.

No tratamento sem aplicacdo de etileno, outra placa de Petri foi
colocada contendo 3 mL de uma solucao de perclorato de mercuario 1 mol
L™ (Abeles et al., 1992). A cada cinco dias as solucdes das placas de petri
eram coletadas a fim de permitir o acompanhamento da taxa de producéo
de etileno, ao longo do armazenamento. Amostras de 1 mL das solucdes
de perclorato de merctrio 1 mol L™ mantidas no interior dos frascos onde
nao se adicionou o etileno, foram transferidas para tubos de ensaio de 23
mL, hermeticamente fechados com tampas de borracha. Com o auxilio de
uma seringa foi injetado, em cada amostra, 1 mL de uma solucdo de
cloreto de potassio 1 mol L, para que ocorresse uma reacéo de liberacdo
do etileno (Abeles, 1973). Em seguida, amostras de 1 mL do ar contido

nos tubos de ensaio foram retiradas, com o auxilio de seringas, para
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guantificacdo do etileno em cromatdgrafo a gas (modelo 5890, serie Il,
Hewlett-Packard Canada Ltda., Mississauga, Canada), equipado com
uma coluna de alumina ativada (Porapak N; 80-100 mesh, 100cm x 6mm).
O fluxo dos gases nitrogénio, ar atmosférico e de hidrogénio foram de 30,
130 e 20 mL m™, respectivamente. As temperaturas da coluna, injetor e
detector de chama ionizada foram de 60, 100 e 150°C, respectivamente.
A quantificacdo do etileno foi realizada pela comparacdo da integracao
das areas dos picos das amostras, em comparagdo com areas de padrédo

auténtico de etileno, determinados em um integrador HP 3395A.

Figura 1. Frascos utilizados no armazenamento dos tubérculos.

A cada 10 dias, amostras de tubérculos de batata eram coletadas,
perfurando-se transversalmente os tubérculos com um furador de rolhas
de 1 cm de diametro. Cada cilindro era fatiado em pedacos de 1 mm de
espessura, 0Ss quais eram congelados imediatamente em nitrogénio
liquido, e transferidos para um freezer a —80°C, para analises posteriores.
Os tubérculos de batata que serviram para coleta de amostras de tecido
vegetal ndo retornavam aos frascos sendo retirados do experimento.

Aproximadamente 100 mg de tubérculos de batata previamente
coletados e armazenados a —80°C, foram triturados com o auxilio de
almofarizes e bastdes de porcelana. Em seguida, foram utilizados 800 ni
de etanol 80% para a preparacdo dos extratos. As amostras preparadas

foram incubadas a 80°C, por 20 min e, em seguida, centrifugadas a 14000
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g. O sobrenadante foi coletado e armazenado a —12°C. Ao residuo, foram
adicionados 150 nL de etanol 80% para lavagem sendo o material,
novamente, centrifugado a 14000 g. O sobrenadante foi coletado e
armazenado conjuntamente ao sobrenadante da primeira centrifugacao.
As amostras dos extratos etandlicos foram utilizadas para a determinacao
de aclcares soliveis. Os residuos das centrifugacdes foram
armazenados a —12°C, para serem utilizados na determinacdo de amido,
conforme Trethewey et al. (1998). Para a determinacdo dos acucares
soluveis utilizaram-se 270 nL de meio, contendo 20 nL do extrato
etandlico, imidazol (100 mmol LY pH 6,9), NAD* (2 mmol L?), ATP (1
mmol L%) e desidrogenase da glicose 6-fosfato (10° U mL™). A
determinacdo dos acUcares solUveis constituiu-se na quantificacdo da
reducdo do NAD" a NADH, a partir da oxidacdo da glicose-6-fosfato, o
qgual foi determinado a 340 nm (Trethewey et al., 1998). Para a
determinacdo de glicose, hexocinase (1,4 U mL™Y) foi adicionada ao meio
descrito acima (Trethewey et al., 1998) e, posteriormente 5 niL de uma
solucado saturada de invertase para determinacao da sacarose (Trethewey
et al.,, 1998). Em todas as determinacbes espectrofotométricas dos
acucares soluveis, foi utilizado um leitor de placa de ELISA, (Versamax,

Molecular Devices Inc, Sunnyvale, EUA).

3.2.2) Experimento 2

No segundo experimento, ndo foi possivel utilizarem-se as mesmas
cultivares de batata, devido a perda de producao dos tubérculos na horta
experimental da UFV, em consequéncia de problemas fitossanitarios, bem
como a falta de disponibilidade de tubérculos na Embrapa Clima
Temperado (Pelotas-RS). Decidiu-se entdo escolher outras duas
cultivares, uma com dorméncia leve (cultivar Agata) e outra com
dorméncia profunda (cultivar Vivaldi), que tivessem importancia
econdmica para Minas Gerais.

O segundo experimento foi montado utilizando a mesma
metodologia e nas mesmas condicbes do experimento 1 durante o

inverno de 2004. Os tubérculos de batata foram submetidos aos
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tratamentos contendo etileno, na concentracdo de 4 mol m™, durante 60
dias, 1-Metilciclopropeno, & concentracdo de 0,5 mol m™, ou apenas
atmosfeérico.

O tratamento dos tubérculos com 1-MCP, foi reduzido através da
exposicdo dos mesmos ao produto durante 24 h, no escuro a 25°C, em
uma camara hermética de 186 L, contendo, um pequeno ventilador para
homogeneizacdo do ambiente. O gas de 1-MCP foi gerado misturando-se
Agrofresh™ (SmartFresh Inc.) e &gua destilada. No restante do periodo
de armazenamento os tubérculos foram mantidos nos frascos de vidro de
1600 cm?, descritos anteriormente, sob ar atmosférico, até o término do
experimento, apos 60 dias.

A perda de massa fresca foi avaliada apdés 40 e 60 dias de

armazenamento a baixas temperaturas.

3.3) Agucares Sollveis e Amido

Aproximadamente 100 mg de tubérculos de batata previamente
coletados e armazenados a —80°C, foram triturados com o auxilio de
almofarizes e bastbes de porcelana. Em seguida, foram utilizados 800 ni
de etanol 80% para a preparacdo dos extratos. As amostras preparadas
foram incubadas a 80°C, por 20 min. Em seguida foram centrifugadas a
14000 g. O sobrenadante foi coletado e armazenado a —12°C. Ao residuo,
foram adicionados 150 ni de etanol 80% para lavagem sendo o material,
novamente, centrifugado a 14000 g. O sobrenadante foi coletado e
armazenado conjuntamente ao sobrenadante da primeira centrifugagéo.
As amostras dos extratos etandlicos foram utilizadas para a determinacao
de acucares solaveis. Os residuos das centrifugacbes foram
armazenados a —12°C, para serem utilizados na determinacéo de amido,
conforme Trethewey et al. (1998). Para a determinacdo dos acucares
solaveis utilizaram-se 270 nL de meio, contendo 20 nL do extrato
etandlico, imidazol (100 mmol L™; pH 6,9), NAD" (2 mmol L™), ATP (1
mmol L) e desidrogenase da glicose 6-fosfato (10° U mLY). A
determinacdo dos acgUcares solUveis constituiu-se na quantificacdo da

reducdo do NAD" a NADH, a partir da oxidacdo da glicose-6-fosfato, o
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qual foi determinado a 340 nm (Trethewey et al., 1998). Para a
determinacdo de glicose, hexocinase (1,4 U mL™) foi adicionada ao meio
descrito acima (Trethewey et al., 1998). Em seguida, adicionou-se
isomerase da glicose-6-fosfato (1,4 U mL™), para a determinacédo de
frutose e, finalmente 5 nL de uma solucdo saturada de invertase para
determinagcéo da sacarose (Trethewey et al., 1998). A concentracdo de
cada acucar foi calculada a partir da diferenca entre as absorvancias final
e inicial, utilizando-se o coeficiente de extingdo de 6,22 mol L* cm™
(Trethewey et al.,, 1998), sendo que se considerou a estequiometria da
reducdo de 1 mol de NAD" para cada mol de glicose e frutose, e de 2
moles de NAD" para cada mol de sacarose.

O amido foi determinado a partir da suspenséao do residuo restante
do extrato etandlico. O residuo foi suspenso em 1 mL de KOH (200 mmol
L"), homogeneizado e incubado a 95°C, por 1 h. Em seguida, foram
adicionados 70 nL de acido acético, para neutralizacdo. A solucéo foi
centrifugada por 10 min, a 14000 g. ApOs a extracdo, o amido foi
hidrolizado em meio de reacdo com volume final de 150 ni, utilizando-se
100 L do extrato etandlico, tamp&o citrato (100 mmol L™ pH 4,6) e
amiloglicosidase (420 U mL™). A determinacdo da concentragéo de amido
foi estimada pela quantidade de glicose formada, em reacédo idéntica a
determinacdo de glicose dos extratos etandlicos. Em todas as
determinacdes espectrofotométricas dos acucares sollveis e amido, foi
utilizado um leitor de placa de ELISA, (Versamax, Molecular Devices Inc,
Sunnyvale, EUA).

3.4) Atividades Enzimaticas

Aproximadamente 300 mg de tubérculos de batata, armazenados a
—80°C, foram triturados com o auxilio de almofarizes e bastdes de
porcelana. Em seguida, as amostras foram extraidas em Hepes-KOH (50
mmol L™ pH 7.4), MgCl, (5 mmol L), EDTA (1 mmol L), EGTA (1 mmol
L"), DTT (5 mmol L%, benzamidina (2 mmol L™), &cido e-amino-n-
capréico (2 mmol L), PMSF (0,5 mmol L), glicerol (10%; v/v) e Triton X-
100 (0,1%; v/v) (Geigenberger & Stitt, 1993).
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Aplicou-se 1 mL das amostras obtidas em colunas de
dessalinizacdo Sephadex G25, equilibradas com a mesma solugao
utilizada para extracdo. Em seguida, as amostras foram deslocadas na
coluna, apos a aplicacdo de 1 mL da solucdo de extracdo. Os eluatos
originados, apds a passagem nas colunas, foram coletados e
armazenados a —80°C, até serem utilizados nos ensaios enzimaticos.

Foram determinadas as atividades das invertases acida e alcalina
(E.C. 3.2.1.26), fosforilase do amido (E.C. 2.4.1.1), sintase da sacarose-
fosfato (SPS; E.C. 2.4.1.14) e a atividade amilolitica total (E.C. 3.2.1.2; a
e b-amilase).

A atividade da sintase da sacarose fosfato (SPS) foi determinada
segundo Huber et al. (1989), em 70 nL de meio de reacdo, contendo
MOPS-KOH (50 mmol L' pH 7,4), MgCl, (12 mmol L), DTT (1 mmol L™
e UDP-glicose (6 mmol L™Y). Para o ensaio n&do seletivo (Vima), glicose-6-
fosfato (34 mmol L) e frutose-6-fosfato (12 mmol L™) foram adicionados
ao meio de reacdo. No ensaio seletivo (Vse), adicionou-se glicose-6-
fosfato (6 mmol L™Y), frutose-6-fosfato (2 mmol L™) e fésforo inorganico (5
mmol LY. Para ambos os ensaios, utilizaram-se 50 ni do extrato
dessalinizado. Apdés 20 min, a reac¢ao foi paralisada com 70 nL de KOH
(5mol L. Em seguida, adicionou-se 1 mL de antrona (0,15%) em H,SO4
(27 mol L") em cada microtubo. Os microtubos foram incubados, por 20
min, a 40°C. A determinacdo da atividade da SPS foi estimada pela
quantificacdo de sacarose formada através da leitura da absorvancia das
amostras a 620 nm, utilizando-se uma curva da calibracdo de sacarose.

A atividade da invertase acida foi determinada conforme
Geigenberger & Stitt (1993), em 100 nL de meio de reacdo contendo
tampao acetato (60 mmol L™Y; pH 4,7), sacarose (100 mmol L) e 60 ni de
extrato dessalinizado. Ap6s 3 h, a 37°C, a reacao foi neutralizada com 15
n. de tampéo fosfato de sodio (pH 7,2), e interrompida por fervura
durante 5 min. Determinou-se a concentracdo de glicose formada, apés a
reacao, conforme foi descrito para a determinacdo de acucares soluveis.
A atividade da invertase alcalina foi determinada conforme Geigenberger
& Stitt (1993). A 100 nL de meio de reacdo, adicionaram-se 80 ni de
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extrato dessalinizado, HEPES-KOH (100 mmol L:pH 7,5) e sacarose
(100 mmol L™). Apés 1 h, a 37°C, a reacéo foi interrompida por fervura
durante, 5 min. Em seguida, tomaram-se 10 nL da solu¢cdo do meio de
reacdo para a determinacdo de glicose, como foi descrito para a
determinacdo de acucares solluveis.

A atividade da fosforilase do amido foi determinada conforme
Sweetlove et al. (1996). Para tanto, 10 niL de extrato dessalinizado foram
adicionados em um meio de reacdo contendo tampdo HEPES-KOH (50
mmol L™"; pH 7,4), MgCl, (5 mmol L™, NAD* (0,25 mmol L™), glicose-1,6-
bisfosfato (0,024 mmol LY, fosfoglicomutase (2 U mL™?), Na,HPO, (4,5
mmol L) e desidrogenase da glicose-6-fosfato (1,4 U mL™) perfazendo
um volume de 300 ni. A reacao foi iniciada com a adicdo de amilopectina
(0,0025% pl/v). A atividade enzimatica foi medida pela alteracdo na
absorvancia das amostras a 340 nm.

A atividade amilolitica total (a- e b-amilases) foi determinada
conforme Robinson et al. (1988). Para tanto, 80 nL do extrato
dessalinizado foram adicionados a um meio de reacédo contendo solugcao
de amido (500 ny mL™) e CaCl, (400 ngy mL™Y), perfazendo um volume de
850 niL. As misturas foram incubadas, por 20 min, a 37°C. Em seguida
foram adicionados 100 nL de lugol e 500 nL de agua sendo as
absorvancias lidas em espectrofotbmetro a 620 nm. Como padréo, foi
utilizada curva de calibragéo preparada com amido.

3.5) Delineamento Experimental

O delineamento experimental utilizado nos dois experimentos foi
inteiramente casualizado. O primeiro experimento foi realizado com quatro
tratamentos, em esquema fatorial 2x2 (duas cultivares versus tratamento
com e sem etileno), utilizando as cultivares Atlantic e Pérola. O segundo
experimento foi realizado com seis tratamentos, em esquema fatorial 2x3
(duas cultivares versus tratamento com e sem etileno, e com 1-MCP).
Cada tratamento possuia cinco repeti¢cdes, sendo a unidade experimental

representada por um frasco contendo cinco batatas. A determinacdo da
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significancia estatistica das diferengcas entre as meédias em ambos
experimentos foi feita com teste de Duncan, a 5% de probabilidade.
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4) RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1) Experimento 1

4.1.1) Efeito do Etileno na Fisiologia Pds-Colheita das Cultivares
Atlantic e Pérola
4.1.1.1) Efeito do Etileno nas Brotac¢des

A brotacdo dos tubérculos na cultivar Atlantic, no tratamento sem
etileno, iniciou-se somente aos 105 dias, e aos 125 dias, no tratamento
com etileno (Figuras 2 e 3). Portanto, observa-se que o etileno retardou
em 20 dias o inicio da brotacéo.

Atlantic

W Etileno
O Sem Etleno

Ndmero de brotacdes
o
L

O T T T T T T T T
80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135

Tempo (dias)

Pérola

W Etileno
0O Sem Etileno

NUmero de brotacdes
o
L

80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135
Tempo (dias)

Figura 2. Efeito do etileno no nimero médio de brota¢ges, em tubérculos de batata de
diferentes cultivares, ao longo do periodo de armazenamento, a 15°C. Diferencas
significativas entre as médias (P< 0,05) dos tratamentos, para 0 mesmo tempo e cultivar,
sdo indicadas por asterisco. As barras indicam o erro-padrédo da média n = 5.

Na cultivar Pérola que apresenta menor periodo de dorméncia, a

brotacdo iniciou-se aos 85 dias, no tratamento sem etileno, e aos 90
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dias, no tratamento com etileno, resultando em um atraso de apenas
cinco dias no inicio da brotacédo (Figuras 2 e 3). Portanto, a aplicacéo de
etileno mostrou-se mais eficiente no prolongamento da dorméncia da
cultivar Atlantic. O comportamento observado no diametro das brotacées

em ambas as cultivares foi bastante similar ao nimero de brotacdes.

Atlantic

| Etileno
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z o ;Eﬁﬁﬂﬂﬂ
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w
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Pérola

| Etileno
0O Sem Etileno

Diametro das brotacdes
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80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135
Tempo (dias)

Figura 3. Efeito do etileno no didmetro médio das brota¢des em tubérculos de batata de
diferentes cultivares ao longo do periodo de armazenamento, a 15°C. Diferencas
significativas entre as médias (P< 0,05) dos tratamentos, para 0 mesmo tempo e cultivar,
sdo indicados por asterisco. As barras indicam o erro-padrao da média n = 5.

Neste trabalho, a aplicacdo de etileno prolongou a dorméncia dos
tubérculos da cultivar Atlantic. Apesar de ndo haver diferenca significativa
no comprimento médio e no diametro médio das brotacdes, visualmente o
desenvolvimento das brotacGes foi afetado pelo etileno. As brotacdes se
apresentaram sob a forma de um tecido caloso desorganizado (Figura 4).

O acumulo de etileno, observado em respostas morfogenéticas, tem efeito
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adverso no desenvolvimento de diversas plantas (Kumar et al., 1998). O
fitorregulador, em altas concentracbes, afeta a diferenciacdo, o
desenvolvimento, a morfologia e o crescimento de diversas plantas. A
causa principal dessas modificacbes morfologicas esta ligada as
interacbes altamente complexas e ainda pouco compreendida entre
reguladores de crescimento. Sabe-se que a aplicagdo de auxinas e
citocininas (Gude & van der Plas, 1985) pode estimular a producéo do gas
gue resultaria em um aumento nos niveis de acido abscisico (Grossmann,
2000) que € considerado um inibidor endégeno de crescimento.
Possivelmente a aplicacdo de etileno levou a um desequilibrio entre os
reguladores de crescimento dos tubérculos de batata o que resultou na
desorganizacao do tecido das brotacfes. A inibicdo do desenvolvimento
das brotacdes também foi visivel na cultivar Pérola.

Diversos estudos demonstraram que além de desequilibrar os
niveis dos fitorreguladores, o tratamento com etileno pode influenciar a
dorméncia de tubérculos de batata, podendo estender (Cvikrova et al.,
1994) ou quebrar (Rylski et al., 1974) a dorméncia do tubérculo. Muitos
indicam que a aplicagdo continuada de etileno pode resultar na
supressao do crescimento das brotacdes (Elmer 1932; Rylski et al. 1974;
Timm et al. 1986; Prange et al. 1998). Outros indicam que o etileno pode
promover o acumulo de glicoalcalbides (Bergenstrahle et al., 1992),
compostos téxicos para o organismo humano (Slanina, 1990) e que
certamente inviabilizariam o tratamento. Pode estimular a respiracao
(Reid & Pratt, 1972) causando a degradacao de carboidratos reduzindo o

peso dos tubérculos e tendo como conseqiéncia a depreciacdo do

produto.

Figura 4. Efeito do etileno na morfologia das brotagbes em tubérculos de batata de
diferentes cultivares, armazenados a 15°C. Da esquerda para direita: Atlantic com
etileno (AC), Atlantic sem etileno (AS), Pérola com etileno (PC) e Pérola sem etileno
(PS).
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Os estudos realizados por Prange et al. (1998) examinaram o
impacto do tratamento com etileno por longo periodo na supresséo das
brotacbes e bem como a avaliacdo comercial desse tratamento como
uma alternativa ao tratamento com cloropropano (CIPC). Os estudos
mostraram que o tratamento continuado com etileno (4 mol m?) de
batatas “Russet Burbank”, resultou em um atraso da iniciacdo da
brotacdo, bem como uma redugcdo na massa das brotacbes, em
comparagcao com os tubérculos ndo tratados. Além disso, foi observada
uma reducdo no nimero de brotacdes nos tubérculos em que se aplicou

etileno.

4.1.1.2) Producéao de Etileno

A producdo de etileno foi maior na cultivar com baixo nivel de
dorméncia (Pérola), do que na cultivar com nivel de dorméncia maior
(Atlantic) aos 45, 85 e 105 dias de armazenamento. Aumentos
significativos antecederam ao inicio da brotacdo, alcancando maiores
niveis posteriormente a brotacdo, acompanhando o desenvolvimento dos
brotos (Figura 5). Mesmo a cultivar Pérola produzindo mais etileno que a
cultivar Atlantic a quantidade é muito inferior aquela requerida para a
inibicdo da brotac&o. A aplicacdo do gas foi 10'? vezes maior que a sua
producdo nos tubérculos de batata. Sabe-se que o etileno desempenha
um papel importante na regulacdo do periodo de dorméncia em
tubérculos de batata. Estudos utilizando inibidores da acédo do etileno
promoveram a quebra de dorméncia e brotagdo prematura dos
tubérculos de batata (Suttle, 1998). De acordo com Suttle (1998), os
tubérculos ndo tratados de batata produzem quantidades limitadas de
etileno. Em tubérculos dormentes a producéo de etileno é extremamente
baixa durante o periodo de armazenamento, resultado similar ao
observado no presente trabalho principalmente para a cultivar Atlantic. A
crescente producéo de etileno, observada em ambas cultivares, pode ser
um indicativo da participacdo do fitormbnio no inicio da brotacdo. O
mesmo resultado apresentado neste trabalho foi observado por Suttle
(2003), onde foi visto que o inicio da brotacdo em tubérculos néo-

dormentes foi acompanhado por um aumento marcante na taxa da
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producédo do etileno, embora o significado fisiol6gico deste aumento seja
desconhecido. Visto que os niveis enddgenos de etileno relacionaram-se
com o inicio da brotacdo, era de se esperar uma maior producdo de
etileno na cultivar Pérola (dorméncia leve) comparativamente a cultivar

Atlantic (dorméncia profunda).
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—~ 5,0+ m Pérola Sem Etileno
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Figura 5. Producdo média de etileno em tubérculos de batatas de diferentes cultivares,
ao longo do periodo de armazenamento, a 15°C. Diferengas significativas entre as
médias (P< 0,05) dos tratamentos, para 0 mesmo tempo entre as cultivares, sao
indicadas por asterisco. As barras indicam o erro-padréo da média n = 5.

4.1.1.3) Efeito do Etileno nas Concentracdes de Glicose e Sacarose
nos Tubérculos

A aplicacdo de etileno nado afetou significativamente as
concentracdes de glicose (Figura 6) na cultivar Atlantic. Diferencas
significativas foram observadas apenas na cultivar Pérola, em dois
periodos especificos de armazenamento (65 e 105 dias). Sendo assim,
nao foi possivel relacionar o teor de glicose a aplicacéo de etileno, pois a
variacdo ocorreu tanto no controle quanto no tratamento com etileno.
Embora néo tenham apresentado diferencas significativas consistentes,
as médias de ambas cultivares, obtidas na presenca do etileno, foram
em sua maioria, superiores as observadas na auséncia desse
fitorregulador. Durante o armazenamento de tubérculos observou-se uma
degradacdo acelerada do amido e acumulo tanto de hexoses
provenientes da degradacdo da sacarose quanto de carboidratos
intermediarios da via glicolitica (Hajirezaei et al., 2003). Esses acucares

podem ser utilizados para a manutencdo da respiracdo dos tubérculos
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durante o periodo de armazenamento, uma vez que se observa um
aumento moderado da taxa respiratéria, além de poder contribuir para o

desenvolvimento das brotagdes.
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Figura 6. Efeito do etileno nas concentragdes médias de glicose, em tubérculos de batata
de diferentes cultivares, ao longo do periodo de armazenamento, a 15°C. Diferencas
significativas entre as médias (P< 0,05) dos tratamentos, para o0 mesmo tempo e cultivar,
séo indicadas por asterisco. As barras indicam o erro-padrdo da média n = 5.

Paralelamente, foi observada uma variacdo nas concentragdes de
sacarose nos tubérculos de ambas as cultivares (Figura 7) apresentando
valores significativos aos 25 e 45 dias de armazenamento para a cultivar
Atlantic e 45 e 65 dias para a cultivar Pérola tratados como etileno. A
variagdo foi mais proeminente na cultivar Atlantic em média 200 vezes

maior que na cultivar Pérola. Nao foi possivel realizar qualquer inferéncia
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sobre o efeito do etileno no metabolismo de aglcares apenas com essas

informacoes.
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Figura 7. Efeito do etileno nas concentracdes médias de sacarose em tubérculos de
batata de diferentes cultivares, ao longo do periodo de armazenamento, a 15°C.
Diferengas significativas entre as médias (P< 0,05) dos tratamentos, para 0 mesmo
tempo e cultivar, sdo indicados por asterisco. As barras indicam o erro-padréo da média
n=>5.

Durante a brotacéo de tubérculos da batata, o metabolismo celular
desloca-se da sintese de complexos compostos de reserva para a
degradacdo e utilizacdo de compostos mais simples (Hajirezaei et al.
2003) para o desenvolvimento dos brotos. No processo, a quebra do
amido conduz a formacdo de acuUcares solluveis. Nesse periodo, a
degradacdo do amido é detectavel e a fase inicial do crescimento das
brotacbes € iniciada pela sacarose pré-formada em tubérculos

armazenados (Sonnewald, 2001; Hajirezaei et al., 2003).
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Os resultados do primeiro experimento permitiram verificar que a
aplicacao de etileno pode provocar uma modesta alteracdo no periodo de
dorméncia dos tubérculos. Além disso, o etileno pareceu inibir o
desenvolvimento das brotagcdes de modo semelhante ao observado em
Prange et al. (1998). Rilski et al. (1974) também observaram o efeito do
etileno sobre tubérculos de batata armazenados. Eles constataram um
efeito dicotdmico do etileno na fisiologia dos tubérculos. O etileno aplicado
por curto periodo atuou na quebra da dorméncia, estimulando a brotacéao,
enquanto o etileno aplicado por um longo periodo inibiu o inicio da
brotacdo nos tubérculos armazenados. Além disso, ndo houve grandes
alteracbes nos niveis de acUcares, apenas um ligeiro acumulo de
carboidratos.

O etileno endbdgeno pode estar relacionado também com a inibicdo
de brotagbes em associacdo com outros fitorreguladores (Suttle, 2003).
Estes resultados sugerem que a aplicacdo de 1-MCP, inibidor da ligacéo
do etileno aos sitios de reconhecimento celular, pode resultar no
retardamento da brotacdo, razdo pela qual foi produzido o segundo

experimento, verificar-se-a4 a agdo deste composto.

4.2) Experimento 2
4.2.1) Efeito do Etileno e do 1-Metilciclopropeno na Fisiologia P6s-
Colheita das Cultivares Agata e Vivaldi

A perda de massa fresca dos tubérculos, aos 40 dias de
armazenamento, foi maior na cultivar Agata, embora sem diferencas
entre os tratamentos (Figura 8). Essa perda de massa pode estar ligada
a mais rapida brotacdo da cultivar, uma vez que o0 surgimento de
brotacdes, nessa cultivar, iniciou-se aos cinco dias de armazenamento.
O processo de brotacdo resultou em maiores taxas respiratorias e da
transpiracdo dos seus tubérculos, visto que as barreiras a difusdo dos

gases sdo menores nos tecidos jovens das brotacdes.
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Figura 8. Perda média de massa fresca em tubérculos de batata das cultivares Agata e
Vivaldi, submetidas a diferentes tratamentos, apés 40 dias de armazenamento a 15°C.
Diferengas significativas entre as médias (P< 0,05) dos tratamentos, para a mesma
cultivar, sao indicadas por asterisco. As barras indicam o erro-padrdo da média n = 5.

Na cultivar Vivaldi, observou-se (Figura 8) que os tubérculos
expostos ao etileno tiveram uma perda média de massa fresca
significativamente menor (1%) que os demais tubérculos nos tratamentos
com 1-MCP e no controle. Nestes tratamentos, as perdas ficaram
proximas de 1,5%.

Aos 60 dias de armazenamento, o0s tubérculos de batata
continuaram a mesma tendéncia de perda de massa fresca (Figura 9),
embora uma acentuacdo da perda com o aumento do periodo de
armazenamento tenha ocorrido. A cultivar Agata apresentou, novamente,
as maiores perdas de massa fresca, perdas essas que foram similares em
todos os tratamentos. Novamente, a aplicacdo de etileno reduziu,
significativamente, essas perdas na cultivar com maior periodo de
dorméncia (cv. Vivaldi). O 1-MCP, independentemente do tempo de
armazenamento, ndo alterou significativamente a perda de massa fresca.
A brotacdo € a causa principal das perdas durante o armazenamento de
batatas. Ela reduz a massa dos tubérculos de batata devido a evaporacao
intensa da 4gua das superficies das brotacées além de diminuir o nimero

de batatas comercidveis (Afek & Warshavsky, 1998).
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Figura 9. Perda média de massa fresca em tubérculos de batata das cultivares Agata e
Vivaldi, submetidas a diferentes tratamentos, apos 60 dias de armazenamento a 15°C.
Diferencas significativas entre as médias (P< 0,05) dos tratamentos, para a mesma
cultivar, sdo indicadas por asterisco. As barras indicam o erro-padréo da média n = 5.

4.2.1.1) Efeito do Etileno nas Brotacodes

Uma répida e inesperada brotacdo dos tubérculos foi observada no
segundo experimento (Tabela 1). A definicdo da caracteristica de
dorméncia profunda para a cultivar Vivaldi, e de dorméncia leve, para a
cultivar Agata, feita pela EPAMIG, baseia-se no tempo de brotacio
observado quando as cultivares sdo armazenadas a temperatura de 2°C.
N&o era, até entdo, conhecido o comportamento da dorméncia dos
tubérculos dessas cultivares, sob armazenamento a 15°C. A manutencao
da mesma temperatura do experimento 1 (15 °C), foi definida visando

possibilitar maiores comparacdes entre os dois diferentes experimentos.

Tabela 1. Nimero médio de brotagdes em tubérculos de batata das cultivares Agata e
Vivaldi submetidas a diferentes tratamentos, ao longo do periodo de armazenamento, a
15°C. Asteriscos indicam diferenca significativa entre as médias dos tratamentos, em
relacdo ao tratamento sem etileno, para a mesma cultivar (P<0,05) valor + indica o erro-
padrédo da média n = 5. ND significa valor nao determinado.

NuUmero médio de brotagbes
Tempo (dias)

Cultivar Tratamento

5 20 35 40 60
Etileno 8,0+0,2 ND ND 80+02 80+0,2
Agata Sem Etileno  8,0+0,2 ND ND 80+0,2 8,002
1-MCP 8,0+0,2 ND ND 80+02 80+0,2
Etileno ND *3,0+0,3 ND 30+03 30%0,3
Vivaldi  Sem Etileno ND ND 20+03 20%03 20%0,3
1-MCP ND ND 20+02 20%02 20+0.2
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A cultivar Agata apresentou brotacdo aos cinco dias de
armazenamento, o0 que ocorreu independentemente da aplicacdo de
etileno e 1-MCP. A cultivar Vivaldi apresentou brotacdo entre 15 e 30
dias mais tarde que a cultivar Agata, dependendo do tratamento
aplicado, indicando uma maior dorméncia dos tubérculos dessa cultivar.

Os periodos requeridos para a brotacdo, nas cultivares Agata e
Vivaldi, foram muito inferiores aqueles observados no primeiro
experimento. Naquele experimento, foram necessarios 105 dias para
haver brotacdo na cultivar de dorméncia profunda (entre 20 e 35 dias no
segundo experimento), e de 85 dias para a cultivar de dorméncia leve
(cinco dias neste experimento). Embora sejam gendtipos diferentes, a
dimensao dessas variacfes sugere que outros fatores também possam
ser responsaveis por tais diferencas. Talvez uma importante diferenca
seja de que os tubérculos utilizados no primeiro experimento foram
provenientes de uma safra de inverno e de um cultivo sob uma latitude
maior (Pelotas - 31° 46' 19" S), sendo sujeitos a menores irradiancias e
temperaturas. Ao contrario, 0s tubérculos utlizados no segundo
experimento foram provenientes do cultivo de primavera, em uma latitude
menor (Sul de MG - 22° 13' 48" S), sendo entdo sujeitos a temperaturas e
irradiancias bem mais elevadas. Segundo McGee et al. (1987, 1988),
tanto a temperatura quanto a irradiancia influenciam o desenvolvimento
das brotacbes. Altas temperaturas aceleram o processo de
envelhecimento fisioldégico dos tubérculos e consequentemente reduzem
o periodo de dorméncia. Em um experimento realizado por McGee et al.
(1987) observou-se que houve um crescimento linear das brotacbes a
medida em que se aumentou a temperatura. Sendo assim, a temperatura
afeta o periodo de dorméncia dos tubérculos. Quanto menores forem as
temperaturas, menor é o desenvolvimento das brotacfes. A luz afeta
diretamente a taxa de crescimento das brotacdes apds o término da
dorméncia. O fator principal é a exposicdo luminosa recebida pelo
tubérculo, o que ir4 determinar a magnitude de supresséo das brotacdes.
A inibicdo esta muito mais relacionada com a energia recebida do que
com a duracdo ou a intensidade luminosa (McGee et al.1987, 1988).

Quanto menores forem as irradiancias, menor € o desenvolvimento das
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brotacbes. Sabe-se que a percepcdo do fotoperiodo esta ligada
intimamente ao periodo de dorméncia dos tubérculos de batata ainda
durante o processo de tuberizacdo (Coleman & Coleman, 2000), mas o
efeito da luz sobre os tubérculos de batata ainda € obscuro.
Possivelmente o fator determinante para a diferenca no periodo de
dorméncia entre as cultivares do primeiro experimento (Atlantic e Pérola)
e as cultivares do segundo experimento foi a temperatura.

Outro efeito observado neste experimento, que contrasta com 0sS
resultados do primeiro, foi a ineficacia do etileno em postergar a brotacao,
na cultivar de maior dorméncia (Vivaldi), como, em contraste, foi
observado com a cultivar Atlantic. Este comportamento pode estar
relacionado tanto a fatores genotipicos na resposta ao etileno, como
ligada as condi¢cdes ambientais de producédo dos tubérculos utilizados nos
dois experimentos.

Nas Tabelas 2 e 3, é possivel verificar que o etileno e o 1-MCP

afetaram o desenvolvimento das brotacdes de ambas cultivares.

Tabela 2. Comprimento médio das brota¢cbes em tubérculos de batata das cultivares
Agata e Vivaldi submetidas a diferentes tratamentos, ao longo do periodo de
armazenamento, a 15°C. Asteriscos indicam diferenca significativa entre as médias dos
tratamentos em relagéo ao tratamento sem etileno para a mesma cultivar (P<0,05) valor
* indica o erro-padréo da média n = 5. ND significa valor ndo determinado.

Comprimento médio das brotagdes (mm)

Tempo (dias)

Cultivar Tratamento

5 20 35 40 60

Etileno *0,2+0,0 ND ND *43+05 *98+0,2

Agata  Sem Etileno 0,6+0,0 ND ND 84+03 19,1+0.22
1-MCP *0,9+0,0 ND ND 8,7+03 *16,8+0,2

Etileno ND 0,0+0,0 ND *49+04 *95+04

Vivaldi Sem Etileno ND ND 00+00 3,1+02 145+0,3
1-MCP ND ND 000+0,0 3,7+02 *182+0,2
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Tabela 3. Diametro médio das brotacées em tubérculos de batata das cultivares Agata e
Vivaldi submetidas a diferentes tratamentos, ao longo do periodo de armazenamento, a
15°C. Asteriscos indicam diferenca significativa entre as médias dos tratamentos em
relagédo ao tratamento sem etileno para a mesma cultivar (P<0,05) valor * indica o erro-
padrdo da média n = 5. ND significa valor ndo determinado.

Diametro médio das brotacdes (mm)

Tempo (dias)

Cultivar Tratamento

5 20 35 40 60
Etileno *0,3+0,0 ND ND *44+02 *98+0,2

Agata  Sem Etileno 0,5+0,0 ND ND 84+0,1 19,1400
1-MCP *1,0+£0,0 ND ND 87+03 *16,8+0,2
Etileno ND 0,0+0,0 ND 27+02 *470+0,0

Vivaldi  Sem Etileno ND ND 0,0+0,0 26+02  6,55+0,.2
1-MCP ND ND 0,0+ 0,0 34+04 6,35+0,1

Como foi observado no primeiro experimento, também nas
cultivares Agata e Vivaldi, foi possivel verificar um efeito inibitério do
etileno sobre o crescimento das brotacdes (na cultivar Agata, em todas as
andlises, e na cultivar Vivaldi, na analise realizada aos 60 dias). O 1-MCP
aumentou o comprimento das brotacdes aos 5 dias de armazenamento,
na cultivar Agata, ao passo que diferencas significativas, para o genétipo
com maior dorméncia (Vivaldi) foram verificadas na analise realizada aos
60 dias.

Assim, como foi observado para os comprimentos médios, 0s
diametros médios das brotacdes dos tubérculos da cultivar Agata,
expostos ao etileno, também apresentaram os valores menores ao longo
de todo o periodo de armazenamento analisado (Tabela 3), o que segue a
mesma tendéncia observada no primeiro experimento, com outros
genotipos. Pode-se observar que o 1-MCP apresentou uma tendéncia,
ainda que bastante sutil, oposta ao etileno, embora as diferencas tenham
sido somente significativas aos 60 dias de armazenamento. O aspecto
visual das brotacdes da cultivar Agata, em consequiéncia da aplicacdo de
1-MCP, é observado na Figura 10. Os dados das Tabelas 2 e 3,
juntamente com os resultados do primeiro experimento, indicam que o
etileno retarda o crescimento das brotagdes.

O efeito antagbnico do 1-MCP ao etileno, como foi observado nas
Tabelas 2 e 3, sugere que o etileno enddégeno pode estar envolvido na

inibicdo do desenvolvimento das brotacdes. Sutlle (2003) apresentou
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resultados similares trabalhando com inibidores de etileno. Esse autor
observou que o etileno enddégeno pode ter envolvimento na inibicdo de
brotacdes, uma vez que tubérculos armazenados e tratados com 1-MCP

tiveram suas brotacdes inibidas.

AGATA SEM

Figura 10. Efeito do 1-MCP (0,5 mol m'3) na morfologia das brota¢cdes em tubérculos de
batata da cultivar Agata em relagdo ao tratamento sem etileno. A barra marcada na
regido central das figuras representa 10 mm.

4.2.1.2) Efeito do Etileno na Taxa Respiratoria

A respiracdo dos tubérculos da cultivar Agata foi mais acentuada
durante as duas primeiras analises (cinco e 10 dias de armazenamento),
nao havendo, entretanto, diferenca entre os tratamentos (Figura 11). Essa
taxa respiratéria mais alta correspondeu ao periodo inicial das brotacdes
da cultivar. Apdés a brotacdo, observa-se uma oscilagdo na taxa

respiratoria ao longo do periodo de armazenamento analisado.
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Figura 11. Taxa respiratoria média em tubérculos de batata da cultivar Agata submetida
a diferentes tratamentos, ao longo do periodo de armazenamento, a 15°C. Diferencas
significativas entre as médias (P< 0,05) dos tratamentos, para 0 mesmo tempo, sao
indicadas por asterisco. As barras indicam o erro-padrdo da média n = 5. A seta indica o
inicio das brotacdes no tratamento com etileno.
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Na cultivar Vivaldi, um aumento significativo da taxa respiratéria foi
observado nas andlises realizadas no 25° e no 30° dia no tratamento com
etileno (Figura 12). Houve uma diferenca de aproximadamente 10 dias
entre 0s picos respiratorios das diferentes cultivares. Ao contrario do
observado com a cultivar Agata, o etileno resultou em aumento
significativo da taxa respiratéria, o que foi, entretanto, observado somente

nas analises com tubérculos armazenados por 25 e 30 dias.
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Figura 12. Taxa respiratoria média em tubérculos de batata da cultivar Vivaldi submetida
a diferentes tratamentos, ao longo do periodo de armazenamento, a 15°C. Diferencas
significativas entre as médias (P< 0,05) dos tratamentos, para 0 mesmo tempo, sao
indicadas por asterisco. As barras indicam o erro-padrdo da média n = 5. A seta indica o
inicio das brotacfes no tratamento com etileno.

Comparando-se as meédias das cultivares em cada tempo no
tratamento sem etileno, observou-se uma maior respiragéo aos cinco e 10
dias de armazenamento na cultivar Agata. Esse periodo relacionou-se ao
surgimento de um numero elevado de brotagcdes nessa cultivar, bem
como maiores valores, de comprimento médio e de diametro médio das
brotacdes. Posteriormente, observou-se uma constancia na taxa
respiratria na cultivar Agata, no periodo subseqiiente as brotacdes. Aos
35 dias de armazenamento, observou-se um aumento consideravel da
taxa respiratéria na cultivar Vivaldi. Nesse periodo, o nimero médio, o
comprimento médio e o didmetro médio das brotacdes na cultivar foram
inferiores aos encontrados na cultivar Agata. Provavelmente, estes
resultados relacionam-se a brotacdo precoce na cultivar Agata, em

relacdo a brotacao tardia da cultivar Vivaldi.
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Embora uma tendéncia de reducdo na taxa respiratéria em
resposta ao 1-MCP, tenha sido observada na cultivar Vivaldi (Figura 12,
analises com 15, 25 e 30 dias de armazenamento), as diferencas em
relacdo ao etileno n&o foram significativas apresentando um
comportamento transitério, o que dificulta qualquer inferéncia ou

interpretacgéo fisiologica.

4.2.1.3) Producéao de Etileno e Efeito do 1-Metilciclopropeno

Durante a maior parte do periodo de armazenamento, a producao
de etileno pelos tubérculos tratados com 1-MCP foi menor que no
tratamento sem etileno, na cultivar Vivaldi. Na cultivar Agata ndo foi
observada qualquer diferenca significativa ao longo do periodo de
armazenamento (Figura 13).
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Figura 13. Producdo média de etileno em tubérculos de batatas das cultivares Agata e
Vivaldi submetidas a diferentes tratamentos, ao longo do periodo de armazenamento, a
15°C. Diferengas significativas entre as médias (P< 0,05) dos tratamentos, para o
mesmo tempo e cultivar, sdo indicadas por asterisco. As barras indicam o erro-padréo da
média n = 5.

O 1-MCP atua como inibidor da acéo do etileno obstruindo os sitios
de ligacdo dos receptores dos sitios de ligacdo do horménio
competitivamente (Sisler & Serek, 1997). Além disso, h4 o bloqueio das
proteinas ligantes do etileno, impedindo que haja a associacdo etileno-
receptor que, por sua vez, desencadearia uma série de respostas
fisiologicas ligadas ao fitorregulador (Sisler & Serek, 1997; Wild et al.,
1999; Hall et al., 2003). O 1-MCP também apresenta um efeito sobre a
producdo autocatalitica do etileno. Esse efeito se deve a mudancas na
expressdo de genes da sintase do l-aminociclopropano-1-carboxilato
(ACC), LE-ACS2 e LE-ACS4 (Rottmann et al.,1991; Lincoln et al., 1993) e
da oxidase do ACC, LE-ACO1 (Barry et al., 1996) que catalisam a reacao
do S-adenosilmetionina ao ACC, e do ACC ao etileno, respectivamente. A
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expressao desses trés genes € altamente regulada por um mecanismo de
feedback positivo (Nakatsuka et al.,, 1997). O acumulo de transcritos
desses trés genes esta ligado ao aumento da producédo de etileno em
tecidos vegetais. Durante a aplicacdo de 1-MCP ha a expressdo de um
gene, LE-ACS6 (Nakatsuka et al., 1998), que é regulado por um
mecanismo de feedback negativo e que atua diretamente na producao de
etileno levando a uma inibicdo dos genes LE-ACS2 e LE-ACS4
(Nakatsuka et al., 1998). Da mesma forma que 0s genes da sintase da
ACC sao inibidos, através do mecanismo de feedback negativo, o gene
da oxidase do ACC também ¢é inibido, porém de uma forma ainda nao tédo
bem compreendida (Nakatsuka et al., 1998). Esse mecanismo leva a uma
reducao nos niveis enddgeno de etileno.

Na cultivar Agata, nas andlises realizadas aos 5 e 10 dias, na
auséncia de 1-MCP, a taxa de producdo de etileno, superou
significativamente a taxa observada da cultivar Vivaldi em, 18 a 43%,
durante aquele periodo de armazenamento. Para o tratamento com 1-
MCP, a producdo de etileno na cultivar Agata também excedeu em 72 e
80% a producdo observada na cultivar Vivaldi, nas analises realizadas
aos 5 e 10 dias de armazenamento, respectivamente. A producdo de
etileno com a aplicacdo de 1-MCP, na cultivar Agata, continuou, quase
sempre, bem maior do que aquela observada, no mesmo tratamento, na
cultivar Vivaldi. No primeiro experimento, observou-se que a cultivar
Pérola, com menor dorméncia, também exibia uma taxa de producéo de
etileno maior. Estes dados, em conjunto, sugerem uma relacdo entre a
precocidade da brotacdo e o nivel endégeno de etileno produzido pelo
tubérculo. Assim, a producao de etileno, em niveis fisioldgicos, parece
importante no processo de brotacdo. Entretanto, a aplicacdo de altos
niveis de etileno retarda o crescimento das brotac6es, como foi observado
nos quatro genétipos analisados, nos dois experimentos efetuados. O
retardamento do inicio da brotacdo, efeito oposto a relacdo entre niveis
enddgenos de etileno e precocidade da brotacdo, foi observado para as
cultivares Atlantic e Vivaldi. Estas observa¢fes antagbdnicas, ou seja,
relacdo entre niveis enddgenos de etileno e brotacdo, e inibicdo da

brotacdo com etileno exdgeno, sugerem que diferentes niveis de etileno
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possam ter efeitos opostos, dependendo do nivel de dorméncia dos
tubérculos e dos gendtipos utilizados.

4.2.1.4) Efeito do Etileno no Metabolismo da Sacarose

Como foi observado nas Figuras 11 e 12, a taxa respiratoria diferiu
entre as cultivares, e o etileno, em determinados periodos, pode afetou a
mesma. Para verificar-se a extensao das diferengcas nas repostas
metabdlicas entre as cultivares durante o armazenamento, e em resposta
ao etileno, determinaram-se os niveis dos principais carboidratos e das
principais enzimas envolvidas no metabolismo de agucares.

Aumentos significativos nas concentracbes de sacarose, em
resposta a aplicacdo de etileno, foram observados na maior parte das
andlises dos tubérculos da cultivar Vivaldi e em todas as andlises da
cultivar Agata (Figura 14). Em relagdo ao controle, estes aumentos
corresponderam, em média, a 95% e 110%, nas cultivares Agata e
Vivaldi, respectivamente. Isso foi também observado nas concentracdes
de glicose nos tubérculos (Figura 15). Embora a resposta tenha ocorrido
em maior magnitude (percentual médio de aumento de 380% em relacdo
ao controle) e em todas as analises realizadas em ambas cultivares. Os
aumentos nas concentractes de glicose e sacarose estiveram associados
a uma tendéncia de reducdo no teor de amido, a ser mostrado mais

adiante (Figura 21).
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Figura 14. Concentracbes médias de sacarose em tubérculos de batata das cultivares
Agata e Vivaldi submetidas a diferentes tratamentos, ao longo do periodo de
armazenamento, a 15°C. Diferengas significativas entre as médias (P< 0,05) dos
tratamentos, para 0 mesmo tempo e cultivar, sdo indicadas por asterisco. As barras
indicam o erro-padrdo da média n = 5. As setas indicam o inicio das brota¢cdes no
tratamento com etileno em ambas cultivares.

Ndo houve diferencas significativas nas concentracbes de
sacarose, para um mesmo tratamento, entre as duas cultivares (Figura
14). Além disso, o tratamento com 1-MCP né&o produziu qualquer
alteracdo na concentracdo de sacarose em relagcdo ao tratamento sem
etileno.

Como se pode observar na Figura 15, a aplicacéo de etileno fez
aumentar as concentracdes de glicose nos tubérculos, em ambas as
cultivares, 0s quais permaneceram, durante todo o periodo de
armazenamento, em niveis em torno de 200% a 600% acima daqueles

encontrados nos tratamentos sem etileno. Os maiores niveis de aumento
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foram observados na cultivar Agata, de menor periodo de dorméncia, nas

analises realizadas com tubérculos armazenados aos 30 e 40 dias.
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Figura 15. Concentragbes médias de glicose em tubérculos de batata das cultivares
Agata e Vivaldi submetidos a diferentes tratamentos, ao longo do periodo de
armazenamento, a 15°C. Diferencas significativas entre as médias (P< 0,05) dos
tratamentos, para o0 mesmo tempo e cultivar, sdo indicadas por asterisco. As barras
indicam o erro padrdo das médias n = 5. As setas indicam o inicio das brotacdes no
tratamento com etileno em ambas cultivares.

Notou-se uma tendéncia de aumento nas concentracdes de glicose
entre os primeiros 30 dias de armazenamento. Esse efeito foi bem
superior aquele observado no primeiro experimento, em que houve
apenas uma tendéncia de aumento na concentracao de glicose na cultivar
Atlantic, enquanto na cultivar Pérola, o aumento foi significativo somente
em dois periodos de armazenamento (Figura 6). Em conjunto, estes
dados indicam que o etileno produz maiores aumentos no teor de glicose
nas cultivares mais precoces quanto a brotacdo (Pérola e Agata).

Entretanto, o aumento, na cultivar Agata, ndo esteve relacionado com
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alteracdes significativas na taxa respiratéria em resposta ao hormonio.
Estes resultados indicam que, mesmo apds aumentos em torno de 600%
no nivel de glicose, ndo ocorreram aumentos significativos na taxa
respiratoria. Resultados semelhantes também foram observados por
outros autores (Trethewey et al., 1998).

Na Figura 16 observa-se que, embora tenha ocorrido uma
tendéncia de aumento nas concentracdes de frutose em resposta ao
etileno, em ambas as cultivares, as diferencas nao foram significativas.
Além disso, o tratamento com 1-MCP nao produziu qualquer alteracéo na

concentracao de frutose em relagcdo ao tratamento sem etileno.
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Figura 16. ConcentragGes médias de frutose em tubérculos de batata das cultivares
Agata e Vivaldi submetidas a diferentes tratamentos, ao longo do periodo de
armazenamento, a 15°C. Diferencas significativas entre as médias (P< 0,05) dos
tratamentos, para o0 mesmo tempo e cultivar, sdo indicadas por asterisco. As barras
indicam o erro-padrao da média n = 5. As setas indicam o inicio das brota¢des no
tratamento com etileno em ambas cultivares.
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Como pode ser observado na Figura 17, o etileno promoveu
aumentos significativos na atividade da invertase apoplastica, nas
andlises realizadas aos 30, 40 e 60 dias de armazenamento, em ambas
as cultivares. Os aumentos observados nas concentracoes de sacarose e
de hexoses, em ambas cultivares, podem se associados ao aumento
continuo da atividade das invertases no tratamento com etileno. A
sacarose € o principal carboidrato translocado pelas plantas devido a sua
natureza nao redutora. A regulacdo do catabolismo da sacarose é de
suma importancia ja que sua quebra produz hexoses que sdo requeridas
para a manutencdo do metabolismo celular (Pollock & Farrar, 1996). A
aplicacdo de etileno levou a um desequilibrio nas concentracbes de
acucares devido a uma alteragdo nas enzimas que atuam na degradacao
de aclUcares. A hidrélise da sacarose é dependente da atuacdo das
enzimas sacarose sintase e as invertases que a degrada formando
hexoses livres (Pollock, 1999). O aumento na concentragcdo de hexoses
livres esta diretamente ligada ao aumento na atividade enziméatica e/ou na
abundancia de mRNA da enzima envolvida no processo de degradacao
de sacarose (Koch, 1996). Quanto maior a quantidade de mRNA da
enzima, maior sera a sua sintese e conseglentemente maior sera a
concentracdo de hexoses. Sendo assim, € possivel que o aumento da
atividade das invertases esteja associado a um estimulo em resposta ao

incremento nas concentracdes de sacarose.
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Figura 17. Atividade média da invertase apoplastica em tubérculos de batata das
cultivares Agata e Vivaldi submetidas a diferentes tratamentos, ao longo do periodo de
armazenamento, a 15°C. Diferencas significativas entre as médias (P< 0,05) dos
tratamentos, para o0 mesmo tempo e cultivar, sdo indicadas por asterisco. As barras
indicam o erro-padrao da média n = 5. As setas indicam o inicio das brota¢des no
tratamento com etileno em ambas cultivares.

Foi possivel, também, observarem-se diferencas na atividade da
invertase citosdlica entre as cultivares, em resposta ao tratamento com
etileno (Figura 18). Neste trabalho, o etileno parece afetar da mesma
maneira as isoformas da invertase, pois 0S mesmos aumentos
observados na atividade da invertase apoplastica foi verificado na
invertase citosolica em ambas cultivares tratadas com esse fitorregulador.
Novamente, o aumento de atividade da invertase citosélica relacionou-se
com a elevacdo das concentracfes de sacarose e hexoses, em resposta
ao etileno. A invertase citosolica esta envolvida no controle dos niveis
intracelulares de glicose e frutose nos tecidos vegetais e na canalizacao
do catabolismo de sacarose, quando a atividade da sintase da sacarose €

baixa. O excesso de sacarose estaria sendo direcionado para o interior
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das células. Uma vez dentro das células, a sacarose estaria estimulando
a atividade da invertase citosoélica. A expressao do gene da invertase em
plantas bem como sua a atividade podem ser influenciadas por uma
variedade de fatores dentre eles os reguladores de crescimento (Ehness
& Roitsch, 1997). Além disso, sabe-se também que a invertase pode
sofrer inibicdo de acordo com o0s niveis de glicose (inibidor néo
competitivo) e frutose (inibidor competitivo) (Lin et al.,, 1999).
Possivelmente a alteracdo nos niveis dos reguladores de crescimento
provocada pela aplicacéo de etileno resultou no aumento da atividade das
invertases. Supostamente as altas concentragcbes de hexoses néao
inibiram a atividade das invertases apoplasticas e citosolicas como eram

de se esperar devido a acéo do etileno exdgeno.
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Figura 18. Atividade média da invertase citosolica em tubérculos de batata das cultivares
Agata e Vivaldi submetidas a diferentes tratamentos, ao longo do periodo de
armazenamento, a 15°C. Diferencas significativas entre as médias (P< 0,05) dos
tratamentos, para o0 mesmo tempo e cultivar, sdo indicadas por asterisco. As barras
indicam o erro-padrao da média n = 5. As setas indicam o inicio das brotacdes no
tratamento com etileno em ambas cultivares.
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A aplicagéo de etileno promoveu aumento significativo na atividade
catalitica maxima (Vmax) da sintase da sacarose-fosfato (SPS) em ambas
as cultivares. A atividade catalitica maxima estd associada a
concentracdo da enzima presente nos tecidos do tubérculo de batata.
Estes aumentos indicam que a aplicacédo de etileno elevou o nivel dessa
enzima em tubérculos de batata (Figura 19). SPS foi significativamente
maior na cultivar Agata do que na cultivar Vivaldi, apenas na anélise
realizada aos 10 dias de armazenamento. A primeira enzima envolvida na
sintese de sacarose € a sacarose fosfato sintase (SPS), que catalisa a
sintese de sacarose 6-P através de uma transglicosilacdo de UDP-glicose
a frutose-6-fosfato. O aumento observado na atividade catalitica dessa
enzima contribuiu, possivelmente, com o aumento nas concentracoes da
sacarose observado anteriormente (Figura 14) em ambas cultivares
tratadas com etileno ja que a SPS esta envolvida na sintese de sacarose.
O acumulo de hexoses e a crescente degradacao de amido, com o passar
do tempo, supostamente contribuiram com a elevacdo da concentracao

de carboidratos intermediarios utilizados na sintese da sacarose.
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Figura 19. Atividade ndo seletiva (Vina) Média da sintase da sacarose fosfato, em
tubérculos de batata das cultivares Agata e Vivaldi submetidas a diferentes tratamentos,
ao longo do periodo de armazenamento, a 15°C. Diferengas significativas entre as
médias (P< 0,05) dos tratamentos, para 0 mesmo tempo e cultivar, sdo indicadas por
asterisco. As barras indicam o erro-padrao da média n = 5. As setas indicam o inicio das
brota¢gbes no tratamento com etileno em ambas cultivares.

Visto que houve aumento significativo no teor de hexoses em
resposta ao etileno, o qual provavelmente poderia também refletir-se em
maiores niveis de glicose 6-P, metabdlito que é ativador alostérico da
SPS, e também inibidor da atividade da cinase da SPS, procurou-se
também verificar se ocorriam alteracdes na regulacdo alostérica dessa
enzima, determinando-se a sua atividade seletiva. Um sitio ndo catalitico
€ a chave para o mecanismo de modulacdo na SPS que é regulada por
fosforilacdo (Huber et al.,, 1989). Essa enzima se mostra mais ativa
quando se encontra desfosforilada. Através da acdo da cinases da SPS o
Pi é ligado a SPS. A glicose-6-P atua nessa cinase de forma inibit6ria
além de ser um ativador alostérico da SPS. Pela acdo da fosfatase da

sacarose-fosfato o Pi é retirado e a SPS se torna mais ativa. O Pi age de
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forma inibitéria sobre a atividade dessa fosfatase além de ser um inibidor
alostérico da SPS. Um aumento na concentracdo de glicose-6-P e uma
diminuicdo de Pi podem favorecer a desfosforilacdo/ativacdo da SPS
(Huber et al., 1989). O grau de ativacdo da enzima é avaliado no ensaio
enzimatico denominado atividade seletiva (Vse). Nesse ensaio séo
utilizadas altas concentra¢des do inibidor (Pi), e baixas concentracdes do
ativador (glicose-6-P) e dos substratos enzimaticos.

Como se pode observar na Figura 20, a aplicacéo de etileno levou
a uma tendéncia discreta de aumento na atividade seletiva da SPS, mas
sem diferencas significativas ao longo dos 60 dias de armazenamento.
Esse resultado sugere que o aumento observado na atividade catalitica
maxima da SPS esteve mais relacionado a uma ativacao alostérica dessa
enzima ligado ao aumento na concentracdo de glicose-6-P (ativador
alostérico da SPS).
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Figura 20. Atividade selet[va (Vse) média da sintase da sacarose fosfato, em tubérculos
de batata das cultivares Agata e Vivaldi submetidas a diferentes tratamentos, ao longo
do periodo de armazenamento, a 15°C. Diferencas significativas entre as médias (P<
0,05) dos tratamentos, para o0 mesmo tempo e cultivar, sdo indicadas por asterisco. As
barras indicam o erro-padréo da média n = 5. As setas indicam o inicio das brota¢des no
tratamento com etileno em ambas cultivares.
4.2.1.5) Efeito do Etileno no Metabolismo do Amido

Observou-se uma leve reducdo do teor de amido, ao longo do
periodo de armazenamento de ambas as cultivares (Figura 20). A reducao
acompanhou tanto o aumento no crescimento das brotacbes quanto o
aumento nos teores de acUcares sollveis. Em uma Unica época de
andlise (20 dias) observou-se uma maior reducdo na concentracdo de
amido no tratamento com etileno, na cultivar Vivaldi e em trés épocas (20,
40 e 60 dias), na cultivar Agata. E importante observar que pequenas
variacbes na concentracdo de amido promoveram grandes variacdes nas
concentracdes de glicose. Essa reducao contribuiu de forma acentuada
na elevacdo da concentracdo de glicose nos tubérculos tratados com

etileno.
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Figura 21. Concentragdes médias de amido em tubérculos de batata das cultivares
Agata e Vivaldi, submetidas a diferentes tratamentos, ao longo do periodo de
armazenamento, a 15°C. Diferencas significativas entre as médias (P< 0,05) dos
tratamentos, para o0 mesmo tempo e cultivar, sdo indicadas por asterisco. As barras
indicam o erro-padrao da média n = 5. As setas indicam o inicio das brotacdes no
tratamento com etileno em ambas cultivares.

A atividade da fosforilase do amido foi bastante varidvel (Figura
22). Em duas andlises (30 e 40 dias), houve um aumento da atividade da
enzima no tratamento com etileno, na cultivar Vivaldi, e em quase todas a
analises (20, 30, 40 e 60 dias) na cultivar Agata. Segundo llleperuma et
al. (1998), em tubérculos de batata, a degradacdo do amido é realizada
principalmente via fosforilase do amido, porém outras enzimas podem
estar envolvidas na sua degradacdo como as amilases. Como a
degradacdo do amido ndo € feita exclusivamente pela fosforilase do
amido, foram realizados ensaios para a determinacdo da atividade
amilolitica total (a- e R-amilase).
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Figura 22. Atividade média da fosforilase do amido em tubérculos de batata das
cultivares Agata e Vivaldi submetidas a diferentes tratamentos, ao longo do periodo de
armazenamento, a 15°C. Diferencas significativas entre as médias (P< 0,05) dos
tratamentos, para 0 mesmo tempo e cultivar, sdo indicadas por asterisco. As barras
indicam o erro padréo da média n = 5. As setas indicam o inicio das brota¢des no
tratamento com etileno em ambas cultivares.

A atividade amilolitica total foi bastante variavel ao longo do
periodo de armazenamento, ndo tendo sido observada diferenca
significativa entre os tratamentos, em ambas as cultivares (Figura 23). A
aplicacdo de etileno parece nao afetar a atividade das amilases em
ambas cultivares. A degradacdo do amido ainda € um ponto conflitante na
literatura. Walker & Hope (1963) sugeriram que grdos de amido né&o
podem ser digeridos pela a-amilase. Em contraste, Witt & Sauter (1996)
defendem a idéia de que a-amilases possuem capacidade de se ligar a
graos intactos e degrada-los in vitro. Davies & Viola (1988) relataram uma
diminuicdo na atividade amilolitica total préxima a época de inicio das
brotacdes em tubérculos de batata, além de uma diminuicdo transiente,
especificamente da a-amilase. Ja Bailey et al. (1978) descreveram um

aumento da atividade para a-amilases durante o inicio da brotacdo em
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tubérculos de batata. Biemelt et al. (2000) encontraram um aumento da
atividade tanto para a-amilase quanto para R-amilase em tecidos de
tubérculos de batata apés o inicio das brotacdes. Assim, ndo ha qualquer
evidéncia bem definida na atividade de enzimas que atuam nha
degradacdo do amido préximo a época de brotacdo dos tubérculos de
batata, como foi concluido também por Biemelt, et al. (2000). De acordo
com os resultados obtidos e considerando as informacdes da literatura, a

principal via de degradacédo do amido parece ser a rota fosforilitica.
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Figura 23. Atividade amilolitica total média (a- e b-amilase) em tubérculos de batata das
cultivares Agata e Vivaldi submetidas a diferentes tratamentos, ao longo do periodo de
armazenamento, a 15°C. Diferencas significativas entre as médias (P< 0,05) dos
tratamentos, para 0 mesmo tempo e cultivar, sdo indicadas por asterisco. As barras
indicam o erro padréo da média n = 5. As setas indicam o inicio das brota¢cdes no
tratamento com etileno em ambas cultivares.
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5) CONCLUSOES

As cultivares de batata Atlantic e Pérola exibiram um
comportamento diferenciado das cultivares Agata e Vivaldi, quanto a
aplicagcéo de etileno e ao periodo de inicio da brotacdo. O etileno atrasou
o inicio da brotacéo de tubérculos de batata nas cultivares Atlantic Pérola,
porém nenhum efeito no prolongamento do periodo requerido para o
inicio de brotacdo foi observado nas cultivares Agata e Vivaldi. A
aplicacdo de etileno se mostrou relativamente eficiente na inibicdo do
desenvolvimento das brotacdes em todas as cultivares testadas. O etileno
promoveu aumentos nas concentracbes de sacarose, glicose e frutose,
observando-se aumentos mais acentuados nas cultivares de brotacéo
precoce (Pérola e Agata). A aplicacdo de etileno resultou em um aumento
no nivel de atividade das invertases acida, alcalina e sintase da sacarose
fosfato, juntamente com uma reducdo nos niveis de amido além de um
aumento de atividade da fosforilase do amido nas cultivares Agata e
Vivaldi. A aplicacdo de 1-Metilciclopropeno reduziu eficientemente a
producdo de etileno nas cultivares Agata e Vivaldi, além de mostrar-se
associada a uma tendéncia de aumento no diametro e comprimento dos
brotos, sem produzir maiores alteracbes no metabolismo de sacarose e

amido.
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