Influéncia do dano fisico na fisiologia pos-colheita
de folhas de taioba
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Resumo

Folhas de taioba danificadas fisicamente tornam-se amarelas e escuras na regiao do dano. Assim, o objetivo deste trabalho
foi avaliar o efeito do dano fisico sobre o metabolismo pés-colheita de folhas de taioba. Para esse fim, avaliou-se o teor de
clorofila e 0 actimulo de compostos fendlicos soltveis em discos foliares de taioba que continham furos realizados com uma
agulha em um dos lados da folha, simulando os danos sofridos no campo e transporte. O lado ndo danificado foi usado como
tratamento controle. Para a avaliagdo da producéo de etileno e CO,, discos foliares danificados e intactos foram infiltrados
com &cido T1-carboxilico-1-aminociclopropano (ACC) ou com &gua desionizada. Houve acentuada queda de clorofila nas pri-
meiras 24 horas apds a colheita, porém, o dano fisico ndo estimulou a degradacdo da clorofila ou elevacdo da producao de
etileno. Entretanto, nos discos foliares danificados e infiltrados com ACC, houve aumento transiente na producao de etileno
apos 4 horas da realizacdo do dano. Essa resposta demonstra que a enzima ACC sintase nao € estimulada pelo dano e a
enzima ACC oxidase tem sua atividade aumentada apenas por um curto periodo. Em contrapartida, as folhas danificadas
tiveram maior acimulo de compostos fendlicos e elevada taxa respiratoria.

Palavras-chave: etileno, respiracao, clorofila, compostos fendlicos, Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott.

Influence of physical wound on the postharvest physiology of tannia leaves

Abstract

Damaged Tannia leaves present yellowing and browning. The objective of this study was to evaluate the effect of physical
damage on the postharvest metabolism of tannia leaves. Chlorophyll content and the accumulation of soluble phenolic com-
pounds were evaluated in tannia leaf discs containing holes made with a needle in one leaf side, simulating the damage in
the field and transport. The undamaged side was used as control treatment. To evaluate the ethylene and CO, production,
damaged and intact leaf discs were infiltrated with T-aminocyclopropane-1-carboxilic acid (ACC) or deionized water. Intense
degradation of chlorophyll occurred within the first 24 hours after harvest, but the damage did not stimulate the degradation
of chlorophyll or ethylene production. The damaged discs infiltrated with ACC had transient increase in ethylene production
after 4 hours of damage. This response demonstrates that the ACC synthase enzyme is not stimulated by physical damage
and ACC oxidase enzyme has its activity increased only for a short period. In contrast, the damaged leaves had a higher ac-
cumulation of phenolic compounds and higher respiratory rate than undamaged leaves.

Key words: ethylene, respiration, chlorophyll, phenolics compounds, Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott.
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Pés-colheita de taioba

1. INTRODUCAO

A taioba (Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott) é uma
hortalica folhosa que se desenvolve principalmente em
regides de clima tropical e subtropical, necessitando de
clevadas temperaturas ¢ umidade para adequado cresci-
mento de folhas e rizomas. O cultivo comercial para ex-
ploragdo de folhas, ainda é pouco expressivo no Brasil,
distribuindo-se principalmente em regides dos Estados da
Bahia, de Minas Gerais, do Espirito Santo e Rio de Janei-
ro (SEGANFREDO et al., 2001).

Apés a colheita, com manuseio, transporte ¢ expo-
sicio nos mercados varejistas, os produtos horticolas fi-
cam sujeitos aos diversos fatores que resultam na reducio
de sua qualidade e aumento das perdas, como a elevagio
da taxa respiratéria, perda de dgua, producio de etileno,
doengas pds-colheita, desordens fisioldgicas e dano fisico
(KaDER, 2002).

O dano fisico ocorre tanto no ambiente de cultivo
do produto, quanto no momento da colheita e na cadeia
de comercializagio. Em muitos produtos horticolas, em
poucos minutos apds ocorrer a injuria por dano fisico,
hd aumento da respiragio, producao de etileno e outras
reagdes bioquimicas responsdveis por mudangas na co-
loragdo, textura e qualidade nutricional, como perda
de agtcares, 4cidos organicos e vitaminas (CANTWELL ¢
SusLow, 2002). A presenga do dano fisico dobrou a taxa
respiratéria em raizes de cenoura (SURJADINATA ¢ CISNE-
ROS-ZEVALLOS, 2003) e promoveu aumento de até quatro
vezes na produgio de etileno em gemas de bambu (Bao-
wMIK e Marsul, 2005). Resposta semelhante ocorre na
cultivar de alface Diana, com aumento de 108% e 120%
na respiragio e na produgio de etileno respectivamente
(SALTvEIT et al., 2003).

A sintese do etileno se inicia com o intermedidrio S-
adenosilmetionina (SAM) a partir do aminodcido metio-
nina. A presenca do precursor imediato do etileno, o 4ci-
do 1-carboxilico-1-aminociclopropano (ACC) formado a
partir de SAM pela agio da enzima ACC sintase (ACS),
determina a taxa de producio de etileno através da ativi-
dade da ACC oxidase (ACO) (ABELEs et al., 1992).

As alteracoes na coloracio e no sabor dos produtos
horticolas que ocorrem em resposta ao dano fisico estio
relacionadas ao aumento do metabolismo dos fenilpro-
pandides, que resulta no acimulo de compostos fendli-
cos, com subsequente escurecimento do tecido e amargor
(Sacrverr, 2000). Folhas de alface danificadas acumulam
compostos fendlicos que causam escurecimento do te-
cido (Campros-VARGAS e Sarrverr, 2002). Outro efeito
relacionado as alteracoes na cor do tecido danificado é
o amarelecimento, que, como observado em abobrinha,
pode ser causado pela degradagao de clorofila (DuriGan
e MarT1uz, 2007).

Em ensaios preliminares, verifica-se em folhas de
taioba fisicamente danificadas visivel amarelecimento,

com posterior escurecimento restrito a regido do dano,
nao se estendendo para a folha inteira. Diante do expos-
to, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito
do dano fisico sobre o metabolismo pds-colheita de fo-
lhas de taioba.

2. MATERIAL E METODOS

A folha mais nova e totalmente expandida de plantas de
taioba da variedade ‘Comum’ do Banco de Germoplas-
ma de Hortalicas (BGH) foi colhida entre 7 e 8 horas
da manha. Em seguida, tendo como referéncia a nervura
central, em um dos lados da folha foram realizados 6 a 8
furos com o uso de uma agulha de 0,8 mm de didmetro,
abrangendo uma 4rea de aproximadamente 1,15 cm?, si-
mulando danos sofridos no campo e durante o transpor-
te. Como tratamento controle, utilizou-se o lado da folha
que ndo foi danificado com a agulha. Para todas as and-
lises realizadas retiraram-se discos foliares representativos
de cada tratamento.

A quantifica¢ao do teor de clorofila foi feito de acordo
com ARNON (1949), apés 30 minutos, 24, 48 e 72 horas
da realizacio do dano. Aproximadamente 0,2 g do tecido
foram macerados, filtrados e o volume completado em ba-
lao volumétrico de 25 mL com acetona 80%. A estimativa
do teor de clorofila foi feita por meio de espectrofotome-
tria, nos comprimentos de onda 645 ¢ 630 nm ¢ os resul-
tados foram expressos em mg g de massa fresca.

Para a andlise do teor de compostos fendlicos soltveis
seguiu-se o procedimento descrito por PRINCE ¢ BUTLER
(1977). Amostras de 0,1 g do tecido vegetal foram reti-
radas apds 30 minutos, 2, 4 e 6 horas da realizagao do
dano, maceradas em 2 mL de metanol e centrifugadas a
14.000 g durante 15 minutos. Em seguida procedeu-se
a reacdo de 0,5 mL do sobrenadante, juntamente com
2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu (1:3) e 2,0 mL de
carbonato de sédio anidro 10% por 1 hora, no escuro. As
leituras no espectrofotdmetro foram realizadas no com-
primento de onda de 700 nm logo apds centrifugacao de
14.000 ¢ durante 5 minutos. Realizou-se curva de cali-
bragio usando D-catequina como padrio e a concentra-
¢ao de fendis soluveis foi expressa em mg de D-catequina
g! de massa fresca.

As anilises de producao de etileno e CO, foram re-
alizadas na presenca e auséncia de ACC, de acordo com
WHITEHEAD et al. (1984). Para isso, os discos das dreas
com e sem dano fisico foram infiltrados com 1,0 mM
de ACC através de vicuo (40 mmHg) durante 5 minu-
tos, sob agitagdo dos frascos. Cada frasco continha apro-
ximadamente seis discos foliares. Este procedimento foi
repetido por quatro vezes, até os circulos nio mais flu-
tuarem na solugdo. Os circulos que ndo seriam tratados
com ACC foram infiltrados com 4gua desionizada. Em
seguida, o material vegetal foi transferido para recipientes

Bragantia, Campinas, v. 70, n. 3, p.682-687, 2011 683



T.D.C. Mendes et al.

hermeticamente fechados, que continham uma espuma
umedecida, onde permaneceram a 30 °C por até 6 horas.
Amostras do ar contidas no interior dos recipientes foram
coletadas apds 2, 4 ¢ 6 horas da imposigao dos tracamen-
tos, com uso de uma seringa de 1 mL. A concentragio de
etileno, expressa em pL L' C H, m? h™' foi avaliada em
cromatégrafo a gds Hewlett-Packard 5890, série II, com
detector de ionizagao de chama (FID) a temperatura de
150 °C, injetor a 110 °C e coluna Porapak-N a tempera-
tura de 60 °C, usando como gds de arraste o dinitrogénio.
Para a produgio de CO,, expressa em mL CO, m™ h™,
utilizou-se cromatdgrafo a gds modelo CG-14B (Shima-
dzu Crop Kyoto Japan), com detector de condutividade
térmica (TCD) a temperatura de 150 °C, injetor a 100
°C e coluna Porapak-Q a 50 °C, usando o nitrogénio
como gds de arraste.

Utilizou-se delineamento estatistico em blocos ao
acaso, com quatro repeti¢des. Os dados foram submetidos
a andlise de varidncia (ANOVA), e avaliados pelo teste 7
de Student, para determinacio do efeito da presenca ou
auséncia do dano fisico sobre o teor de clorofila e acimu-
lo de compostos fendlicos soltveis das folhas de taioba.
Para se comparar o efeito do dano fisico, associado ou nao
ao ACC, sobre a produgio de etileno e CO, utilizou-se
o teste Tukey, considerando p=0,05 em ambos os testes
estatisticos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas primeiras 24 horas apds a colheita hd queda de apro-
ximadamente 37% no teor de clorofila, independente-
mente da presenga do dano fisico (Figura 1). Os discos
danificados apresentaram teores de clorofila aproximada-
mente 10,4% e 2% menores que os discos-controle, apds
24, 48 e 72 horas respectivamente. Entretanto, apesar de
detectados visualmente amarelecimento e descoloragao
na regiio préxima ao dano, nio houve diferenca estatis-
tica entre os tratamentos quanto ao teor de clorofila. Em
folhas de acelga fisicamente danificadas ocorrem redu-
¢oes no conteudo de clorofila na proporgao diretamente
relacionada a extensio da drea danificada (Roura et al.,
2000), notando-se, portanto, comportamento semelhan-
te ao encontrado nos discos foliares de taioba.

A degradagio de clorofila ocorre em dois estdgios:
estdgio inicial e estdgio final da clivagem do anel tetrapir-
rélico. O estdgio inicial compreende modificagoes na ca-
deia lateral do anel tetrapirrélico, resultando em produtos
que ainda possuem a cor verde. J4 no estdgio final ocorre
a clivagem no anel tetrapirrélico e outras reagoes subse-
quentes, dando origem a produtos que nio possuem cor,
sendo determinante na degradagio de clorofila de folhas
senescentes (TAKAMIYA et al., 2000).

Nas folhas em que ocorreu o dano fisico o aumento
foi significativo de 44% e 50% no teor de compostos

fendlicos apés 4 e 6 horas (Figura 2), sendo possivelmen-
te o fator responsdvel pelas alteragoes visuais da cor da
folha. Em tecidos fisicamente danificados hd aumento na
atividade da enzima fenilalanina amoénia liase (PAL), que
¢ a primeira enzima envolvida na sintese dos compos-
tos fendlicos soltveis (DixoN e Parva, 1995). Posterior-
mente, esses fendis sio oxidados pela acio da polifenol
oxidase (PPO) e peroxidase (POD) produzindo quino-
nas, que se polimerizam formando pigmentos escuros
(DEGL’ INNOCENTI et al., 2005).

Em frutos de banana danificados houve inducio i ex-
pressio do mRNA de uma isoforma da PAL, o que resul-
tou no aumento do nivel de proteina da enzima e elevagao
em 3,3 vezes da sua atividade. Consequentemente, houve
actmulo de 4,5 vezes no contetido de compostos fendli-
cos soltveis e, portanto, escurecimento da polpa do fruto
(CHEN et al., 2009).

Resultados semelhantes foram obtidos com alface,
aipo, cenoura e batata doce, que aumentaram o contetido
de compostos fendlicos solaveis em 81%, 30%, 191% e
13% respectivamente (REYES et al., 2007).

Apés 2 horas, independentemente da presenca do
dano, nos discos foliares infiltrados com ACC houve
producio de etileno aproximadamente 9 vezes maior que
aqueles infiltrados com 4dgua (Figura 3). Comportamen-
to semelhante ocorreu com 4 horas, entretanto, os discos
danificados e infiltrados com ACC tiveram produgio de
etileno 40% maior que os discos nio danificados. A in-
fluéncia do dano e do ACC sobre a biossintese de etileno
parece cessar apds 6 horas, uma vez que hd producio dele,
mas em niveis baixos em todos os tratamentos avaliados.

Esses resultados demonstram que em folhas de taio-
ba hd pouca disponibilidade de ACC e o dano fisico por

si s6 ¢ incapaz de estimular a sua sintese, possivelmente
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Figura 1. Teor de clorofila em folhas de taioba (Xanthosoma
sagittifolium (L.) Schott) controle e injuriada, apés 30 minutos, 24,

48 e 72 horas da realizagio do dano. As barras verticais representam
o erro-padrao da média.
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Figura 2. Acimulo de compostos fenélicos soltveis em folhas de
taioba (Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott) controle e injuriada,
ap6s 30 minutos, 2, 4 e 6 horas da realizacio do dano. As barras
verticais representam o erro-padrio da média. * Significativo pelo
teste £ (p < 0,05).

devido a uma baixa atividade da enzima ACS. A enzi-
ma ACS ¢ codificada por uma familia multigénica, na
qual os membros sao diferencialmente regulados de acor-
do com o tecido e estddio de desenvolvimento da planta
(But e O’NE1L, 1998). Ela atua em um passo limitante da
biossintese do etileno, enquanto a ACO parece ter fun-
¢do regulatéria na producido de etileno de alguns frutos
(CHOUDHURY et al., 2008).

Em folhas de taioba hd inducio transiente ao au-
mento da atividade da enzima ACO apés 4 horas da re-
alizagao do dano fisico. De modo semelhante, de acordo
com Pan e Lou (2008), em folhas de amoreira danifi-
cadas, os niveis de expressio do gene da enzima ACO
aumentou apds 1 hora, mantendo-se elevado por até 12
horas apés a realizagao do dano e o acimulo méximo
ocorreu com 4 horas.

Em frutos de maracujd, o dano induz ao aumento da
atividade das enzimas ACS e ACO e as alteracoes na ativi-
dade da ACS coincidiram com aquelas encontradas para
a produgio de etileno (ZHENG et al., 2005). Em contra-
partida, o dano realizado em banana inibiu a expressio de
uma isoforma da ACS, reduzindo em 1,5 vezes o nivel do
contetido de ACC, o que ocasionou diminui¢io de 3 a 4
vezes na atividade da ACO e produgio de etileno (Crou-
DHURY et al., 2008).

Dessa forma, de acordo com os resultados obtidos
deste estudo, tornam-se necessdrias pesquisas futuras para
melhor compreender os fatores que atuam na regulacio
da expressdo e da atividade das enzimas-chave da sintese
do etileno nessas folhas.

Apbs 2 e 4 horas houve aumento na produgio de CO,
nos discos infiltrados com ACC, independentemente da
presenca ou auséncia do dano fisico (Figura 4). Nos discos
danificados e nio infiltrados também ocorreram elevadas
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Figura 3. Producio de etileno nas folhas de taioba (Xanthosoma
sagittifolium (L.) Schott), controles e injuriadas, apds 2 (a), 4
(b) e 6 (c) horas da realizacio do dano. As barras verticais
representam o erro-padrdo da média. Barras seguidas pela
mesma letra nio diferem estatisticamente entre si pelo Teste

Tukey (p > 0,05).

taxas respiratorias, sendo essas aproximadamente trés ve-
zes maiores que os discos nao danificados e néo infiltrados,
em todas as horas avaliadas. Dessa maneira, sugere-se que
o dano fisico é capaz de estimular a taxa respiratdria por
até 6 horas, e que, a presenca do ACC também contribui
para o aumento da respiragio, por estimular a reagdo re-
alizada pela enzima ACO para produzir etileno, que tem
como subproduto o CO,

A elevada taxa respiratéria observada nos discos da-
nificados pode ser resultado do aumento da atividade da
enzima oxidase alternativa que, de acordo com MOORE et
al. (2002), é estimulada em condigoes estressantes como
dano fisico, frio, seca, dentre outros, funcionando como
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Figura 4. Produgio de CO, nas folhas de taioba (Xanthosoma
sagittifolium (L.) Schott), controles e injuriadas, apds 2 (a), 4 (b) e
6 (c) horas da realizagao do dano. As barras verticais representam
o erro-padrao da média. Barras seguidas pela mesma letra nao
diferem estatisticamente entre si pelo Teste Tukey (p > 0,05).

um mecanismo que visa reduzir a formacio de espécies
reativas de oxigénio (EROs).

Uma das primeiras respostas da planta aos estresses
bidticos e abiéticos é a produgio de ERO’s (KaRAKURT
e Huser, 2008), que sio resultantes de vias como a
fotorrespiragao e a respira¢do mitocondrial (MITTLER,
2002). A cadeia de transporte de elétrons das mitocon-
drias de plantas possui os complexos I, II, III, IV, a
enzima oxidase alternativa ¢ as NAD(P)H desidroge-
nases, sendo essas tltimas os principais sitios de produ-
¢ao de ERO’s. As ERO’s, portanto, podem reagir com
proteinas, lipidios ¢ DNA (MgLLER, 2001), levando

\

a morte celular, que no caso de taioba, sugere-se ser

observada com o amarelecimento e escurecimento das
suas folhas.

O aumento do nivel de ERO’s pode representar
uma ameaga as células, porém, hd a possibilidade de
atuarem como sinais para ativagio das respostas ao es-
tresse e de rotas de defesa da planta (KnigHT ¢ KNIGHT,
2001). Assim, as ERO’s podem ser consideradas indi-
cadores celulares e mensageiros secunddrios envolvidos
na via de transducio de sinais de respostas ao estresse
(MITTLER, 2002).

No caso das folhas de taioba fisicamente danificadas
supde-se que os mensageiros secunddrios envolvidos na
resposta observada sejam as ERO’s produzidas pela res-
piragdo. Entretanto, apds sofrer o dano mecinico, vérias
rotas do metabolismo da planta podem ser alteradas,
dentre elas, as vias do 4cido abscisico, jasmonato, metil
jasmonato, compostos voldteis e sisteminas (KARAKURT e
Huseg, 2008).

4. CONCLUSAO

Independentemente do dano fisico, hd acentuada queda
de clorofila nas primeiras 24 horas apés a colheita. O
dano fisico induz aumento dos compostos fendlicos e
escurecimento das folhas. O aumento da producio de

etileno nas folhas danificadas ¢ dependente da presenga
de ACC.
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