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Mudancas fisico-quimicas, fisioldgicas e bioquimicas em mamé&o com a aplicacao de
6xido nitrico

RESUMO

A aplicacdo de 6xido nitrico (NO) na p6s-colheita de frutas e hortalicas tem sido vista como
uma técnica promissora para conservar a qualidade desses alimentos. Mesmo que existem
inimeros estudos abordando o uso do NO na pds-colheita, os principais resultados
apresentam diferenca de eficiéncia dependendo do tipo do doador de 6xido nitrico, da forma
de aplicacdo, da concentracdo utilizada e das espécies estudadas, a aplicacdo deve ser
adequada a cada necessidade. O objetivo deste trabalho foi relacionar a aplicagdo do doador
de éxido nitrico S-nitrosoglutationa (GSNO), aplicado via spray a 10, 100, 1000 uM, com
as alteracdes fisiologicas, fisico-quimicas e bioquimicas do maméao 'Golden’, nas primeiras
72 horas de amadurecimento. Os frutos controle foram pulverizados com agua destilada. A
aplicagdo de GSNO néo interferiu na cor e na fluorescéncia da clorofila da casca, nos
solidos soluveis, na acidez titulavel, na peroxidacdo lipidica e no teor de S-nitrosotidis.
Frutos controle e pulverizados com 10 uM de GSNO apresentaram menor respiragdo. Apos
72 horas de amadurecimento a 25 °C, todos os frutos apresentaram aumento na biossintese
de etileno, exceto aqueles tratados com GSNO a 10 uM. O mamado pulverizado com 10 pM
GSNO apresentou maior firmeza de polpa e perda de massa 52% menor quando comparado
aos frutos controle. O GSNO também foi responsavel pelo aumento do &cido ascorbico no
mamao. Os resultados indicam que a aplicacdo de 10 UM de GSNO na forma de spray pode
potencialmente preservar as caracteristicas de qualidade do mamédo 'Golden’,
principalmente devido a menor producéo de etileno, atraso na perda de firmeza e menor
perda de massa.

Palavras-chave: pds-colheita, amadurecimento, 0xido nitrico, etileno



Short-term physico-chemical, physiological and biochemical changes in papaya with

exogenous nitroc oxide supply

ABSTRACT

The application of nitric oxide (NO) in the post-harvest of fruits and vegetables has been
seen as a promising technique to conserve food quality. Even though there are countless
studies addressing the use of post-harvest NO, the main results show the difference in
efficiency, the type of nitric oxide donor, the form of application, the concentration used
and the species studied, the application must be suitable for every need. The objective of
this work was to relate the application of the nitric oxide donor S-nitrosoglutathione
(GSNO), supplied via spray at 10, 100, 1000 pM, with physiological, physical-
agglutinating and biochemical changes of papaya 'Golden’, in the first 72 hours ripening.
The controlled fruits were sprayed with distilled water. The application of GSNO did not
interfere in the color and fluorescence of the chlorophyll in the shell, in the soluble solids,
in the titratable acidity, in the lipid peroxidation and in the content of S-nitrosothiols.
Controlled and sprayed fruits with 10 uM GSNO less breath. After 72 hours of ripening at
25 °C, all fruits obtained according to ethylene biosynthesis, except those treated with
GSNO at 10 uM. Papaya sprayed with 10 uM GSNO presents greater pulp firmness and
52% less weight loss when compared to control fruits. GSNO was also responsible for the
increase in ascorbic acid in papaya. The results indicate that the application of 10 uM of
GSNO in the spray form can cause due to the quality characteristics of the 'Golden’ papaya,
mainly due to the lower ethylene production, delay in the loss of firmness and less weight
loss.

Keywords: post-harvest, ripening, nitric oxide, ethylene



1 INTRODUCAO GERAL

Com o incremento de frutas frescas no mercado consumidor, tem aumentado

também a exigéncia pela qualidade desses produtos, o que requer conhecimento da vida
pos-colheita e tecnologias que auxiliam na conservagdo, armazenamento e transporte.
Considerando esses conhecimentos, é possivel mitigar os efeitos do amadurecimento e a
manutencdo da qualidade. Dentre as técnicas utilizadas, o uso de reguladores vegetais tem
se mostrado eficiente para muitas frutas tropicais.
O oxido nitrico (NO) é um radical livre que vem sendo estudado na pés-colheita visando o
prolongamento da vida util de diversos produtos horticolas. Interage com diferentes
compostos celulares, incluindo outros radicais como superdxido (O.7) e perdxido de
hidrogénio (H20.) sendo considerado uma molécula sinalizadora e com potencial
antioxidante, além de apresentar efeito antagonista ao etileno durante a maturacdo e a
senescéncia dos frutos (Leshem e Pinchasov, 2000; Singh et al. 2009; Correa-Aragunde et
al. 2015).

Além do NO gasoso, existem compostos doadores que liberam NO em sua
decomposicao de forma espontanea e controlada podendo estender seus efeitos nos frutos,
como por exemplo o dietilenotriamina/oxido nitrico (DETANO), que se decompde em
solugcdo acida, dependendo da temperatura liberando NO em gas, o S-nitroso-N-
acetilcisteina (SNAC), utilizado mais em formulagdes farmacéuticas (De Souza el al. 2019)
e o nitroprussiato de sodio (SNP). No entanto, o SNP, utilizado nos estudos devido ao seu
baixo custo (Silveira et al. 2019) podendo liberar cianeto quando da sua decomposicéo,
causador de toxicidade ao vegetal. Este doador apresenta duvidas sobre a eficiéncia
antagonista ao etileno, principal horménio do amadurecimento dos frutos (Manjunatha et
al. 2012). Outro doador utilizado é o S-nitrosoglutationa (GSNO) que é um importante S-
nitrosotiol, libera espontaneamente o NO pela dissociacao da glutationa (GSH), sem efeitos
prejudiciais aos vegetais (GSNO 1 NO + GSH) (Wang et al. 2002; Manjunatha et al. 2012;
Mukherjee et al. 2019).

Além da diversidade de doadores de NO, estudos também apresentam diferentes
respostas em relacdo as doses aplicadas (Zhu et al. 2007; Zhu et al. 2008; Hu et al. 2019),
assim como os métodos de aplicacdo como por exemplo imersao (Hu et al. 2014; Zhu et al.
2007), pulverizacdo (Grozeff et al. 2017) e fumigacdo (Sozzi et al. 2003; Eum et al. 2009).

Por isso, h4 um vasto contetdo de informagdes que muitas vezes sdo bastante diversas



quando se trata de uma definicdo de formulacdo para determinado tipo de fruto. Sendo
assim, torna-se um desafio a selecdo criteriosa de doadores considerando os métodos de
aplicacdo, as formulagdes, tipo de fruto e o tempo de exposicdo apos a aplicagdo do
tratamento.

O mamaéo (Carica papaya L.) é uma fruta com grande importancia econdémica para
a fruticultura nacional. E a terceira fruta mais consumida no Brasil, portanto de relevancia
econémica e social, gerando emprego e renda (Agrianual, 2019). As limitacdes para a
expansdo de mercados incluem a fragilidade e deterioracdo do fruto por seu répido
amadurecimento durante 0 armazenamento.

Frente a caréncia de estudos relatando uso de 6xido nitrico na pds colheita de
mamdes, é valido realizar o primeiro estudo utilizando doador de 6xido nitrico (GSNO) de
forma pulverizada, considerando também a ideia de simular a fase de pos-colheita dos
frutos, em que estes passam por casas de embalagens, e essa metodologia poderia ser
aplicada na préatica do dia a dia de producéo. A hipdtese deste estudo é que os efeitos de
NO na fisiologia pds-colheita do maméo tem relagdes com a dose de GSNO pulverizada
no fruto.

Desta maneira, o objetivo deste trabalho foi relacionar a pulverizagdo com o doador
GSNO em diferentes concentracbes com as alteracbes fisioldgicas, fisico-quimicas e

bioquimicas de mamdes ‘Golden’, nas primeiras 72 horas do amadurecimento.



2 REVISAO DE LITERATURA

2. 1 A cultura do mamoeiro
2.1.1 Importéncia econémica e nutricional

O mamdo (Carica papaya L.) pertence a familia Caricaceae, composta por 6
géneros e 35 espécies. Acredita-se que o centro de origem do género Carica é o noroeste
da Ameérica do Sul, na porcdo oriental dos Andes até a América Central e sul do México
(Dantas, 2013), portanto, uma cultura de clima tropical, adaptada a regides de temperatura
alta e elevada insolacéo e pluviosidade.

As variedades comercialmente produzidas séo a Solo e Formosa. Os frutos do grupo
Solo sdo caracterizados por possuirem peso médio entre 350 a 600 g e representam a
maioria das variedades consumidas no mundo. J& o grupo Formosa apresenta frutos com
peso médio de 800 a 1100 g, do qual a principal cultivar é o Hibrido F1 Tainung n°l. As
principais cultivares do grupo Solo s&o: Sunrise Solo, Golden, Improved Sunrise Solo Line
72/12, Baixinho de Santa Amalia, Taiwan, Kapoho Solo, Waimanalo e Higgins. (Dantas,
2013). As caracteristicas da cultivar Golden, objeto desse trabalho, sdo frutos ovalados
quando provenientes de flor feminina e frutos piriformes quando provenientes de flores
hermafroditas, casca lisa e firme, polpa vermelho-alaranjada de boa qualidade, cavidade
interna estrelada e peso médio de 500g. A floracdo tem inicio aos 3 a 4 meses ap6s o plantio,
e a producdo aos 8 a 10 meses, com produtividade média esperada de 45 t/ha/ano (Sanches
e Dantas, 1999).

A fruticultura tem grande destague no agronegocio brasileiro, o Brasil ocupa o
segundo lugar com uma producéo de 1.517.696 toneladas anuais, respondendo com 12,6%
da producdo mundial (Faostat, 2018). Os principais produtores de maméo do mundo séo
india, Brasil e México. Os principais estados brasileiros que produzem sdo Espirito Santo,
Bahia, Rio Grande do Norte, Ceara e Minas Gerais (Secex, 2020). Segundo Sebrae (2019),
0 consumo interno de mamao papaya varia de 2,16 % anuais.

Destaca-se que, dentre os frutos tropicais produzidos no Brasil, 0 maméo ocupou a
sexta posicdo na pauta de exportacdes, em termos de geracao de receita em délar, em 2018,
de acordo com a Secretaria de Comércio Exterior do Ministério do Desenvolvimento,
Industria e Comércio Exterior (Secex, 2020). Nesse mesmo ano, as exportacdes brasileiras
de maméo alcancaram uma receita total de US$ 50 milhdes, valor quase 13 vezes superior

ao registrado em 1995, inicio da série histérica (Secex, 2020). Com isso, 0 pais se



consolidou como segundo maior exportador da fruta e como o maior fornecedor da mesma
para Unido Europeia, que é o principal destino das exporta¢fes do maméo brasileiro (Fao,
2018).

O volume exportado de mamao mundialmente em 2018 foi de 365,7 mil toneladas,
correspondendo a US$ 291,4 milhdes. O México se destacou como maior exportador da
fruta, sendo responsavel por aproximadamente 46,1% das exportacBes, seguido pela
Guatemala com 13,5%. O Brasil ocupa a terceira posi¢do, com 10,4% da exportacdo
mundial (Faostat, 2018) Entre as frutas de exportacdo brasileira de 2017, 0 mamao esté
entre as sete primeiras, com uma participacao de 4,45% (Anuério Brasileiro de Fruticultura,
2018). Segundo Sebrae (2019), Holanda, Portugal e Espanha foram os trés maiores destinos
de exportacdo da fruta em 2015.

O maméo apresenta elevado valor nutricional, alto teor de aglcares e compostos
bioativos, em destaque os carotenoides e a vitamina C, além de sabor e aroma agradaveis e
de grande aceitacdo pelo mercado consumidor. Do latex das folhas e frutos, obtém-se a
enzima papaina, utilizada nas industrias de alimentos, farmacéutica e de cosméticos. Da
planta pode-se ainda extrair a carpaina, que funciona como ativador cardiaco (lac, 1998;
Dantas, 2013).

A importéancia social da cultura também deve ser considerada, uma vez que
representa geracdo de empregos diretos e indiretos e fonte de renda. Como as lavouras
efetuam continuamente os tratos culturais, colheita e comercializacdo, a necessidade de
méao de obra é constante. Além disso, a renovacdo dos plantios, realizada a cada 2 ou 3
anos, contribui para a reducdo do éxodo rural, uma vez que mantém o trabalhador atuante

no campo (Dantas, 2013).

2.1.2 Fisiologia pds-colheita do mamao ‘Golden’

S&o inmeras as fontes de perdas durante a cadeia produtiva, de forma que varios
fatores em simultdneo ou em sequéncia podem ocasionar a perda do produto. Uma fonte de
perda importante para os frutos na pos-colheita advem da fisiologia normal do material
vivo, consequéncia, principalmente, da respiracdo e producdo de etileno, que levam ao
amadurecimento e senescéncia.

O mamdo € classificado como fruto climatérico, ou seja, apresenta um pico

climatérico caracterizado pelo aumento da liberacdo de CO: devido a intensidade



respiratéria, e a producdo autocatalitica de etileno, resultando em uma série de alteracbes
fisicas, quimicas e bioquimicas marcando a transigdo entre o crescimento e a senescéncia
(Chitarra e Chitarra, 2005). A respiragdo, maior em frutos climatéricos apds a colheita em
comparacdo aos frutos ndo climatéricos, indica a velocidade com que ocorrem essas
mudancas, de forma que a vida de armazenamento do produto vegetal é inversamente
proporcional a essa respiracao.

De acordo com Souza et al. (2014) os picos de produgdo maxima de etileno e de
respiracdo em mamdes ‘Golden’ armazenados a 25 °C s3o de 2,6 uL kg™ h™ de etileno e de
27,4 mL kgt h' de COg, respectivamente. Segundo Bron et al. (2006) a., mamdes ‘Golden’
armazenados a 23 °C apresentam valores médios de 31 mL de COz kg™ h? e 2 uL CoHa
kg™ h™ de producéo de etileno. Massucato (2011) encontrou uma média de 25 mL de CO,
kg! h? e 0,5 puL CoHa4 kgt h' de producido de etileno em mamdes ‘Golden’ nos trés
primeiros dias de amadurecimento armazenados a 25 °C. J& Resende (2010), encontrou em
média 23 mL de CO2 kg* h? e 0,015 pL de CoHs kg? ht em mamdes ‘Golden’ nos trés
primeiros dias de amadurecimento armazenados a 23 °C.

A perda da firmeza, uma das transformacGes mais evidentes e importantes durante
0 amadurecimento, modifica a textura do fruto através do amolecimento. A perda de
consisténcia do fruto é resultado de varios processos, sendo 0 mais predominantemente a
decomposicdo enzimatica da lamela média e parede celular. De acordo com Bron et al.
(2003) mamdes ‘Golden’ que atingiram firmeza proxima a 20 N podem ser considerados
bons para consumo. Em cultivares do grupo Solo, a firmeza da polpa no estadio 2 (de 15-
20% de faixas amarelas no fruto) durante o amadurecimento varia de 90 a 98 N (Bicalho,
1998). Resende (2010), estudando mamdes ‘Golden’ armazenados a 23 °C, observou
decréscimo de firmeza de 114,5 N para 15,8 N nos trés primeiros dias de armazenamento.
A cor da casca dos frutos € um dos principais atributos de qualidade e talvez o mais
importante, devido a sua influéncia na escolha do produto pelo consumidor. A variagdo da
cor verde para amarela, que ocorre na casca do mamao, é uma das transformacdes fisicas
mais caracteristicas, durante o amadurecimento do fruto (Oliveira e Vitoria, 2011). Silva et
al. (2016) verificaram que o angulo de cor da casca em mamdes, durante os trés primeiros
dias de amadurecimento, varia de 113 a 80 ° H, quando pode ser considerado
completamente amarelo. Ja Bron et al. (2006) a. estudando mamdes ‘Golden’ encontrou

valores de angulo de cor de 80 ° H no estadio 1 (10 — 15% de faixas amarelas no fruto) de



amadurecimento. Resende (2010) observou redugéo no angulo de cor de 105,9 para 80,9
°H durante o amadurecimento de mamdes armazenados a 23 °C no estadio 1.

A perda de massa em frutos, que em grande parte é atribuida a transpiracéo, pode
ser considerada uma das principais causas de prejuizos, pois resulta em perdas quantitativas
(peso) e qualitativas (aparéncia, textura e enrugamento). Pelo fato de possuir casca fina, o
mamao apresenta elevada perda de agua pela transpiragdo (Costa, 2002). Segundo Frangoso
et al. (2008), a perda de massa fresca é resultado do processo transpiratorio somado aos
mecanismos respiratérios via oxidagdo do carbono. Sendo assim, de acordo com Chitarra e
Chitarra (2005), a perda de massa fresca, para ser considerada danosa e com reducdo na
qualidade dos frutos, de modo geral, deve ser em torno de 10%, acima dessa porcentagem
os frutos passam a ser invidveis para consumo. Resende (2016) encontrou em mamdes
‘Golden’ nos trés primeiros dias de amadurecimento em condigdes ambientais de 23 °C,
perda de massa de 0 a 2,2%. Paull e Chen (1989) relataram que perda de massa superior a
8% diminui consideravelmente a qualidade pos-colheita de mamao.

Em relagdo as alteragdes quimicas do fruto, solidos soliveis em mamao ‘Golden’

tendem aumentar conforme o avango do amadurecimento variando entre 9 a 11 °Brix (Silva
et al. 2017). J& Manica et al. (2006) estudando as composicBes quimicas de mamdes
‘Golden’ encontrou que o teor de solidos soltiveis varia entre 10 a 13,8 °Brix. Em mamoes,
0 teor de amido acumulado durante o processo de desenvolvimento € muito baixo, menos
de 1% (Martins e Costa, 2003), com isso ndo ocorre acimulo de amido para ser hidrolisado
durante o processo de amadurecimento, resultando em minimas variacdes nos teores de
solidos soluveis durante a pdés-colheita dos frutos (Selvaraj et al. 1982).
Comparado a outras frutas, 0 maméao apresenta baixa acidez, por isso seu sabor adocicado.
Neste fruto sdo identificados os acidos citrico, malico e tartarico. O &cido citrico juntamente
com o malico contribui para 59% da acidez. A acidez titulavel apresenta baixos valores,
geralmente menores que 0,2% de acido citrico (Souza, 1998; Bron et al. 2006 b.; Silva et
al. 2017; Bicalho, 1998) e 94,5 da razdo de sélidos sollveis e acidez titulavel (Bicalho,
1998). A acidez titulavel aumenta com o progresso do amadurecimento dos frutos até
atingir aproximadamente 75% da coloracdo da casca amarela; depois decresce (Bicalho,
1998). Segundo Paull et al. (1999), este aumento da acidez na polpa pode ser devido aos
acidos galacturdnicos liberados durante a hidrolise de componentes da parede celular
(Conklin, 2001; Wolucka e Van Montagu, 2003).



O conteudo de acido ascorbico nos frutos na maturacgéo fisiologica € menor quando
comparada a frutos mais verdes. Porém essa quantidade aumenta conforme o avanco do
amadurecimento (Selvaraj et al. 1982). De acordo com Bron (2006) a., durante o
amadurecimento de mamdes, o teor de &cido ascorbico aumenta de 20 a 30%. Estudos
acrescentam que a manose e a L-galactose sdo precursoras na via de sintese de acido
ascorbico em plantas, os quais sdo utilizadas para a biossintese de carboidratos da parede
celular. Portanto, a degradacdo da parede celular fornece substratos para a sintese de acido
ascorbico no fruto. Resende (2010) mostrou que o teor de acido ascérbico aumentou com
o amadurecimento de mamdes ‘Golden’, atingindo valores de 96,3 mg de vitamina C 100°
1 g de polpa. Segundo a Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos (Taco, 2011), a
composicdo média de vitamina C no maméao é de 82,2 mg 1009, o que atinge valores até
maiores quando comparados as laranjas que séo frutos considerados referéncias para o

consumo de vitamina C.

2.1.3 Mudangcas oxidativas na pds-colheita

O amadurecimento € um fenémeno complexo do desenvolvimento dos frutos que
consiste principalmente, em alteracdes bioguimicas dos componentes ja existentes do
mamao (Azevedo et al. 2008). Essas alteracGes sdo fortemente influenciadas por fatores
como expressdo génica, hormonios, luz, temperatura, entre outros (Adams-Phillips et al.
2004). Por isso € um processo geneticamente programado, coordenado e irreversivel,
envolvendo uma série de mudancas fisioldgicas, bioguimicas e organolépticas que levam a
obtencdo de frutos comestiveis e com qualidades palataveis (Tharanathan et al. 2006).

O amadurecimento também pode ser visto como um fendmeno de estresse para o
vegetal, acompanhado de inimeras transformac6es no metabolismo oxidativo. Durante esta
fase sdo produzidas inUmeras espécies reativas de oxigénio (EROs) como o peroxido de
hidrogénio (H20>), radical hidroxila (OH *) e superéxido (O2’), 0s quais tornam-se danosos
ao reagirem em compartimentos celulares e assim causar deterioracdo de tecidos (Hu et al.
2014). Para lidar com esse estresse, as plantas possuem diferentes sistemas antioxidantes
gue combatem essas espécies, podendo ser enzimaticos, incluindo o superéxido dismutase
(SOD), ascorbato peroxidase (APX), catalase (CAT) e ndo enzimaticos, como 0 ascorbato
(Mittler, 2002; Wu et al. 2012). Quando ha algum desbal¢ando entre a producdo de EROs

e 0 sistema antioxidante, ocorre acimulo de EROs e, consequentemente, maior dano



oxidativo. Muitas das alteragdes que ocorrem durante este evento, como alteracGes de
propriedades fisicas da membrana, aumento de extravasamento de ions, diminuicdo da
fluidez e perda da integridade da membrana plasmatica sdo resultados do estresse oxidativo
(Palma et al. 1995; Lester e Stein, 1993; Lurie e Bem-arie, 1983). As EROs inativam
enzimas e causam importantes danos nos componentes celulares como a peroxidacéo
lipidica dos acidos graxos resultando na formagdo de alguns produtos como o
malondialdeido. A peroxidacao lipidica é definida como a deterioracdo oxidativa dos acidos
graxos poliinsaturados, que sdo aqueles que contém ligacdes duplas entre os carbonos e se
encontram nas membranas e outras organelas celulares. A membrana contém grandes
quantidades de acidos graxos poliinsaturados (Hodges et al. 1999).

Resende (2010) estudando peroxidacéo lipidica em mamdes em temperatura 23 °C
observou que o contetdo de malondialdeido (MDA) se manteve baixo tanto na casca
quanto na polpa durante os trés primeiros dias de amadurecimento. Somente no quarto dia
de armazenamento a polpa apresentou pico de producéo atingindo valores de 112 nmol g
massa fresca. Este mesmo autor ndo observou pico de producdo de MDA na casca com
valores médios de 55 nmol g massa fresca. Massucato (2011) estudando mamdes em
temperatura 24 °C, observou também uma manutencédo de contetdo de MDA na casca com
valores de 28 nmol g massa fresca. Ja na polpa, no terceiro dia de armazenamento os
frutos apresentaram pico de producio de 98 nmol g massa fresca, caracterizando aumento

dos danos de membrana conforme o avanco do amadurecimento dos frutos.

2.1.4 Tecnologias utilizadas na pos-colheita do mamao

Por ser uma fruta altamente perecivel e exigente em cuidados no manuseio, a
determinacdo do tipo de tecnologia pos-colheita a ser utilizada na cultura do mamao,
depende do destino do mercado (interno e externo) e tempo de distancia da colheita ao
destino. Segundo alguns autores, recomenda-se que 0 maméao seja classificado,
higienizado e tenha rastreabilidade. E ndo apresente injdrias mecanicas nem doencas
(Durigan e Durigan, 2014).

A fruta destinada ao mercado interno, por mais que ndo se exija alta tecnologia,
existem normativas (Instrucdo Normativa Conjunta (SARC, IPEM e ANVISA) n° 09 de
14/11/2002) que estabelecem regras para as embalagens de frutas e hortalicas frescas, uma

vez que elas ndo podem ser higienizadas e ndo sdo paletizaveis. Neste tipo de mercado, a



fruta é geralmente embalada no campo, em galpBes abertos, onde tudo se concentra:
recepcao; operacdes de selecdo e embalagem; e o caminhdo que fard o transporte até o
mercado de destino. No Brasil, normalmente o transporte é feito em transporte nédo
refrigerado, sem cuidados com o empilhamento excessivo, expondo os frutos a condigdes
inadequadas, culminando em perdas na qualidade. Porém, atualmente algumas empresas
vem adotando procedimentos semelhantes aos realizados para frutos destinados ao mercado
externo. Assim, os frutos podem ser colhidos em estadios de maturagdo mais avangados
(estadio 2 ou 3) e sdo classificados e embalados de forma mais adequada, etiquetados com
a marca do produtor e transportados sob refrigeracdo (10-12 °C), garantindo melhor
qualidade dos frutos ao consumidor (Sasaki et al. 2018).

Ja para frutas destinadas ao mercado externo, exige-se um alto nivel tecnoldgico
pois atende as necessidades e exigéncias internacionais fitossanitarias, quarentenarias e de
qualidade dos frutos tanto para os paises europeus e Estados Unidos ( seguindo o “System
Approuch”). Diferente dos frutos destinados ao mercado interno, os frutos que sdo
exportados sdo colhidos precocemente (estadio 1) e transportados para a casa de
embalagem onde serdo selecionados e escolhidos de acordo com auséncia de injuria
mecanica, fitossanitaria e padrdo de coloracdo da casca. Estes frutos passam por etapas
distintas onde séo lavados (cloro ou detergente) e recebem aplicacdo de fungicidas e/ou
ceras por aspersdo ou imersdo. ApOs a secagem esses frutos passam por classificacédo e
embalagem para seguir ao armazenamento, transporte e distribuicdo. O armazenamento é
realizado em ambiente refrigerado (Durigan e Durigan, 2014).

Sendo assim, as principais tecnologias pos-colheita utilizadas para 0 mamao sdo: 1-
refrigeracdo (transporte e armazenamento de 10 a 12 °C); 2- uso de recobrimentos (ceras e
revestimentos) com permissdo do uso de cera de carnalba em embalagens destinadas a
entrar em contato com alimentos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
resolucdo n° 123, de 19 de junho de 2001; 3- compostos antimicrobianos e sais inorganicos
que controlam podriddes; 4- uso de reguladores vegetais, moléculas organicas capazes de

atuarem no metabolismo (Ruggiero, 2011).



2. 2 Uso do éxido nitrico nos vegetais

2.2.1 Natureza quimica do 6xido nitrico, reacdes e sintese nas plantas

O 6xido nitrico (NO, N=0O) é uma molécula gasosa simples, incolor, inorganica
encontrada no ar atmosférico em pequenas quantidades, e que nas plantas tem um papel na
resposta a estresses bidticos e abidticos (Asgher et al. 2017). Desde relatada a emisséo de
NO em plantas na década de 90 por Ya'acov e Haramaty (1996), o NO tem sido objeto de
varios estudos na agricultura. No inicio, os estudos sobre 0 NO em plantas estavam focados
nos efeitos fitotoxicos dos Oxidos de nitrogénio (NO2, N20s3, NO2, NO3z), mas
investigages subsequentes vincularam o NO enddgeno a varios fatores fisiolégicos como
modulacdo de estresse hidrico, germinacgdo, crescimento radicular, formacgdo de frutos e
flores, defesa vegetal, biossintese de antocianinas e producéo de clorofila (Ku et al. 2000;
Ya'acov e Pinchasov, 2000; Garcia-Mata e Lamattina 2001; Del Rio et al. 2004).

O ¢6xido nitrico (NO) é produzido nas plantas por via enzimatica e ndo enzimatica.
A producéo ndo enzimatica resulta de reaces quimicas entre NOs e metabolitos vegetais,
incluindo cadeias de transporte de elétrons mitocondriais, condi¢fes de baixo oxigénio e
decomposicao do oxido nitroso ou reducdo quimica de nitrito (NO2") em condi¢des acidas
(Ku et al. 2000). O NO também é produzido por vias enzimaticas a partir do NO2 e a
enzima nitrato redutase (NR), que exerce um papel importante na assimilacdo de nitrogénio
em plantas. Uma vez que ja foi documentada a sintese de NO em plantas na presenca
arginina, existem evidéncias crescentes da existéncia de Oxido nitrico sintase (NOS)
encontrada e j& bastante estudada em animais. No entanto, somente em algumas espécies
de algas foram encontradas proteinas similares (Jeandroz et al. 2016).

Assim como ocorre com as espécies reativas de oxigénio, os principais locais de
producdo do NO sdo mitocbndria, cloroplasto e peroxissomos, mas por ser lipofilica e
pequena, como o etileno, é capaz de mover facilmente entre as células (Galatro et al. 2013).
Quando diluido, 0 NO tem uma meia vida de menos de 10 segundos devido a sua rapida
oxidacao a nitrito e nitrato.

A molécula de NO, por possuir um elétron ndo pareado, € um agente quimico
altamente reativo capaz de reagir rapidamente com outros radicais importantes do ponto de
vista biologico. A funcdo do NO deve-se principalmente as suas moléculas derivadas
designadas como nitrogénio reativo (RNS), que interagem com diferentes macromoléculas

e afetam suas funcionalidades.
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Até 0 momento, existem trés processos principais que foram descritos como modo

de atuacdo do NO na fun¢do proteinas: nitracdo, S-nitrosacao e nitrosilacdo de metais.
A nitracdo é uma reacdo que permite adicionar um grupo NO2" a um composto quimico,
incluindo proteinas, &cidos graxos ou acido nucleico. Essa ¢ uma modificagdo pos-
traducional, geralmente mediada por peroxinitrito, formado pela rea¢do do radical NO com
radicais superoxido Oz". No caso das proteinas, a modificacdo mais estudada envolve nitro-
tirosina, embora existam outros aminodcidos suscetiveis de serem nitrados, incluindo
triptofano, cisteina e metionina (YYa'acov e Pinchasov, 2000). Esse grupo formado pode
causar um ganho de funcdo, perda de funcdo ou nenhum efeito na proteina alvo.

A S-nitrosacdo, também chamada de S-nitrosilacdo, consiste na ligagdo covalente
de um grupo NO a cadeia lateral de tiol (-SH) de uma cisteina (Cys). Esta modificacdo pos-
traducional é reconhecida como um dos mecanismos mais relevantes para a sinalizacéo de
NO. A nitrosacdo de proteinas S (proteina SNO), como a glutationa, origina a S-
nitrosoglutationa (GSNO), considerada reservatério de NO (Manjunatha et al. 2010).
GSNO e outros S-nitrosotidis podem interagir com grupos especificos de proteinas sulfidril
para produzir proteinas S-nitrosadas em um processo chamado S-transnitrosacéo, que pode
mediar 0s processos de sinalizacdo. Levando em consideracdo que esse processo &
reversivel, a S nitrosacdo deve ser considerada sim como um mecanismo relevante de
sinalizag&o nas células.

A nitrosilacdo de metais implica na interacdo entre NO e metais das proteinas. Ha
pouca informacdo desse processo nas plantas.

Embora a maioria dos estudos tenha se concentrado na analise de modificacGes pos-
traducionais de proteinas, como nitrosacdao S-nitracdo de tirosina e nitrosilacdo de metais
(Corpas et al. 2008, 2019; Astier e Lindermayr, 2012; Holzmeister et al. 2015; Begara-
Morales et al. 2016), estudos indicam que o NO também esta envolvido na regulacéo génica
(Griin et al. 2006; Tossi et al. 2011).
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Figura 1. Esboco proposto por Corpas et al. 2018: Metabolismo do 0xido nitrico (NO) nas
células vegetais. O 6xido nitrico pode ser gerado, entre para formar S-nitrosoglutationa
(GSNO) através de um processo de S-nitrosacdo (S-nitrosilacdo). Esse metabolito pode
seser convertido pela enzima S-nitrosoglutationa redutase (GSNOR) em glutationa oxidada
(GSSG) e NHs, GSNO e outros. Os S-nitrosotiois podem interagir com grupos especificos
de proteinas sulfidrila (P-SH) para produzir proteinas S-nitrosadas (P-SNO) em um
processo chamado S-transnitrosacdo, que pode mediar os processos de sinalizacdo O 6xido
nitrico também interage rapidamente (K ~ 1010 m™s™) com radicais superéxido (02¢)
para gerar peroxinitrito (ONOO™), uma molécula oxidante poderosa que pode mediar a
nitragdo de proteinas por tirosina (P-TyrNO) e também a nitracéo de &cidos graxos (NO2-
FAs). Alternativamente, o NO na presenca de oxigénio € convertido em triéxido de
dinitrogénio (N203) e diéxido de nitrogénio (NO2) que, em solugdes aquosas, Sao
transformados em nitrito e nitrato. O 6xido nitrico e moléculas relacionadas podem fazer

parte processos de sinalizacdo ou estresse nitro-oxidativo da célula.

2.2.2 Efeitos do 6éxido nitrico no amadurecimento de frutos

O teor de NO diminui progressivamente durante o amadurecimento dos frutos, com

aumentos concomitantes na nitracdo e nitrosacdo de proteinas, duas modificagdes pos-
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traducionais promovidas por espécies reativas de nitrogénio. Durante o amadurecimento,
os teores de etileno e NO sdo inversamente correlacionados, quando ha redugdo do NO
paralelamente ha aumento do etileno (Leshem et al. 1998).

A aplicacdo pos-colheita de NO demonstrou ser eficaz na extensdo de vida pos-
colheita de variedades de flores, hortalicas e frutas. Quando aplicado a curto espago de
tempo e em baixas concentragdes, o NO atrasa 0 amadurecimento, evita danos causados
pelo frio, promove a resisténcia a doengas e aumenta o valor nutricional. O tratamento
exdgeno de NO mantem a qualidade p6s-colheita uma vez que (1) diminui a biossintese de
etileno, (2) melhora o sistema antioxidante, (3) induz sistema de defesa contra patdégenos,
(4) ativa fatores de transcricdo CBFs e (5) regula metabolismo de aglUcar e energia
(Manjunatha et al. 2012). Nesse trabalho focaremos nas duas primeiras.

Quando o NO é aplicado aos frutos, o processo de amadurecimento pode ser
retardado uma vez que o NO opera como molécula antagbnica ao etileno, diminuindo sua
producdo. Também ja foi verificado que o NO interage com outras moléculas reguladoras,
como acido abscisico (ABA), auxina (AlA), acido jasménico (JA), acido salicilico (SA),
melatonina e sulfeto de hidrogénio (H>S) durante o amadurecimento (Manjunatha et al.
2010).

O etileno, mediador no amadurecimento de frutos, tem sua biossintese iniciada com
um precursor denominado L-metionina, que se converte em S-adenosilmetionina (SAM),
em condicdes normais pelo ciclo de Yang. A SAM juntamente com a enzima ACC sintase
(ACCS) produz acido 1-aminociclopropanolcarboxilico (ACC) que através de outra
enzima ACC oxidase (ACCO) em condi¢des aerdbicas forma o etileno (Chitarra e Chitarra,
2005).

Os mecanismos pelos quais 0 NO diminui a producéo do etileno séo por vias diretas
e indiretas. As vias diretas podem ser: (1) através da regulacdo transcricional dos genes da
enzima ACCO como ACO1, ACOH2 e ACO4; (2) atraves da S-nitrosilacdo causando
modificacdo pds-traducional da enzima metionina adenosiltransferase (MAT); (3) pela
inibicdo da hidrogenacédo do etano (C2Hs), (4) reducédo estequiométrica do ACC em &cido
1-malonilaminociclopropano-1-carboxilico (MACC); (5) O NO e ACCO formam um
complexo binario (ACCO-NO) que € quelatado pelo ACC para produzir um complexo
ternario estavel de ACC-ACCO-NO, impedindo a formacdo do etileno (Manjunatha et al.
2010; Manjunatha et al. 2012).
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J& as vias indiretas podem regular o etileno através da coordenagdo de outras
moléculas de sinal. (1) O &cido salicilico (SA) e NO interagem sinergicamente através da
fosforilagdo de proteinas e alteracdo do fluxo de célcio durante estimulos externos, onde o
SA atua na ACO para reduzir o etileno; (2) as poliaminas (PA) também entrosam com o
NO por meio de um mecanismo n&o identificado e reduzem o etileno inibindo ACCS, pela
acdo competitiva no precursor comum SAM; e (3) O NO e a citocinina também podem
interagir entre si através de um mecanismo ndo identificado implicando na possivel
regulacdo do etileno (Figura 1) (Manjunatha et al. 2010). O esquema abaixo representa

esses mecanismos relatados:
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Figura 2. Modelo proposto para os mecanismos pelos quais 0 NO antagoniza o etileno
(adaptado de Manjunatha et al. 2010). NO = Oxido nitrico; ACO1, ACOH2 e ACO4 =
Genes da enzima ACCO; MAT = Enzima metionina adenosiltransferase; C2H6 = Etano;

MACC = Acido 1-malonilaminociclopropano-1-carboxilico; NO-ACCO-ACC =

Complexo ternario estavel; SA = Acido salicilico; PA = Poliaminas.

Outro nivel de regulacdo do etileno é através da modificacdo pos-traducédo via S-
nitrosilacdo. Um bom exemplo disso é a inibicdo da adenosil transferase-1 através do
processo de S-nitrosilacdo. 1sso resulta em menor turnover de S-adenosilmetionina (SAM),
regulando assim a molécula precursora principal para a produ¢do do ACC (Jakubowicz et

al. 2010; Tieman et al. 2000). Além disso, outro aspecto importante do NO é o modo de
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reducdo do etileno através da regulacao do efeito do perdxido de (H203), sendo este Gltimo
um indutor eficaz na transcri¢do génica biossintética do etileno (Manjunatha et al. 2012).

Liu et al. (2019) estudando aplicacdo de NO em peras (Pyrus communis L.)
armazenadas a 25 °C, observaram inibi¢do de genes relacionados ao etileno, reducdo da
producao de etileno e taxa respiratdria. Ja Hu et al. (2014) estudando aplicacdo de NO em
mangas (Mangifera indica L.) constataram queo tratamento com NO atrasou picos de taxa
de respiracdo e producdo de etileno durante o amadurecimento. Tomates (Solanum
lycopersicum cv. Ailsa Craig, AC) imergidos com tratamento NO e posteriormente
armazenados a 25 °C apresentaram atraso na mudanca de cor e diminui¢do da producéao de
etileno quando comparados aos frutos ndo tratados (Lai et al. 2011). Um trabalho estudando
aplicacdo de NO em mamdes (Carica papaya L.) constatou que o tratamento com NO
suprimiu efetivamente a producdo de etileno e a taxa respiratoria (niveis de CO3»)
armazenamento (Li et al. 2012).

Ha relatos também que evidenciam a acdo do NO em frutos mediada por
melatonina, composto que causa maior resisténcia a estresses bioticos e abioticos. Estudos
comprovaram que houve reducdo da producdo de etileno em peras (Pyrus communis L.)
por meio da interacdo de melatonina com NO, indicando que podem atuar sinergicamente
na reducdo do amolecimento de frutas. Estes autores constataram que a melatonina além
de atrasar a senescéncia de frutos via NO, reage com EROs e aumenta a atividade da enzima
NOS aumentando o teor de NO, que consequentemente age antagonizando a producéo de
etileno, eliminando também EROs, retardando assim a senescéncia de frutos (Liu et al.
2019; Murkherjee et al. 2019).

Assim como e melatonina, entre varios fatores fisiologicos, foi constatado que o
sulfeto de hidrogénio (H2S) modula o amadurecimento com respostas associadas ao etileno
e ao NO. E provavel que NO e H2S estdo envolvidos na formago de nitrosotiois, que atuam
como reservatorios de NO nas células (Murkherjee et al. 2019). Por essas razdes, tem-se
intensificado o numero de aplicacGes agricolas em diversas culturas com doadores
exdgenos de NO, H.S e melatonina. Entre esses, existemestudos relacionados a
investigacGes de receptores, regulacdo génica e abordagens metabdlicas para decifrar
eventos multiplos associados ao etileno, H.S e melatonina no amadurecimento de frutos
(Murkherjee et al. 2019).

O metabolismo nitro-oxidativo dos frutos é parte integrante da reprogramacao

bioguimica e genética necessaria para a progressdo doamadurecimento tanto de frutos
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climatéricos quanto ndo climatéricos.O amadurecimento é caracterizado também por uma
explosdo oxidativa com o acumulo de EROs, portanto a manutencdo do sistema
antioxidante assim como a diminuicdo dessas espécies é importante para a manutencao da
qualidade dos frutos.

O NO pode modular o nivel de ERO regulando a atividadede enzimas antioxidantes

e também pode reduzir o estresse oxidativo mantendoniveis suficientes de substancias
redutoras como &cido ascorbico (Del Rio et al. 2002). O tratamento com NO reduziu a
intensidade da permeabilidade da membrana e peroxidacédo lipidica, atrasou 0s aumentos
na produgéo de Oz e H2O> e aumentou as atividades de SOD, CAT e ascorbato peroxidase
(APX), indicando que o NO mantém positivamente o equilibrio entre formacédo
edesintoxicagdo de ERO na pds-colheita de frutas (Wu et al. 2012). Xu et al. (2010)
mostraram que o0 NO podedesintoxicar EROs reagindo com O2-~ e gerando ion peroxinitrito
(ONOO"), que € menos toxico para a planta, limitando assim o dano celular (Fan et al.
2014). Esses achados estdo em acordo com resultados anteriores em kiwis (Zhu et al.2008),
bayberry chinés (Wu et al. 2012) e banana (Wuet al. 2014). O tratamento com um doador
de NO aumentou as atividades antioxidantes da superéxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e peroxidase (POD) e reduziu as atividades de lipoxigenase (LOX) e polifenol
oxidase (PPO) em frutos de manga, que por sua vez apresentaram reducao no acimulo de
malondialdeido (MDA), radical anion superoxido (O:") e peroxido de hidrogénio (H20x)
comparadoscom os frutos que nao receberam NO (Zhang et al. 2019).
O NO também é um potente inibidor da cadeia respiratdria mitocondrial (MRC), onde se
liga a proteinas ferro-sulfuricas dos complexos da cadeia e inibe suas atividades bioldgicas,
diminuindo a producdo de COzdos frutos (Caro e Puntarulo, 1999; Wilson e Torres, 2004;
Castello et al. 2006; Mason et al. 2006).

Como ja dito, além das relagdes com EROs, o0 NO diminuindo a producdo do
etileno, altera atributos de qualidade dos frutos como cor, textura, composicao nutricional
e sabor. Por exemplo, péssegos conservaram maior firmeza, maior integridade da
membrana celular, contetdo reduzido de diacilglicerol e triacilglicerol, aumento do
conteddo de &cido ascdrbico quando foram tratados com NO (Flores et al. 2008; Zhu, Liu
e Zhou, 2006; Zhu e Zhou, 2006). J& em frutos de kiwi, a vida pos-colheita foi prolongada
com baixos niveis de malondialdeido e atraso na perda de firmeza e respiracdo, assim como
teores mais elevados de vitamina C e E (Leshem, Wills e Ku, 1998; Zhang et al. 2006; Zhu,

Sun e Zhou, 2008; Zhu, Sun e Zhou, 2010). Em magcés, a producéo atrasada de etileno e o
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desenvolvimento da cor inibiram o escurecimento precoce dos frutos (Pristijono, Wills e
Golding, 2008; Pristijono, Wills e Golding, 2006), e em morangos a vida pds-colheita foi
prolongada reduzindo a producéo de etileno e taxa respiratdria (Wills, Soegiarto e Bowyer,
2007).

Liu et al. (2011) estudando diferentes concentracbes de NO gasoso em peras,
constataram que o NO ndo apenas reduziu o pico de producéo de etileno, o agucar soltvel,
o teor de sélidos sollveis, manteve uma maior firmeza, amido e teor de NO, mas também
retardou a degradacdo da pectina solivel covalente, acimulo de pectina sollvel idnicae
pectina solivel em agua.

Um estudo com aplicacdo de NO em mangas (Mangifera indica L.), os autores
constaram um atraso no amolecimento da polpa, 0 amarelecimento da casca e as alteracdes
no teor de solidos soliveis (SSC) e na acidez titulavel (TA) (Hu et al. 2014). Ja Li et al.
(2012) aplicando NO em mamdes (Carica papaya L.), observaram redugédo da perda de
massa, manutencdo da firmeza e alteracdes retardadas na cor da casca e contetdo sélidos
soluveis. O nivel de vitamina C inicialmenteaumentou e depois diminuiu ligeiramente

durante o amadurecimento.

2.2.3 A aplicacé@o de NO em frutos

O método mais usado para estudos com a aplicacdo de NO é com a fumigacdo do
NO gasoso por meio de cilindros de gas sob pressao. Esse método possui alto custo, além
de dificuldades operacionais como transporte e armazenamento do gas, preocupacdes com
a saude e seguranca operacional decorrentes de vazamentos do manuseio de sistemas de
alta pressdo. A natureza gasosa do NO é uma barreira para seu uso comercial. A construcao
de uma infraestrutura necessaria para realizar a fumigacdo em larga escala requer
investimento e conhecimento técnico operacional, 0 que passa a ser inviavel para
produtores menores. Por isso, na busca por driblar esses possiveis problemas praticos, o
uso de compostos que liberam NO € uma alternativa (Wills, Soegiarto e Bowyer, 2007). As
moléculas de NO, liberadas por seus doadores, sdo capazes de imitar uma resposta
enddgena relacionada ao NO ou substituir uma deficiéncia endégena deste composto. As
vias que levam a formacdo de NO a partir de um composto doador diferem bastante,
algumas requerem co-fatores especificos, outras requerem suporte catalitico de uma

enzima, como o S-nitroso-N-acetilcisteina (SNAC), em que sua redugdo libera NO porém
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mais utilizado em formulagdes farmacéuticas (De Souza el al. 2019), outros como 0
dietilenotriamina/éxido nitrico (DETANO) decompde-se em solucgdo acida, dependendo da
temperatura, liberando NO em gé&s. J& outros como o nitroprussiato de sodio (SNP), que
também ¢ bastante utilizado nos estudos pelo baixo custo (Silveira et al. 2019), é uma
molécula de reacdo foto-oxidativa e apresenta dlvidas sobre a eficiéncia como um
antagonista ao etileno e sua decomposicao é acompanhada por cianeto, queo torna toxico
ao vegetal (Manjunatha et al. 2010; Wang et al. 2002).

Outro doador utilizado em experimentos com NO é a S-nitrosoglutationa (GSNO),
um importante S-nitrosotiol que libera espontaneamente 0 NO (Manjunatha et al. 2012;
Mukherjee et al. 2019). O GSNO, produzido por nitracdo daglutationa (GSH), é uma
molécula pequena que facilita o transporte e armazenamento de NO no interior das células.
A quebra da ligagdo S-NO pode ser induzida pelo calor, luz UV, certos ions metalicos e
H20,. A GSH, é um antioxidante presente em abundancia na maioria dos tecidos de plantas
e pode participar direta ou indiretamente na eliminacdo de EROs (Hasanuzzaman et al.
2017; Wang et al. 2002). O metabolismo do NO esté associado a enzima S-nitrosoglutationa
redutase (GSNOR), que desempenha um papel central no controle dos niveis celulares de
GSNO e NO (Airaki et al. 2011; Chaki et al. 2011; Espunya et al. 2012). Abaixo segue um

esquema do metabolismo do GSNO nas ceélulas:

NO GSNO /'\
[ GSNOR

sH]

.

S-nitrosilacao

GSH

[ GR | GSSG

Figura 3. Modelo do metabolismo da S-nitrosoglutationa (GSNO) nas células. A interacédo
entre glutationa reduzida (GSH) e 6xido nitrico permite que GSNO seja gerado por um
processo de S-nitrosilagdo. O GSNO pode ser decomposto pela GSNO redutase (GSNOR)
em glutationa oxidada (GSSG), que é substrato da glutationa redutase (GR) que regenera a
glutationa reduzida. Quando o NO é liberado espontaneamente de GSNO, pode interagir

com grupos S-nitrosotiois (-SH) (Corpas et al. 2013).
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Diante das varias op¢des de doadores, e consequente de varios métodos de
aplicacéo, a eficiéncia do tratamento com NO depende de inimeros fatores como meio de
aplicacdo, concentragdo e especie tratada (Soegiarto et al. 2003; Manjunatha et al. 2010).
H& um vasto conteudo de informagfes que muitas vezes sdo bastante diversos quando se
trata de uma definicdo de formulacdo para determinado tipo de fruto. Sendo assim, torna-
se um desafio a sele¢do criteriosa de doadores considerando os métodos de aplicacdo, as
formulacGes, o tempo de exposicdo e a atmosfera de armazenamento apds a aplicacdo do
tratamento (Manjunatha et al. 2010).

Além das variacBes nas formulacBes e concentracdes, estudos apontam que as
concentracdes de NO necessarias para diminuir a producdo de etileno e senescéncia, sao
influenciadas pelas espécies e 6rgaos vegetais em questdo (Soegiarto et al. 2003; Leshem
et al. 2001). Por exemplo, em um estudo com aplicacdo de NO em trés diferentes variedades
de mirtilos (Vaccinium spp.), foi constatado que a variedade ‘Misty’ ndo apresentou
respostas ao tratamento. Os autores concluiram o estudo afirmando que apenas uma
variedade apresentou respostas positivas enquanto outras duas variedades nao e ressaltaram
a importancia de explorar o tempo maior de exposicdo ao tratamento (Grozeff et al.
2017).Em uvas (Vitis vinifera L.) tratadas com 300 pL- L™ de NO gasoso, e posteriormente
armazenadas a 0 °C, o contetdo de malondialdeido (MDA) foi menor na casca quando
comparadas as uvas ndo tratadas, ja na polpa ndo houve diferenca significativa (Zhang et
al. 2019).

N&o somente espécies ou 6rgdos vegetais, mas variedade de concentracfes também
apresentam diferentes respostas. Zhu et al. 2006 estudando o amadurecimento de péssegos
(cv. Xiahui) tratados com NO gasoso em concentragdes de 5 e 10 pL. L e armazenados a
25 °C, observaram reducdo de ACC e producdo de etileno. Ja em doses maiores, como 15
uL. L™, os mesmos autores verificaram toxicidade nos frutos ao analisar interagdo das
espécies reativas de oxigénio com o éxido nitrico, confirmando a informacdo de que é
necessario um estudo de doses adequadas para desenvolvimento de formulacdes (Wink e
Mitchell, 1998; Manjunatha et al. 2010). Rabiei et al. (2019) estudando 0, 250, 500 e 1000
uM de SNP em cerejas (Cornus mas L.) concluiram que apenas a dose 500 uM de SNP
apresentou resultados positivos no atraso da senescéncia. J& um estudo com morangos
(Fragaria ananassa) quando aplicado 1, 5 e 10 umol 1*de SNP constatou que o efeito mais

notéavel e positivo para o atraso da senescéncia dos frutos foi a dose 5 pmol 1'de SNP,
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deixando mais evidente que diferentes concentracdes apresentam resultados distintos (Zhu
e Zhou, 2007).

O tempo de exposicdo ao NO também é um fator a ser levado em consideragdo para
a eficiéncia do tratamento.Peras europeias (Pyrus communis L. ‘Bartlett’) fumigadas com
10 yL- Lt de NO por 2 horas em temperatura de 20 °C e armazenadas a 20 °C
apresentaram producédo de etileno 28 % menor nos 4 primeiros dias e um atraso na perda
de firmeza e alteracdo de cor. Ja as frutas que foram tratadas com 50 e 10 uL. L™t de NO
por 12 horas apresentaram um aumento de 7 vezes na biossintese de etileno no primeiro dia
apos o tratamento, porém houve um atraso na perda defirmeza e alteragdo da cor conforme
observado no primeiro lote, sugerindo que o tempo de exposi¢do ao tratamento assim como
a concentracdo precisam ser mais explorados dependendo do fruto (Sozzi, Trinchero e
Franschina, 2003).

Alguns estudos também evidenciam a necessidade de se avaliar o nimero de
aplicaces do tratamento aos frutos. Ma et al. (2019) observaram que quando cerejas
(Prunus avium L) eram tratadas por trés vezes com em 60 mmol. L ! de GSNO por 1
minutohouve reducdo da perda de massa, producdo de etileno e respiracdo e aumento do
teor de solidos solUveis. Reduziu-se também as EROs, aumentando as enzimas anti-
oxidantes, teor de acido ascorbico e glutationa reduzida. Ja Grozeff et al. (2017) concluiram
que uma sequéncia de pulverizagdo de 1 mmol L ~* de GSNO por 30 minutospoderia ser
usada para manter as propriedades antioxidantes em mirtilos (Vaccinium spp).

Porém seus efeitos podem ser paradoxaisdependendo de  suas
respectivasconcentracées, pois a0 mesmo tempo que o NO em baixas concentracdes pode
agir de forma benéfica este também pode ser um agente facilitador de desordem celular ou
intensificar atividade oxidante dependendo do fruto, 6rgdo vegetal, ambiente de aplicacéo,
atmosfera e temperatura de armazenamento (Farias-Eisner et al. 1996; Clark et al. 2000;
Delledonne et al. 2001; Cheng et al. 2002; Durzan e Pedroso, 2002). Considerando essas
informac0es, existem grandes desafios na busca e investigacdo pelométodo de aplicacédo
mais apropriadoa base de NO (doadores, concentracdes, forma de aplicacdo, tempo de

exposi¢do ao produto, nimero de repeticdes do tratamento).
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Abstract

Nitric oxide application in postharvest of vegetables has been seen as a promising technique
for extending shelf life. Considering that several results are very distinct depending on the
type of the nitric oxide donor, the form of application, the concentration used and the
species studied, the application must be adapted to each necessity. The aim of this study
was to relate the application of the nitric oxide donor S-nitrosoglutathione (GSNO), spray
applied at 10, 100, 1000 uM, with the physiological, physical-chemical and biochemical
changes of 'Golden’ papaya, in the first 72 hours of ripening. Control fruit were sprayed
with distilled water. GSNO application did not interfere on color and chlorophyll
fluorescence of the peel, on soluble solids, titratable acidity, lipid peroxidation, and in the
level of S-nitrosothiols. Control fruits and 10 UM GSNO sprayed showed lower respiration.
After 72 hours of ripening at 25 °C, all fruits showed an increase in ethylene biosynthesis,
except for those treated with 10 uM GSNO. Papaya sprayed with 10 uM GSNO showed
the highest pulp firmness and 52% less weight loss when compared to control fruits. GSNO
was also responsible for increasing the ascorbic acid in papayas. The results indicate that
sprayed application of 10 uM GSNO can potentially preserve the quality characteristics of
'Golden’ papaya, mainly due to the lower ethylene production, the delay in the firmness

loss, and the less weight loss.

Keywords: postharvest, ripening, S-nitrosothiols, ethylene, nitric oxide.
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1. INTRODUCTION

The constant search for new post-harvest techniques that contribute to the
conservation of fruits can result in benefits for product commercialization. Among them,
the use of plant regulators has been shown to be efficient for many tropical fruits. Nitric
oxide (NO) interacts with different cellular compounds, including other radicals, being
considered a signaling molecule with antioxidant potential, and has an antagonistic effect
to ethylene during fruit ripening and senescence (Mufioz-Vargas et al., 2018; Palma et al.,
2019). Several studies have already reported effects of applying NO on decreased
respiration (Hu et al., 2014; Ren et al., 2017; Steelheart et al., 2019), on the ethylene
production (Correa-Aragunde et al., 2004; Corpas et al., 2018; Steelheart et al., 2019; Shi
et al., 2019), firmness and weight loss (Hu et al., 2019; Steelheart et al., 2019), and lipid
peroxidation (Zhang et al., 2019) during fruit ripening, that can contribute to extending
postharvest life. The literature suggests that NO effects occur in the first hours after fruit
exposure, especially with regard to respiration and ethylene production (Zhu et al., 2006;
Lai et al., 2011; Huang et al., 2019; Steelheart et al., 2019).

Several NO donors were used on postharvest, with differences in composition, half-
life, NO release rate under light conditions, and presence of reducing agents (Silveira et al.,
2019; De Souza et al.,, 2019). S-nitrosoglutathione (GSNO) is an S-nitrosothiol that
spontaneously releases NO without harmful effects to plants (Manjunatha et al., 2012;
Mukherjee et al., 2019). In addition, oxidized forms of NO can react with thiol groups of
cysteine residues forming S-nitrosothiols, by a reaction known as S-nitrosation (Lindermayr
et al., 2006). S-nitrosation can in turn change the activity, stability and conformation of
target proteins, in addition to interacting with other molecules, regulating a wide range of
functions and signaling events (Sevilla et al., 2015); however, reports of this post-

translational modification on postharvest are scarce.
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In addition to the variation of NO donors, studies also show different responses in
relation to the doses applied (Zhu et al., 2008; Hu et al., 2019; Shi et al., 2019). According
to Gheysarbigi et al. (2020), nitric oxide can have a beneficial effect as well as a harmful
effect on the fruits, depending on the concentration used. Responses may also vary
according to application methods such as immersion (Zhu et al., 2008; Hu et al,. 2014; Shi
et al., 2019), spraying (Geozeff Grozeff et al., 2017; Steelheart et al., 2019) and fumigation
(Sozzi et al., 2003; Eum et al., 2009; Ma et al., 2019). Although NO has well-established
characteristics and functions, there are still many doubts about the different formulations
of NO donors and efficient application methods, considering the particularities of each fruit.

Papaya (Carica papaya L.) is a fruit of great economic importance for Brazilian
fruit production. Limitations for expanding markets include the fragility and deterioration
of the fruit due to its rapid ripening during storage. In this sense, the fruits undergo intense
changes that are irreversible. The main changes are related to the loss of firmness, weight
loss, change in the skin color, including changes in chlorophyll fluorescence and
biochemical changes, such as increased oxidative damage (Zhu et al., 2008; Li et al., 2012;
Resende et al., 2012; Guo et al., 2014; Zhang et al., 2019). Therefore, the search for the
effectiveness of the application of GSNO as a NO donor through spraying can be a trigger
for new formulations on postharvest. Thus, the present study hypothesizes that spraying
Golden papaya with GSNO, a NO donor, will attenuate the short-term physiological,
physical-chemical and biochemical changes caused by ripening, in a dose-dependent mode.
To the best of our knowledge, this is the first report to investigate the effects of sprayed

application of GSNO in papaya.

2. MATERIALS AND METHODS
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2.1 Plant material and treatments

Papaya fruits (Carica papaya L.) cv. Golden were harvested from a commercial
orchard at Linhares, Espirito Santo State, southeastern Brazil, at maturity stage 1 (yellow
color covers less than 15% of the skin’s surface) and were then transported in a refrigerated
truck (10 °C) to Agronomic Institute, at Campinas, S4o Paulo State, Brazil. Before
treatment, fruit characterization analysis was performed (respiration, ethylene production,
weight loss, firmness, total soluble solids, titratable acidity, ascorbic acid content,
malondialdehyde and S-nitrosothiols content). Fruits were sprayed with water or with S-
nitrosoglutathione (GSNO) solution at 10, 100, or 1000 uM. GSNO were freshly prepared
and sprayed with a semi-professional hand sprayer during 12 seconds for each fruit, until
the drainage point (6 mL/fruit). After the treatments, fruits were placed into hermetic and
dark chambers (186 L), with air circulation, for 12 hours, to decrease the volatility. After
that, the fruits were removed from the chambers and each treatment was kept, separately,
at 25+2°C and 80-90% RH for 72 hours. Except for chlorophyll fluorescence, with analysis
performed at 48 hours, all other analyses were performed at times 0 (characterization), 24,

48 and 72 hours, after storage.

2.2 Synthesis of S-nitrosoglutathione (GSNO)

GSNO was synthesized and characterized as previously described by Silveira et al.

(2016). Reduced glutathione (GSH) was reacted with equimolar amount of sodium nitrite

in acidified aqueous solution, in an ice bath for 40 min, under magnetic stirring. The
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obtained GSNO was precipitated by the addition of acetone, filtrated and washed with cold

water. The obtained solid was freeze—dried for 24 h.

2.3 Ethylene production and respiration

To evaluate ethylene and CO2 production, fruits with known weights were placed
individually into 1700 mL hermetic flasks and kept closed for one hour. For ethylene
evaluation, gas samples (1 mL) were collected through a silicone septum with a gastight
syringe. The gas samples were analyzed with a gas chromatograph (Shimadzu modelo GC-
2010 Plus AF) fitted with a flame ionization detector (FID) and a Porapak N 80/100 mesh
(2m x 2mm) column set at 100 °C. Helium was used as the carrier gas at a flow rate of 40
mL/min. CO> measure was analyzed with PBI Dansensor® CheckMate gas analyser
(Dansensor, Ringsted, Denmark). After measurements, the flasks were opened and the
fruits removed. Respiration and ethylene production, expressed as mL CO; kg™ ht and pL
C2Hs kgt %, respectively, were determined by the difference between the initial and final
gas concentrations (immediately after flasks were closed and after 1 hour, respectively).

The same fruits were used during the entire experimental period.

2.4 Firmness and weight loss

Fruit firmness was measured using a digital penetrometer (53200, Tr Turoni, Italy)

fitted with an 8-mm diameter probe tip after the skin removal. Measurements were taken at

two equatorial opposite sides of the fruit. Data were recorded in Newtons (N). Fruit weight

loss was evaluated by weighing the same fruit daily on a semi-analytical balance, and the
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difference was calculated between the final and initial weights, and the results expressed as

percentage (% w /w).

2.5  Skin color, soluble solids, titratable acidity and ascorbic acid

Skin color was objectively measured with a colorimeter (Minolta CR-300, Osaka,
Japan) by carrying out two readings per fruit on opposite sides at equatorial region and
results were expressed in hue angle (H°, 90° represents a totally yellow skin and 180° a
totally green skin). Total soluble solids was determined by using a digital refractometer
(Atago PR-101, Atago, Japan), with results expressed in °Brix. The ascorbic acid content
and titratable acidity were determined according Adolfo Lutz (1AL. 2008) and results were

expressed as mg 100g and g 100 FW, respectively.

2.6 Malondialdehyde (MDA) and S-nitrosothiols (RSNO) contents

The malondialdehyde (MDA) was measured and used as an index of lipid
peroxidation. Papaya pulps and skins (0.3 g) were macerated in 1.3 mL of 0.1% TCA (w/v)
and centrifuged at 10000 g for 10 min. The supernatant was added to 1.5 mL of 0.5 %
thiobarbituric acid (w/v) in 20% TCA (w/v), and the mixture was incubated at 90 °C. After
that, the reaction was stopped in an ice bath. Then, a new centrifugation was performed at
10000 g for 10 min, and after 30 min at room temperature the absorbance was measured at
532 and 600 nm. The absorbance at 600 nm was subtracted from the absorbance at 532 nm
and the MDA concentration was calculated using an extinction coefficient of 155 mM™

cm ! (Heath and Packer, 1968).

40



For S-nitrosothiols (RSNO) content, the total proteins of the skin and pulp were
homogenized and an amperometric nitric oxide analyzer was used, as described by Santos
et al. (2016). The measurements were performed with the WPI TBR 4100/1025 free radical
analyzer (World Precision Instruments Inc., Sarasota, FL, USA) and a specific nitric oxide
sensor, ISO-NOP (2 mm). Aliquots of 0.2 mL of aqueous suspension were added to the
sample compartment with 10 mL of aqueous copper chloride solution (0.1 mol L?). This
condition allowed the detection of free NO released from the S-nitrosothiols present in the
protein homogenate of both the skin and pulp tissue. The analyzes were performed in
triplicate and the calibration curve was obtained with freshly prepared GSNO solutions.
The data were compared with the standard curve obtained and normalized against fresh

weight.

2.7  Chlorophyll fluorescence

Chlorophyll fluorescence measurements were performed using a modulated
fluorometer (6400-40 LCF, Li-Cor, Lincoln NE, USA), as carried out previously by Bron
et al. (2004), with modifications. It was obtained the minimal and maximal chlorophyll
fluorescence (Fo and Fm, respectively), variable chlorophyll fluorescence (Fv = Fm — Fo),
and potential quantum yield of photosystem Il (Fv/Fm). Before chlorophyll fluorescence
measurements, fruits were dark-adapted during 30 min in a darkroom. The distance
between the fiber optic terminus and the fruit exocarp was the same for all treatments.
Measurements were taken in two opposite positions of each fruit at the same location in the

fruit surface and then averaged.
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2.8 Data analysis

The experimental design was conducted in a factorial design (doses x time of
storage) and data were subjected to the ANOVA. The Scott—Knott test was used to compare
treatments when significance was found (P < 0.05). The results presented are the mean and

the number of replicates is stated in each figure caption.

3. RESULTS

Control fruits and those treated with GSNO at 100 and 1000 pM showed increasing
ethylene production during storage. After 72 hours at 25 °C, these fruits produced
approximately 3 times more ethylene when compared to the initial values, reaching an
average of 3.3 uL C;H4 kg™ ht (P <0.05) (Figure 1 A). This increase in ethylene production
after 72 hours was not observed in fruits treated with GSNO at 10 uM. In this case, papayas
maintained a constant ethylene production after 48 hours (P > 0.05) reaching 1.3 pL C2H4
kgt h'at 72 hours.

There was a reduction in the respiration of all fruits when considering the first 48
hours of storage at 25 °C. After this period, an increase in respiration was observed, and
after 72 hours it was found that fruits treated with water and with GSNO at 10 uM showed
lower respiration rate, average of 27.1 mL CO> kg* h, while fruits treated with GSNO at
100 and 1000 puM reached higher values, with an average of 33 mL CO; kg h'* (P <0.05)

(Figure 1 B).
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Figure 1. Ethylene production (A) and respiration rate (B) of ’Golden’ papaya sprayed with
water (0 uM) or GSNO at 10, 100, and 1000 uM and stored at 25+2°C and 80-90% RH for
72 hours . Data represent the mean value of six replications. Different lowercase letters
represent significant differences between doses, and different uppercase letters represent

significant differences between the evaluation times (Scott-Knott test, P < 0.05).

Pulp firmness was reduced after 72 hours regardless of treatments (P <0.05).
Control fruits, with an initial firmness of 75.4 N, reached 22 N after 72 hours of storage at
23 °C. Fruits treated with GSNO at 100 and 1000 uM also showed reduced firmness during
storage, reaching 25.8 N after 72 h. Papaya treated with 10 uM GSNO showed higher pulp
firmness in all evaluations (P <0.05), reaching 46.5 N after 72 h (Figure 2 A) a firmness 2
times greater when compared to the average of the other treatments.

Regardless of the concentration, the application of GSNO reduced the fruit weight loss after
48 hours of storage at 25 °C. Control fruits and treated with 10 uM GSNO showed,
respectively, the highest and the lowest weight loss in all evaluations. After 72 hours,

untreated fruits had lost 2.5% of weight, and those treated with GSNO at 100 and 1000 uM
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lost an average of 1.6%. Fruits treated with 10 uM GSNO lost 1.2% of weight, whereas

48% of control fruits weight loss (P <0.05) (Figure 2 B).
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Figure 2. Firmness (A) and weight loss (B) of ‘Golden’ papaya sprayed with water (0 uM)
or GSNO at 10, 100, and 1000 uM and stored at 25+2°C and 80-90% RH for 72 hours. Data
represent the mean value of five (firmness) and ten (weight loss) replications. Different
lowercase letters represent significant differences between doses, and different uppercase
letters represent significant differences between the evaluation times (Scott-Knott test, P <

0.05).

The GSNO did not interfere on skin color of papaya. Regardless of the treatment,
the fruits lost a little green color, reaching 92.1 °Hue after 72 hours at 25 °C (Figure 3 A
and S1). Chlorophyll fluorescence, after 48 hours of storage, did not change, regardless of
treatment (P > 0.05) (Table S1).

There was no variation of SS along the 72 h storage at 23 °C. Comparing GSNO
doses, there were no significant differences among the treatments. Non-treated fruits had
the lowest TSS content from the 24™ hour up to the end of storage. (P > 0.05) (Figure 3 B).
From the 48 h-storage, there was a reduction of TA in all fruits, independently of the applied

treatment. There were no significant differences among the treatments (P > 0.05) (Figure 3
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C). GSNO was responsible for increasing the concentration of ascorbic acid in papayas.
Considering the entire period analyzed, control fruits had an average of 47.4 mg 1009,

while the GSNO treated fruits had an average of 62.4 mg 100g™ (Figure 3 D).
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Figure 3. Skin color (A), soluble solids (B), titratable acidity (C) and ascorbic acid (D) of
’Golden’ papaya sprayed with water (0 pM) or GSNO at 10, 100, and 1000 uM and stored
at 25+2°C and 80-90% RH for 72 hours. Data represent the mean value of eight (skin color)
and five (soluble solids, titratable acidity and ascorbic acid) replications. Different
lowercase letters represent significant differences between doses, and different uppercase
letters represent significant differences between the evaluation times (Scott-Knott test, P <

0.05).

The application of GSNO did not interfere with the content of malondialdehyde
(MDA), in the skin and pulp of papayas. There was a decrease in lipid peroxidation in the

pulp during the 72 hours of evaluation, regardless of the applied GSNO dose (Figure 4).
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It was observed that in GSNO treated fruits, the content of S-nitrosothiols (RSNO)
in the skin was lower when compared to the control fruits. After 72 hours, the control fruits
showed 0.69 pmol mg %, while GSNO treated fruits showed an average of 0.37 umol mg -
! with a decrease in relation to the initial values (1.22 umol mg ). The application of
GSNO did not affect the RSNO content of the papaya pulp. Regardless of the dose, there

was a reduction in the amount of RSNO assessed during the analysis period (Figure 4).
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Figure 4. Malondialdehyde (A and B) and S-nitrosothiols (C and D) in skin (A, C) and pulp
(B, D) of ‘Golden’ papaya sprayed with water (0 uM) or GSNO at 10, 100, and 1000 uM
and stored at 25+2°C and 80-90% RH for 72 hours. Data represent the mean value of four
replications. Different lowercase letters represent significant differences between doses,
and different uppercase letters represent significant differences between the evaluation

times (Scott-Knott test, P < 0.05).
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4. DISCUSSION

The results obtained in this study showed that papayas sprayed with 10 pM GSNO
produced almost three times less ethylene when compared to the fruits of the others
treatments (Figure 1 A). Generally, when applied for a short period and at low
concentrations, NO delays fruits ripening (Corpas and Palma, 2018; Shan et al., 2018). NO
application activates the antioxidant system (Rodriguez-Ruiz et al., 2017; Shan et al., 2018;
Shi et al.,, 2019; Zhao et al., 2020), induces the defense system against pathogens
(Stangarlin et al., 2011), regulates sugar and energy metabolism (Manjunatha et al., 2012;
Shi et al., 2019), and countless studies have concluded that NO operates as an antagonistic
molecule to ethylene, reducing its production and, therefore, delaying ripening (Correa-
Aragunde et al., 2004; Galatro et al., 2013; Gergoff Grozeff et al., 2017; Steelheart et al.,
2019; Shi et al., 2019). NO can decrease ethylene production by direct and indirect routes.
The direct pathways can be (1) through the transcriptional regulation of ACC oxidase
enzyme genes (Nakatsuka et al., 1998); (2) through S-nitrosation causing post-translational
modification of the enzyme methionine adenosyltransferase (MAT) (Zhu et al., 2006); (3)
by inhibiting hydrogenation of CoHs (Manjunatha et al., 2012), (4) stoichiometric reduction
of ACC in 1-malonylaminocyclopropane-1-carboxylic acid (MACC) (Lindermayr et al.,
2006); (5) NO and ACCO form a binary complex (ACCO-NO) that is chelated by ACC to
produce a stable ternary ACC-ACCO-NO complex, preventing the formation of ethylene
(Manjunatha et al., 2012; Shi et al., 2019; Zhao et al., 2020). The indirect pathways can
regulate ethylene through the coordination of other signal molecules such as salicylic acid
(Zottini et al., 2007), polyamines (Rimer et al., 2009) and cytokinins (Manjunatha et al.,

2012).
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Papayas that were sprayed with higher doses of GSNO (100 and 1000 uM), had no
reduction in ethylene production and even a higher respiration (Figure 1 B). These doses
also did not promote a reduction in firmness loss (Figure 2 A). According to some studies
(Zhu et al., 2006; Saba et al., 2017; Rabiei et al., 2019; Steelheart et al., 2019; Zhao et al.,
2020), considering the physical and physiological characteristics of the fruits, lower doses
tend to be more effective in controlling ripening. Zhu et al. (2006) studying the ripening of
peaches NO fumigated at 5 and 10 pL L™ and stored at 25 °C, observed a reduction in ACC
and ethylene production. In higher doses (15 pL L™) it was found fruit toxicity when the
authors analyzed the interaction of reactive oxygen species with nitric oxide. It is also
interesting to note that papayas sprayed with 10 uM GSNO, in addition to producing less
ethylene (Figure 1 A), maintained the firmness during all evaluations, when compared to
the other treatments (Figure 2A). In the softening process of papaya, several hydrolytic
enzymes are responsible for this solubilization, mainly polygalacturonase, B-galactosidase
and pectinamethylesterase (PME) (Lazan, Selamat and Ali, 1995). The loss of firmness is
closely related to the activity of these pectinolytic enzymes, whose activity is related to
ethylene with different degrees of dependence (Jeong, Huber and Sargent, 2002). In
addition to the integrity of the cell wall, the fruit firmness can also be determined by cell
turgor (Luza et al., 1992). All GSNO sprayed fruits showed less weight loss (Figure 2B),
but only fruits that received GSNO at 10 uM maintained its firmness (Figure 2 A).
Therefore, we can indicate that the firmness maintenance probably occurred due to the
reduced ethylene production, and not due to the reduced fruit transpiration. In any case, the
lower weight loss observed in all treatments can be a benefit when considering postharvest
management, since the loss of fresh weight is an important factor in determining fruit
quality. The loss of 7% of the initial weight is sufficient for losses in the brightness and

appearance of papayas skin (Paull and Chen, 1989). As the velocity of weight loss in
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untreated papayas was much higher than other treatments in the first 72 hours, this benefit
should be considered. Ku et al. (2000) studied the weight loss in various NO treated
vegetables and attested to a reduction of 14 to 26%. The authors concluded that the
exogenous NO application could then stimulate vegetables to act in a way to reduce
transpiration. For Deng et al. (2013), NO treatment in apples significantly preserved the
membrane integrity and maintained cell compartmentalization, also reducing the water and
weight loss.

Even with a decrease in ethylene production and a delay in firmness loss, fruits

treated with 10 uM GSNO did not have any change in the skin color (Figure 3 A). Some
studies have observed that ethylene does not always directly influence fruit color changes.
According to Flores et al. (2001), while the loss of green color in melon is totally dependent
on ethylene, the synthesis of yellow pigments is not, happening even without the presence
of the hormone. Bron et al. (2006) suggest that pulp softening in ‘Golden’ papaya is more
dependent on ethylene than the development of the skin color.
The chlorophyll fluorescence technique is a complementary and non-destructive
evaluation, which can be combined and associated with other fruit quality evaluations
(Bron et al., 2004). Bron et al. (2004) evaluating stages of ripening of papayas, observed
that the chlorophyll fluorescence parameters decreased as the Hue angle decreased, and
other authors also reported this correlation (DeEll et al., 1996). In this study, there were no
changes in the fluorescence parameters of chlorophyll (Table S1), and in the skin color
(Figure 4A).

Unlike what was detected for color and titratable acidity, the amount of ascorbic
acid and soluble solids was influenced by NO application (Figures 3 B and 3 D). Despite
the small difference, there was an increase in SS in NO sprayed fruits (Figure 3B). Recent

studies have shown that treatment with exogenous NO is related to changes in sugar
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metabolism due to increased activities of sucrose phosphate synthase (SPS), sucrose
synthase (SS) and neutral invertase (NI), decreased activity of acid invertase ( Al),
maintaining higher levels of glucose, fructose and sucrose (Ma et al., 2019; Shi et al., 2019;
Zhao et al., 2020).

Considering the entire period analyzed, NO treated fruits showed little more than
20% ascorbic acid, when compared to control fruit (Figure 3D). It has been shown that NO
at 5 ppm causes an increase of about 40% in the ascorbate content in peppers (Rodriguez-
Ruiz et al., 2017), thus increasing the nutritional fruit content. According to Rodriguez-
Ruiz et al. (2017) NO has a strong influence on the last stage of ascorbate synthesis in
mitochondria during fruit ripening as a consequence of a simultaneous increase in the
activity of L-galactone-1, 4-lactone dehydrogenase (GalLDH) and gene expression.

Regarding biochemical changes, it is known that the ripening process itself induces
an oxidative burst (Manjunatha et al., 2012; Ma et al., 2019; Rabiei et al., 2019; Zhang et
al., 2019; Zhao et al., 2020), which can damage the cellular composition, such as proteins
and lipids, leading to loss of membrane integrity and functionality. Thus, maintaining the
balance of ROS production at the cellular level is important for the conservation of fruit
quality. In this sense, there is evidence indicating the role of NO in suppressing these ROS
(Tareen et al., 2017; Zhang et al., 2019; Zhao et al., 2020), although their effects are
paradoxical and seem to depend on concentration (Delledonne et al., 2001). In the present
study, lipid peroxidation was not verified in the skin and pulp of papaya for 72 h, since the
MDA levels were similar to those seen in the fruit characterization, regardless of GSNO
application (Figs. 4A, B). However, the effects of oxidative stress on proteins and on the
integrity and function of DNA cannot be excluded (Oliveira et al., 2010). In addition, it has
been reported that during the early stages of fruit ripening, the antioxidant system protects

the fruits from the destructive effects of progressive oxidative stress. However, in more

50



advanced stages, oxidative damage occurs due to a decrease in the activities of enzymes
that eliminate ROS (Mondal et al., 2004; Shi et al., 2019; Zhao et al., 2020). In fact, this
has been demonstrated in several climacteric fruits such as papaya, mango and tomato,
which had an increase in oxidative damage only after 6, 8 and 5 days, respectively (Mondal
et al., 2004; Resende et al., 2012). In addition, higher levels of MDA were found in the
pulp compared to the fruit skin (Figs. 4A, B). In fact, this difference between tissues occurs.
Resende et al. (2012) found a higher content of MDA in the papaya pulp than in the peel,
due to the lower activity of antioxidant enzymes such as catalase (CAT) in the pulp. Also
in relation to short-term biochemical changes, there was a reduction in the content of S-
nitrosothiols (SNO), in the pulp and in the skin, in all treatments compared to the
characterization. This decrease was maintained throughout the experimental period, with
no differences between treatments (Figs. 4C, D). S-nitrosation is an important post-
translational modification that occurs due to the covalent addition of a portion of NO to a
cysteine residue, affecting the activity and stability of the protein (Frungillo et al., 2014;
Silveira et al., 2019). Studies have shown that the content of SNO is involved in the
regulation of the activity of S-nitrosoglutathione reductase (GSNOR), a NO-degrading
enzyme, and therefore this enzyme could be inhibited via S-nitrosation, with a consequent

increase in total SNOs (Guerra et al., 2016).

5. CONCLUSION

The results indicate that sprayed application of 10 uM GSNO can potentially

preserve the quality characteristics of ‘Golden' papaya, mainly due to the lower ethylene
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production, the delay in the firmness loss, and the less weight loss. In addition, the greatest
short-term changes were observed for the physical-chemical and physiological variables in
these experimental conditions. To the best of our knowledge, this is the first report to
investigate the effects of sprayed application of GSNO in papaya and the understanding of
short-term physiological, physico-chemical and biochemical changes, as a result of spray
application of NO donors, can contribute to the development of efficient postharvest

conservation strategies.
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Supplementary material

Fig. S1. Visual aspect of ’Golden’ papaya before treatment with GSNO (characterization,
A), and 72 hours after GSNO treatment at 0 (B), 10 (C), 100 (D), and 1000 uM (E) at

252°C and 80-90% RH.
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Table S1: Hue angle (H°) and minimal (Fo), maximal (Fm), variable (Fv) and variable
maximal (Fv/Fm) fluorescence yield in papaya fruits sprayed with water (0 uM) or GSNO

at 10, 100, or 1000 uM and stored at 25+2°C and 80-90% RH for 48 hours.

Variables 0 uM 10 uM 100 uM 1000 pM

ot 100ssr2e6a 1OCEIF o005 r280a 100593434

o 17194352017 18874 52267 180512633 157 79,10,

- 89149+ 112.25 946.33+84.09 89197 +66.75 1039.00 + 185.75
a a a a

- 712068652 151507425 TLL46EAI68 gy 29417069,

Fv/Fm 079+0016a 0.78+0027a 079+0017a  0.83+0.013a

The data represent the mean value of ten replications + standard deviation. Different
lowercase letters indicate statistical difference between treatments (Scott—Knott test, P

<0.05).

5 CONSIDERACOES GERAIS

A aplicacdo de GSNO a 10 uM na forma pulverizada pode potencialmente preservar
as caracteristicas de qualidade do mamao ‘Golden’, principalmente devido a menor
producdo de etileno, reducdo da firmeza e perda de massa. Esse é o primeiro relato de
alteracdes na qualidade e bioquimica do mamao, em decorréncia da aplicacdo de GSNO
via spray. Frente a caréncia de trabalhos com o uso de NO em frutos tropicais, como o
mamao, o entendimento das alteracdes no fruto decorrentes da aplicacdo do GSNO de
forma pulverizada pode contribuir com o desenvolvimento de novas estratégias pos-

colheita.
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