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1. INTRODUCEC

0 pessegueiro por ser ume cultura de clima temperado,
apresenta grandes &reas apropriadas & sua cultura, nas regites
sul e sudeste do Brasil, sendo que em Minas Gerais, existem
microclimss caracteristicos com potencial para a exploragZo das
fruteiras de clima temperado, sobressaindo-se nestas circuns-
t&ncias, a regi#o sul e a zona da mata do Estado, FERREIRA
(1976). Além das condig®es climdticas favorédveis &8 produgsio de
frutas de clima temperado, Minas Gerais e S&o Paulo, apresentam
uma vantadem adicional da precocidade de colheita em relagdo As
outras regides brasileiras e do hemisfério sul. O Brasil ocupa o
110 lugar entre os paises produtores do mundo e o 3o da América
do Sul, FAO (1887).

Apesar da produgao nacional de pessegos ter crescido
bastante nos dltimos anos em resposta ao desenvolvimento
tecnologico e ao mercado externo com boas perspectivas, a falta

de conservagao adequada tem ocasionado perdas enormes a0

fruticultor, agravando ao consumidor pela escassez g pela



elevagdio do prego.

Indices estatisticos, baseados em dados mundiais,
revelam que no Brasil, cerca de 40% da produg¢so ¢ perdida por
falta de armazenamento adequado para frutos e hortaligas,
SECRETARIA DE AGRICULTURA E ABASTECIMENTO (1983).

0 ataque por microrganismos € provavelmente a causa
mais séria de perdas pods-colheita de produtos pereciveis,
reduzindo é qualidade dos mesmos. As perdas po6s-colheita s#o
importantes tanto do ponto de vista econdmico como nutricionsal,
constituindo um problema tecnolégico e cientificamente complexo,
BOOTH & BURDEN (1968).

Nas condigdes climdticas em que s8o realizadas as
colheitas de péssego no Brasil, a deterioracg#io ¢ bastante réapida
devido a maturac#o acelerada, exigindo uma série de cuidados para
evitar perdas provocadas pelo manuseioc e acondicionamento, CEASA
(1862).

Diversas podriddes afetam os frutos maduros durante o

transporte e o armazenamento, principalmente devido aos fungos

Monilinea fruoticola (podridiioc parda), Glomerella gingulats
(antracnose}, Aspergillus niger (podrid&o negra), Botrvtis
cinerea (podrid#o cinza), Diplodia sp e Rhizopus sp., SECRETARIA
DE AGRICULTURA E ABASTECIMENTO (18983 ).

A capacidade de formag#o de uma barreira de ferida ¢
fator fundamental na caracterizag#io de cultivares potencialmente
resistentes as podriddes que afetam os frutos pés-colheita.

E necessério, portanto, identificar essa habilidade
nas diversas variedades e os tipos de mecanismos que promovem

essa resistencia para que, alem da diminuig#io das perdas pos-



colheita, possiblilite também subisidios para posteriores
trabalhos de melhoramento genético em pessegueiros associando as
caracteristicas comerciais desejaveis do fruto & resistencia &s
doen¢as,

Assim sendo, o presente trabalho tem como objetivo
geral, caracterizar a resisténcia po6s-colheita da cultivar
‘Biuti® & podrid%o pards, através do estudo histoquimico e
quimico dos tecidos inoculados.

Como objetivos especificos para analise do grsu de
resisténcia da cultivar estudada, foram propostos:

1) identificar, através de estudo histogquimico, as
modificag¢des ocorridas nos constituintes da parede celulaw:

2) verificar os mecanismos de defesa desenvolvidos
pela injuria e possiveis mecanismos adicionais de defesa pelo
contato direto com o patédgeno.

3) determinar as modificag¢les ocorridas nos sagUcares

neutros da parede celular em resposta & cura de ferimento.



2. REVISAOC DE LITERATURA

0O péssego ¢ um fruto que além de ser consumido "in natura”
tem grande importancia na industrializag#io, com destaque para &
industria de conserva.

Do ponto de vista fisioldégico, o fruto pode ser definido
como uma estrutura que resulta do desenvolvimento do tecido que
suporta o o6vulo da planta, sendo sua vida iniciada com a
fertilidade, seguido pela fase de crescimento, maturidade,
amadurecimento e senescencia, HELFORD & PRAKASH (1986).

Embora resistentes durante o periodo de desenvolvimento na

planta, quando maduros, os frutos apresentam susceptibilidade ao

ataque de diversos microrganismos. Entretanto, para cada cultivar
de frutos e hortaligas, somente um grupo relativamente pequeno de
fungos parasitas e, possivelmente, de bactérias, tem requisitos
nutricionais e capacidade enzimé&tica que possibilitam o seu
desenvolvimento extensivo nos tecidos do hospedeiro, FRIEND
(1977). S#o patdgenos tipicos desse grupo Monilinesa fructicols
gque causa podrid&o marrom em péssegos, cerejas, macids e peras,

ndo preduzindo a doenca em frutos tropicais. Ainda nesse grupo



podem ser citados Penicillium digitstum ¢ Penicillium italioum

que causam doeng¢as p6s-colheita em frutos citricos, enquanto o
Benioillium axpansum, & um sério patogeno de magds e peéras, e ndo
atesca os frutos citricos, ECKERT (1977).

Os processos de manipulagf#io durante a pdés-colheita envolven
diferentes eEapas nas quais os frutos ficam sujeitos a uma série
de injuriss. O tecido danificado é susceptivel a infece¢des por
microrganismos patogénicos além do aparecimento de cicatrizes
visiveis que prejudicam a aparéncia dos frutos, tornando-os
inaceitéaveis no mercado, GOLOMB et alii (1884).

Informagfes precisas & respeito da resposta aos ferimentos
pelas plantas s#o importantes para elucidar os processos de

desenvolvimento de muitas doengas, uma vez que varias delas s#o
resultantes da penetrag#o do patégeno via ferimento. Tais
informagdes certamente revelar#io oportunidade para inovar medidas
de controle bgseadas na modificagf#io da resposta do hospedeiro,
BOSTOCK & STERMER (1888).

Ultimamente fem—se usado anédlises bioquimicas e histoldégicas
parsa discernir mais precisamente a natureza da anatomia da ferida
associada com resisténcis aos patdgenos.

A resposta de células & penetracgsio de fungos tem muito em
comum com outros tipos de respostas & ferimentos fisicos,
quimicos e a hipertonicidade. O estimulo traum&tico produz direta
ou indiretamente uma cadeia de fen®menos bastante heterogéneos,
0os quais, no inicio, envolvem um grande numero de mudangas
visiveis nos tecidos préximos & superficie ferida, indicandec n@o

s6 a retomada da atividade metabdlica mas também processos com um



definido caréater necrobidético, BROWN (1978).

2.1.A parede celular

A parede celular ¢ uma egtrutura bastante resistente que
envolve o plasmalema das células vegetais. Biologicamente esta
estrutura ¢ importante porque determina a morfologia e de alguma
forma, &a fung#io da celula. Além disso, ¢ também o envoltério
limitante da célula, podendo estar diretamente envolvida nsa
expansfio celular, GOODWIN & MERCER (1883).

Quimicamente a principal caracteristicsa das paredes
celulares de todas as células é s rede de agregados organizados
de moléculas de celulose, referidas como microfibrilas, embebidas
em uma matriz de polissacarideos n&o celulédsicos e ligninas,
ESKIN (1879).

Paredes celulares, primdrias e secunddria, possuem o mesmo
tipo de polissacarideos: celulose, hemicelulose, e pectina, mas a
proporg#o de cada um é muito diferente entre paredes primdrias e
secunddrias. Alem disso, a composig#o é bem diferente, uma vez
que as paredes secunddrias também possuem outros tipos de
polimeros como as 1ligninas. A composig@io de cada tipo de
polissacarideo depende da espécie, variedade e outros fatores
incluindo condigdes ambientais durante a vids da planta, MORRISON
(1888).

A celulose ¢ composta de longas cadeias de D-glicopiranose
com ligagdes beta-1,4 contendo unidades repetidas de celobiose.

As cadeias individuais de glucanas s#o mantidas juntas as fibras



por liga¢Bes de hidrogeénio entre os grupos hidroxilas no carbono
8 e os oxigenios glicosideos das cadeias adjacentes, DELMER
(1887); BRETT & WALDRON (1980).

Devido a sua estrutura a celulose & insoluvél em todos os
solventes, exceto aqueles que causam hidrélise das ligag¢des
glicosidicas entre os residuos ou que gquebrem as ligagdes de
hidrogeénio entre as cadeias, DELHMER (1987).

As substancias pécticas consistem de uma mistura de trés
polissacarideos: as galactanas, as arabsnas e as ramnogalactu
ronas, ESKIN (1979).

As galactanas sfio longas unidades lineares de polimeros de
D-galactopiranose com ligag#io beta-1,4, enquanto as arabanas s&o
polissacarideos de baixo peso molecular formado de residuos de L
arabofuranose, algumas das quais tém ligac&o alfa-1,5 e algumas
com ligac®o alfa-1,3 , ESKIN (1879).

0 polissacarideo predominante das substéncias pécticas sé&o
as ramnogalacturonas, um polimero de altoc peso molecular composto
de um esqueleto de residuos de D-galacturonopiranose intercalada
com moléculas de ramnopiranose com ligagoes alfa-1,2 , ESKIN
(1978).

As substécias pécticas séo soliveis em 4dgusa, agente
quelantes ou em acidos diluidos, ERICKSON & ELBEIN (1880).

As hemiceluloses s#o definidas como polissacarideos soliiveis
em subst@ncias alcalinas que s8o muito associadas com celulose.
Na maior parte as hemiceluloses s#o compostas de D-glicose, D-
galactose, D-manose, D-xilose, D~-arabinocse, reunidas em

diferentes combinacdes e em varias ligag®es glicosidicas. Podem



também conter 4&cidos glicurdnicos ou talvez outros acidos
urdonicos, LAMPORT (1870) e ERICSON & ELBEIN (1980).

As hemiceluloses podem ser separadas em duas fragtes
designadas A e B. A hemicelulose A ¢ insoluvel em &agua e
precipita quando o extrato alcalino & neutralizado em pH 5,0 com
4cido acético. A hemicelulose B permanece no liquido sobrenadante
sob neutralizag#io sendo precipitada com a adig#io de etanol. A
disting¢#io - estrutural entre essas duas fragles n#to ¢ bem clars,
embora a B possa conter uma propor¢#o maior de é&cidos wurénicos
que 8 hemicelulose A. A maioria dos &cidos uronicos presentes na
hemicelulose & o &cido 4-0-metil-D-glicurdnico, ERICSON & ELBEIN
(1980).

Elas s#Zo importantes constituintes das paredes primérias e
secunddrias e parecem ligar as cadeias pécticas e celulésicas.
S#o compostas de treés importantes grupos de polissacarideos: as
xilanas, as mananas e glicomananas e as galactanas e
arabinogalactanas, ESKIN (1879).

A - Xilanes: s#o largsmente distribuidas nas plantas
superiores e consistem de polimeros de cadeias de xilopiranose.
As xiloses s#io caracterizadas pelas suas cadeias laterais, tais
como arabinofuranose com ligag#o beta-1,3 em milho e trigo e
dcido glicuronico também com ligag#o beta-1,3. Alguns autores
sugerem redefinir as hemiceluloses como aqueles polissacarideos
das plantas que n#io est3o ligados covalentemente a celulose,
ESKIN (1979).

B - ¥eanenas ¢ Glicomananes: estes polimeros s#o derivados de
unidades de manopiranose e glicopiranose com ligag#o beta-1,4 com

varias porgdes de glicose e manose. A razlo de glicose e manose ¢



variada e depende da fonte, ESKIN (1878).

¢ = Galeotsnss e Arabinogaleotanas: sfo altamente ramificadas
de polimeros de D-galsctopiranose com ligag¢des 1,3 e 1,6 com
cadeias laterais de arabinose. A maioria da arabinose esta
presente na forma de um dissacarideo (3-0-L-
arabopiranosilarabofuranose) ligada via carbono B a cadeia de
galactopiranose. As galactanas, embora n#o livre de arabinose, €
ainda referida com esse nome pois a maior porg#o dos reslduos sHo

de galactose. Entretanto se grandes quantidades de L-arabinose

est#io presentes, este polimero ¢ referido como arabinogalactanas,

ESKIN (1878).
2.2.Interagdio hospedeiro~patégeno
Investigagdes anteriores sobre a patogenicidade e simbiose

sugeriram uma associacHo entre a presenca de componentes téxicos

e a extens#io do desenvolvimento do fungo no tecido vegetal, AIST

(1978).
0 acumulo de polifendéis, incluindo flavondides, dcido
cinamico, e derivados, e coumarinas em tecidos imediatamente

adjacentes a tecidos injuriados em muitos tipos de materiais de
plantas, & considerado geralmente como dependente 'da interacdHo
tecido vivo e fungo, CONDON & KUC (1860).

Os mecanismos de resisténcia a doenca podem ser divididos em
duas categorias. A primeira inclui a produc#o, pelo vegetal, de
substancias antimicrobianas e subst&ncias inibidoras da sintese

das enzimas deqradantes da parede celular produzidas pelos
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patbgenos. Essas substfncias estdo presentes nas plantas, antes
da inoculac#o, no estado livre ou combinado. A outra estsa
relacionada com a sintese, pelo vegetal, de substa&ncias
antimicrobianas a infecg#do pelo patégeno ou modificagdes gquimicas
nas suas células de forma que o ataque fungico seja restrito ao
menor espago de tempo possivel, FRIEND (1877).

Un dos importantes mecanismos de defesa nos vegetais é a
chamada resposta hipersensitiva de resisténcia, na gqual um
pequeno numero de células morre quando o vegetal & exposto & raga
de microrganismos n#o patogenicos ou, a uma raga patogenica &
qual seja resistente, DARVILL & ALBERSHEIN (1884). A morte do
fungo seria, ent#o, causada pela restrigfio do suprimento de
nutrientes e também pela produgfio de metabélitos fungitédxicos,
FRIEND (1977). HEATH (1876), ap¢s estudos sobre a resisténecia
de gramineas & ferrugem, concluiu que a hipersensibilidade & um
fenomeno complexo, e que nesse caso especifico, pode funcionar
como um fator primario na restrig¢@io do crescimento fungico, ou
ser apenas resultante de vérias intera¢des preliminares entre a
planta e seu patégeno potencial.

Os compostos de ag¢#io antimicrobiana resultantes da interag#o
hospedeiro-patégeno, s#o as fitoalexinas. S#o compostos de baixo
peso molecular sintetizados e acumulados em vegetais apés
exposi¢do a0 ataque de microrganismos, podendo também ser
produzidas como resposta a estimulos abi6ticos, tais como injuria
mec&nica. Pelo fato das fitoalexinas n#io estarem presentes em
plantas sadias e se acumularem no local da infec¢sio microbiana,
s#io relacionadas com a fungdo de defesa do organismo vegetal,

DARVIIL & ALBERSHEIN (1984). KUC (1872), observou que cenouras
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produziram isocumarina e &cido clorogénico em resposta ao ataque
C., fimbrista. Relatou também que as duas fitoalexinas em
combinac8o, eram mais efetivas que cada uma delas isoladamente
(efeito sinergistico).

Os taninos foram um dos primeiros componentes fendlicos a
atrair a atenc¢fo, como substlncias envolvidas na protegfio de
plantas apés infeceg#o.

As cortigas de muitas plantas contém taninos e outros
comp lexos de polifendis. Os componentes fendlicos variam
largamente em sua toxicidade. Os flavonéides gquercitina,
robinetina e catequina n#o foram téxicos so ¢. perennans, Hulme
& Edney c¢itados por CRUICKSHANK (1864). Os mesmos &autores
mostraram entretanto, que a germinagfo desse fungo era inibida
por antocianinas, delfinidinas, perlargonidinas, petunidinas e
cianidina.

Ferimentos nos albunos das arvores frequentemente estimu}am
a sintese de materiasis fendlicos. Apés injuria do alburno de
Eucalyptus maculata. oS niﬁeis de fendéis antimicrobiais
aumentaram nas bordas dos tecidos feridos e saudédveis, MIREKU &
WILKES (1988). Ha também um aumento concomitante nas atividades
de enzimas peroxidases oxidantes do fenol, tirosinase e lacase.
A oxidag#do de fendis simples & quinonas mais toxicas e radicais
livres de fenébis bropicia um ambiente antimicrobiano.

Mudangas na biossintese de fendis apdés o ferimento em
tubérculos de batata tem sido examinadas detalhadamente. Durante
as primeiras 24 horas apos a preparag¢fio de discos de tubérculos,

existe um aumento nas enzimas da rota central da biosintese de
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fenilpropantéides en geral, FAL (Fenilalanina ambnia liase),
dcido cinamico 4-hidroxilases e p-cumarato: CoA Ligase, LAMB
(1882). O nivel de dcido clorogénico aumenta em tecidos de
tuberculos feridos apos varias horas, e a ferida induzida sumenta
a atividade da FAL e o acumulo de acido clorogénico ¢ ainda mais

estimulado pela infecgfio por Phytophthora infestans, SMITH &
RUBERY (1881).

2.3.Alterag%o na parcde oelular devido a formagko de periderme em

ferimento, relacionada com a resisténcia 4&s dosngas.

Entre outros fatores, a resisténcia dos frutos a
determinadas doeng¢as pés-colheita estda diretamente correlacionada
com a capacidade de produzir periderme lignificada na parede de
penetracgcio do patdégeno, estimulo & proliferagZo celular e
formaglio de periderme de ferida. Observagdes microscépicas em
ma¢lis injuriadas revelaram a formag#io de uma barreira e um
espessamento da parede, estendendo-se por quatro a seis camadas
celulares ou mais, do local da ferida, LAKSHMINARAYANA et alii
(1987).

As peridermes de feridas s#io tidas como mecanismos de defesa
passivo, pois frequentemente formam-se depois e em local distante
da delimitag#o do patégeno. A interpretagiio de passividade dada
4s peridermes de feridas quanto a resposta a interaciio patégeno
hospedeiro, parece ser um tanto restritiva, uma vez que eventos
que fazem parte na formag#io desta, possuem um papel significante
na defesa. A formag#io de lignina e suberina sugere véarios modos

pelos quais estes polimeros interferem com o ingresso do
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patogeno, VANCE et alii (1880).

Talvez a evidéncia mais simples e direta para a efetividade
da periderme de ferida quanto a resistencia, origina-se dos
estudos confirmando que, com o envelhecimento da ferida, o tecido
torna-se mais resistente & infecg¢#o, BIGGS (1886).

Em peras, aquecidas antes do armazenamento, =a baixa
incidencia de podridsio causada por Mupor pariformis e Phialophora
malorum, pode ser devido, em parte, ao estimulo dado a
cicatrizag&io pela temperatura morna, SPOTTS & CHEN (1887).

Em trabalhos para determinagio de condigdes otimas para
amadurecimento de pessegos colhidos mecanicamente, consegue-se

reduzir a incidencia de podrid#o pos-colheita causada por

Monilinesa Z£riaticola e podridio por Rhizopus. submetendo os
frutos por 24 horas a uma temperatura de 4100 e 80% de umidade
relativa. Sob essas condigdes, ocorre uma aceleragéo nos
processos de cura de ferida no fruto, no qual se forma uma
‘barreira fisica, que impede ou retarda o desenvolvimento do
fungo, DEKAZOS (1885).

A modificagdo das paredes celulares causada pela lignina e
suberina ¢é geralmente tida como responsavel em torné-las mais
resistentes as forgas exercidas pelos patogenos e a degradag#o de
polissacarideos.

Qutra maneira destes polimeros restringirem a atividade dos
patogenos ¢ funcionando como barreiras & difussio de nutrientes
e/ou evitando a exposigc8o de células hospedeiras saudéveis as

enzimas do patégeno, toxinas e outros metabdélitos patogénicos

necessarios a patogenese. Tais barreiras de difus#o podem servir



14

também para concentrar fitoalexinas ou outros compostos
antibiéticos no local de infecgdo, e a atividade de compostos
semelhantes que venham a ser despreendidos dos polimeros durante
a infecg#io, VANCE et alii (1980) e HAMMERSCHMIDT & KUE (1982).

A presenga de substfincias lignificantes bem como altos
teores de fendlicos e taninos evidenciaram a ocorréncia de cura
de feridas em magsis, LAKSMINARAYANA et alii (1987), tangerinas,
BROW & BARMORE (1977), e mam#ilo, STAHGHELLINI & ARAGAKI (1866),
bem como um grande aumento na resisténcia dos frutos a infecgdo
com relagsio a frutos n#o curados. A lignificaglo pode tornar as
paredes celulares mais resistentes a penetragiio mecanica do
patégeno. A 1lignina é um dos mais importantes biopolimeros da
natureza e é resistente & degradag#io por vArios microrganismos.

Tem-se demonstrado que a lignificag¢#io pode ser induzida por
varios elicitores, dentre os gquais fragmentos de paredes
celulares de plantas superiores, fragmentos de micélios ou
esporos de fungos, pectinas, 4acidos poligalacturonicos e
guitosanas, VANCE et alii (1980).

A unidade bédsica das ligninas ¢€ o fenilpropano. Dos
resultados de experimentos nos quais a L-fenilalanina radioativa
e Afcido cinfmico foram testados como precursores de 1lignina,
KOUKOL & CONN (1961), postularam que L-fenilalanina é convertida
em &acido cinamico atravées de uma sequencia de reagtes envolvendo
transaminagio, redﬁcao e desidratacg#o.

As 1ligninas verdadeiras s#o formadas pela poliperizagdo
oxidativa dos alcoois p-coumaril, coniferil e sinapil. Taninos

condensados e polimeros similares também s#&o formados por reagdes
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acopladas de oxida¢#io de fendlicos, LEWIS & YAMAMOTO (1880).

A indugfio de deposig#io de lignina em folhas de trigo parece
ser um fator significante na resistencia contra Fusgarium
graninearum ¢ Penicillium oxslicum, RIDE & BARBER (1887). A
deposig#io rdpida de lignina na superficie do tubérculo de batata
foi associada com resisténcia ao fungo n#éo patogeénico,
HAMMERSCHMIDT (1984). Tratamento de tecido tuberoso com acido
aminooxyacético, um inibidor competitivo da FAL, reduziu o
acumulo de lignina e induziu susceptibilidade ao Cladosporium
cucumerium, AMPOMAH & FRIEND (1888).

Peroxidases da parede celular também est8o envolvidas na
lignificagdo, suberizacio e na ligac#io cruzada de a4cidos
fenolicos para polissacarideos, FRY (1886).

Observagtes histolégicas em frutos do tomateiro injuriados
mostraram claramente uma lignificag8io dos tecidos cicatrizados
das bordas da injuria sobre o pericarpo dos frutos. A deposig#o
da lignina ocorreu no minimo em oito dias, sendo que a reag#o
mais intensa ao fluroglucinol- HCL se deu em 20 dias. 0S frutos
permaneceram turgescentes e mantiveram seu desenvolvimento dado a
formagsio de uma “"pseudo-cicatriz” constituida'essencialmente de
células necrosadas, observacg#io esta que ja foi constatada enm
tecidos de outros vegetais, FLEURIET & DELOIRE (1982).

Feridas inoculadas em 1limBes com (getriehivn aandidum
apresentaram maior produ¢¥o de lignina. O local de ocorréncia de
maior concentrac¢#o de esporos do inoculo, propiciou maior acumulo
do polimero, BAUDOIN & ECKERT (1885).

Em frutos citricos, as respostas & injuria que estdo
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envolvidas com resisténcia a doengas, incluem a deposig8o de
lignina e a produg#o de felema e felog&nio, assim como um aumento
de fendlicos livres, BAUDOIN & ECKERT (18985)

A suberina ¢, como a lignina, uma subst&ncia incrustante da
parede celular. Nos vegetais, substitui a cutina nas epidermes
inferiores. E composta por #cidos graxos e &alcoois de cadeia
longa, associados com fendlicos. A indugBo de ferida leva ao
processo de suberizag#o, KOLATTUKUDY (1884).

Un grau significante de resisténcia que se desenvolve ao
fungo do cancro de peéssego,antes da formagio da periderme, &
coincidente com a formag#o de uma extensa zona limitante
lignosuberizada. Isto surgere a formagsio de tecidos lignosuberi-
zados na zona limitante da ferida impedindo o desenvolvimento do
cancro, mas ¢é insuficiente para dar proteg&io completa ao ingresso
dos fungos patogénicos. A camada de células de feloderma
suberizada na periderme em desenvolvimento aparenta ser mais
importante em conferir proteg#so completa, BIGGS (1986) e BOSTOCK
& MIDDLETON (1887).

Umn polissacarideo que estd diretamente envolvido no processo
de cura de ferida ¢ a calose. Este composto ¢é formado por
residuos de beta 1,3 glucopiranose e encontra-se largamente
distribuido nos vegetais.

0 conceito da formag8o de calosidade como processo de cura
de ferida tem sido bem aceito. Sua formag8o tem sido constatadsa
como uma resposta & penetracfo fungica tendo a fung#o de formar
uma barreira para prevenir perdas excessivas por difusdo através

da regido afetada do hospedeiro, AIST (1876).
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A calosidade pode ser um pré-requisito para o sucesso do
estabelecimento da relagfio parasitica. A formag¢#o de calos pode
permitir a entrada do fungo na célula hospedeira sem que este
cause prejuizos significativos ao fruto, AIST (1876) e GOLOMB et
alii (1884).

Em mam&es inoculados com C.gloeosporicides, C. falecatum e H.
gtenospelum, o aumento significativo de calose foi observado
somente dentrc das 4dreas inoculadas. Estes depdsitos foranm
correlacionados com apressoria destes trés organismos. Em A&reas
adjacentes dos sitios inoculados ocorreu muito pouco, sen#o
nenhum acumulo de calose, STAHGHELLINI & ARAGAKI (1966).

Acredita-se que o acumulo de lignina e calose em cascas de
tangerinas ¢ uma resposta & penetrag#io e germinacg&o de conidios
de €. glososporiéides, BROWN & BARMORE (1877). As cascas de
tangerinas resistentes também apresentaram componentes fendlicos
e taninos.

Ha fatores externos que afetam a cicatrizagdo tais como
temperatura, umidade relativa, luz e composig#io de oxigénio e
diéxido de carbono, NNODUE et alii (1982) e BRINDLE et alii
(1885). Existem também estudos comparativos quanto a influéncia
de fatores intrinsecos como cultivar, estiddio de desenvovimento e
"deficit" de 4dgua nas taxas de cicatrizag8io e sua relagdo &
resisténcia a certos patégenos, WOOD (18687) e BIGGS (1886).

Unidade relativa entre 70-100% a ZUOC parece ser condig#o
6tima para suberizag¢#o em batatas, mas, temperaturas mais
elevadas n8o aumentam a taxa apreciavelmente. Tensdes de oxigénio

menores que niveis ambientais e altos niveis de didxido de
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carbono geralmente reduzem a suberizag¢#o e formag#o de peridermes
em batatas, WIGGITON (1874).

A influencia do estadio de desenvolvimento do vegetal nos
componentes de cicatriza¢8o tem sido demonstrado em citrus e
ma¢¥s. Injurias em frutos de 1lim#o verde claro desenvolvenm
resisténcia ao Q@Geotriochum candidum mais rapidamente que nos
frutos amarelos, BAUDOIN & ECKERT (19885). Apesar da deposig¢do de
lignina ter sido correlacionada com o desenvovimento de
resisténcia a doenga em feridas de citrus, BROWN & BARMORE
(1983), a base para a diferen¢sa entre 1limdes com diferentes
pigmentagtes ainda n#o estd clara e nfio parece ser simplesmente
devido & diferenga na deposic¢#o da lignina. Mag#is imaturas em
desenvolvimento possuem uma reagdo répida a ferimentos
resultando na formagto de periderme de ferida, so passo que em
frutos maduros, além da reagfio ser reduzida, é caracterizada
pela auséncia de periderme, SKENE (1881).

Mag&s maturas pré-climatéricas respondem aos ferimentos
fundamentalmente através do reforgo da parede celular com

lignina, taninos, fent6is e calose e com pequena ou nenhuma

deposigc8io de suberina, LAKSHMINARAYANA (1887). Estas injurias
desenvolveram um graw significante de resisténcia a4 invas#o pelo
Botrytis cinerea e Penicillium expansum 4 dias apos a injuria.

A auséncia de infecg#io sob condig¥es de alta umidade
relativa pode ser explicada geralmente pela forma¢#o de periderme
de ferida que efetivamente impede o desenvolvimemto de organismos
patogenicos. Esse fenomeno foi observado em laranja, ISMAIL &

BROWN (1875) e pomelos, GOLOMB et alii (1984).
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desenvolvimento da resisténcia em limdes n#o foi devido &
desidratgsio da ferida. Para comprovar essa afirmativa, os autores
mantiveram as feridas abertas com aplicag#io de agua estéril no
local de ferimento antes da inoculacgdo, para evitar o]
ressecamento dos tecidos. Essas feridas, apos inoculagtio, foranm
mantidas em condigdes de elevada umidade relativa e também
apresentaram resisténcia.

Ha tambem algumas bar;eiras erguidas por células individuais
tais como papilas, halos e depésitos contendo siliooﬁe, STUMPF
(1885), e respostas de tecidos tais como tilose. Calose € o
componente mais comum nas papilas, ,mas lignina, outros materiais

fenélicos, celulose e silica podem estar presentes.

2.4. 0 envolvimento da parede ocelular no proocesso infoooioso

Os vedetais possuem mecanismos de defesa efetivos, pois
apenas alguns patogenos s#o capazes de romper essas defesas,
jnfectando e colonizando a planta. Assim, a susceptibilidade de
plantas a doengas parece ser mais excegfio que regra geral,
ROMEIRO (1987).

Em varios momentos da patogenia acometida por bactérias ou
fungos, acontece uma interag¢8io entre o patégeno e o0s carboidratosr
do hospedeiro, os quais determinam a habilidade do patégeno de
produzir enzimas capazes de degradar as paredes celulares do
hospedeiro. A produg8io destas enzimas, é que determinard ou n#o
o inicio de uma infecgHo. Assim, o estudo das enzimas secretadas

pelos fungos durante a invas&o, bem como a andlise estrutural dos
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polissacarideos da parede celular do vegetal é extremamante util
na determinagiio da natureza da interagiio hospedeiro-patoégeno,

GROSS & MOLINE (1986).

2.5. A habilidade universal do patogeno de plantas pars

produzir enzimas que degradam polissacarideos.

A parede celular é a primeira fonte de carbono encontrada
pelo fungo patogenico apos a penetracsio da casca ou cuticula da
planta hospedeira. Fungos patogénicos produzem enzimas
hidroliticas que degradam os polissacarideos da parede celular e
utilizam os constituintes monossacarideos como uma fonte de
carbono para seu crescimento e desenvolvimento, GROSS & MHOLINE
(1888).

A parede celular de frutos ¢ um estagio dinf@mico; certos
componentes s3o constantemente renovados, e mudangas substanciais
na composigfio dos carboidratos ocorrem durante o amadurecimento e
amaciamento dos tecidos, GROSS & MOLINE (1986).

As enzimas degradantes da parede celular stio frequentemente
glicoproteinas extracelulares de baixo peso molecular, estaveis,
e sua atividade pode ser representada pelas multiplas formas ou
isoenzimas as quais diferem na eficiéncia, tamanho, regulagio,
estabilidade aos fatores do hospedeiro e na habilidade para
degradar a parede celular, COOPER (1983).

A- Degradag¢#o dos polissacarideos pécticos.
As cadeias de ramnogalacturonas s#o degradadas pelas

_poligalacturonases hidroliticas ou por liases as quais formam uma
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liga¢#o n#o saturadas entre os carbonos 4 e 5 da galactana (Gal A)
no final n#o redutor das cadeias. Elas podem ser subdivididas
dentro de formas que atacam regides internas da cadeia (endo) ou
terminais (exo), e com base na sua especifidade para polimeros
com grupos carboxil esterificados (metoxil) ou nlio esterificados
0s quais s#o conhecidos como pectina e 4dcido poligalacturdnico
respectivamente; as correspondentes enzimas s#oc polimetilgalactu-
ronase (PMG), poligalacturonase (PG), pectina liase (PL) e
poligalacturonase liase (PGL). Os grupos metoxil da pectina s#o
removidos pela pectina metil esterase (PME), as quais podem agir
concomitantemente com poligalacturonases (PGs) ou poligalactu -
ronases liase (PGLs), COOPER (1983).

B- Degradag¢#io da hemiceluloses

As cadeias de xiloglucanss sso dedradadas pela endo-beta-1,4
glucanase. As beta-1,4 xilanas e mananas s#o fortemente quebradas
pelas endo-enzimas produzindo oligomeros os quais podem ser
futuramente degradados pelas exo-enzimas ou glicosidases. Muitos
patégenos produzem glicosidases especificas, as quais podem
desprender &alguns residuos de polimeros tais como remover
arabinose de xilasnas e galactose de galactoglicomananas, COOPER
(1983).

C~- Degradacgéio da celulose.

A convers#io de celulose a glicose requer um complexo de
enzimas originalmente designado por Reese citado por COCOPER
(1983), como Cl1l, Cx e Celobiase. Cl torna a celulose cristalina
acessivel para subsequente a¢sio da Cx, a gqual pode envolver a

quebra de liga¢8es hidrogénicas bem como glicosidicas. A endo-
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beta-1,4 glucanase (Cx) converte a cadeia livre em oligomeros,
especialmente o dimero celobiose, o qual é finalmente degradado a
glicose pela celobiase (beta glicosidase). Em tecido maturo a
quebra da celulose ¢ frequentemente limitada pela lignina, sendo
necessdrio que o fungo degrade os dois polimeros simultaneamente
via enzima celobiose: quinona oxidoredutase, Eriksson citado por
COOPER (1883).

Através do estudo do tecido infectado de laranja pelo
Penicillivm italicum, encontrou-se trés formas de poligalactu-
ronases (PG), que foram designadas PGI, PGII e PGIII. A PGI foi
caracterizada como uma exoenzima e PGII e PGIII como endoenzimas.
Devido a alta atividade da exo PG no tecido infectado, sugeriu-se
ser ela responsavel pela excessiva acumulagtio de acido D-
galacturdnico que ocorre durante a infecgsio pelo mofo azul.
Portanto a acumulag#io do aAcido galacturdnico e sua difusio dentro
do tecido saudavel é um fator essencial na patogenicidade deste
mofo. O 4dcido galactur6nico é capaz de induzir a tumefagdo da
parede celular e contribuir para a plasmé6lise e outros sintomas

da patogénese, HERSHENHORN & BARASH (19890).

2.6.Controle ambiental da produ¢#io das enzimas degradadoras de

polissacarideos pelos patégenos de plantas.

0 meio ambiente do microrganismo patogénico frequentemente
determina se o patégeno produz uma enzims em particular. Esta
determinagio da produgfio de enzimas pode ser controlada por

mecanismos diversos. [Fugarium oxvporum ¢ FEusarium lycoperxsici
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secretam tanto pectina esterase guanto poligalacturonase no meio
de cultura gquando a pectina é a fonte de carbono, mas produz
somente pectina esterase quando & pectina ¢é transformada enm
glicose, WAGGONER & DIMOND (1855). Dados deste tipo sugerem um
dos trés mecanismos:

A - ambas enzimas s8o produzidas sem indug8o especifica e a
sintese de poligalacturonase é inibida pela glicose.

B - a pectina esterase é secretada sem indu¢8o e a sintese
da poligalacturonase é induzida pela pectina, porem n&o ¢é pels
glicose.

C - a sintese de ambas enzimas é induzida pela pectina mas
somente a sintese da pectina esterase é induzida pela glicose.

Controle diferencial da sintese de endo e exo-poligalactu-
ronases tem sido observado em trés espécies de Botrvtis, HANCOCK
et alli (1964).Botrvtis allii produz tanto endo guanto exo-
poligalacturonases, quando crescem em folhas de cebola destacadas
ou em folhas de cebolas intactas, mas falham em produzir qualquer
enzima quando crescem em caldo de batata-dextrose. Boftrytis
cinerea e PBotrvtis squamosa por outro lado, produzem endo-
poligalacturonases em todos os tres meios, porém secretam
quantidades significativas de exo-poligalscturonases somente
gquando desenvolvem-se em folhas destacadas.

Un sistema de enzimas degradadoras de xilanas extracelular
produzido pelo patégeno da uva Diplodia viticola estd também sob
controle ambiental, STROBEL (1983). Este fungo secreta xilosidase
quando se desenvolve em superficie de uvas esterilizadas ou
autoclavadas, ou em cultura ligquida contendo xilanas, celulose,

xilose ou arabinose, mas n#o quando a glicose ou a celobiose ¢ a
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fonte de carbono.

Em wuma série de trabalhos HORTON & KEEN (1866) reportaram
seus estudos do controle de endo-poligalacturonase e sintese de
celulase em Pyrenochaeta terrestris. Eles observaram que a
sintese de celulase neste fungo é controlada por uma combinac#o
de indug#o e inibig¢#o, um mecanismmo, o gqual fornece singular
sensibilidade para a mudanga ambiental, KEEN & HORTON (1868). A
sintese de celulase, neste patégeno ¢ induzida pela celulose, mas
existe uma concentragfio 6tima, na gual a sintese de celulase &
inibida. Quando a concentrag#io de celulose excede o nivel étimo,
a taxa de glicose liberada pela celulose excede a taxa na qual a
glicose ¢é utilizada pelo fungo. Quando o acumulo de glicose
liberada excede a concentrac#io de 0,0005 uyM, a sintese de
celulase & inibida.

Colletotrichum limdemuthisamum € capaz de produzir diversas
enzimas degradadoras de polissacarideos, ENGLISH & ALBERSHEIH
(1868). Quando a cepa alfa ou gama deste fungo se desenvolve em
meio contendo galactose como unica fonte de carbono, g?ande
quantidade de alfa-galactosidase ¢ secretada, mas na presenga de
glicose ou xilose, a sintese de alfa-galactosidase ¢ inibida.
Beta-glicosidase parece ser produzida continuamente nas cepas
alfa do Colletotrichum Jlindemuthiamum, enquanto que a beta-
xilosidase s6 é induzida pelas cepas alfa ou gama do fungo,
quando estas desenvolvem em culturas contendo xilose como tinica
fonte de carbono. As varias cepas de Collatotrichun
lindemuthiamum, as quais s#o caracterizadas pelas suas

viruleéncias diferenciais para certas variedades de Phassolus
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vulgarieg, parece ter sistemas diferentes de controle da sintese

de enzimas degradadoras.

Esses resultados sugerem que o8 carboidratos no meio

ambiente dos patdgenos de plantas regulam a produg¢#o de enzimas

degradadoras de polissacarideos. Portanto, pequenas mudangas na
composic#o, estrutura ou acesso do carboidrato do hospedeiro,
pode alterar qualitativa e quantitativamente & produg8o por
um patégeno invasor, das enzimas degradadoras de

polissacarideos.

2.7.Bepecificidade dos polissmescarideos pelas enzimas degradadoras.

Em plantas superiores, o espectrum de aglicares e derivados
de agucares de que é formada a parede polissacaridica, ALBERSHEIN
(1865) ¢ muito amplo, ocorrendo uma grande variedade de ligagbes,
existindo no total, aproximadamente 10 agucares neutros e 4cidos
urdnicos que constituem os polissacarideos da parede celular de
plantas, e de um numero aproximadamente igual de agucares
derivados como éter e éster. As unidades monoméricas de
polissacarideos est&o interconectadas através de ligag¥es
glicosidicas alfa ou beta e essas ligacdBes podem ser feitas no
carbono 3 ou 4 do pré6ximo agucar . RamificagBes da parede
polissacaridica ¢é mais comum que excec¥o. Como resultado, a
especificidade ou variedade da estrutura molecular a qual as
paredes celulares das plantas exibem para os patégenos, s#o

ilimitadas. As enzimas degradadoras exibem certos limites de

especificidade. Uma exo-beta-1,3 glicanase, por exemplo, tem
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pouca habilidade para degradar beta-1,4 ou beta-1,6 glicanas,
enquanto uma beta-1,4 glicanase n&#o hidrolisa alfa-1,4 glicanas
ou beta-1,4 galactanas, REESE et alii (1968). Esta especificidade
estd subordinada aos monossacarideos agrupados por ligac¥es
glicosidicas, pars ambas configuragdes (alfa ou beta).

No reconhecimento dos componentes dos polissacarideos, as
enzimas degradadoras respondem a presenga tanto dos substitutos,
quanto do grupo amino no &tomo de carbono 2, um grupo carboxil no
dtomo de carbono 6, grupos metil éter e ésteres de ambos os
grupos hidroxil e carboxil, t&o bemn quanto a estereoquimica e o
estado de oxidag8io de um 4dtomo de carbono em particular.
Semelhantes especificidades implicem que pequenss alteragdes na
estrutura do polissacarideo pode alterar drasticamente sua
suscetibilidade para degradac¢fio por uma enzima em particular.

Se o0s polissacarideos da parede celular das plantas estéo
envolvidos na resisténcia & doenga, estes polimeros possuem
estruturss especificas, e a8 biossintese de cada um, pode ser
controlada. Assim, a composig#io dos polissacarideos pode ser
cuidadosamente determinada, podendo dificultar a formulag@io da
resisténcia especifica ou a suscetibildade baseando-se na
presenga, auséncia ou alternfncia de uma ou mais macromoléculas,
NEVINS et alii (1867 ).

Resultados de experimentos com células de sycamore mostraram
que as mesmas desenvolvem-se satisfatoriamente apesar de suas
paredes possuirem diferentes constituintes, NEVINS et alii
(1967). Assim, enquanto a composig#o das paredes celulares nas

plantas & controlada, as composicdes precisas da parede podem n#&o
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planta. Ent#o, novas variedades que exibem diferentes mecanismos
de resisténcia as doengas podem apresentar paredes alteradas sem
afetar grandemente a seguranga do metabolismo da planta. E
improvavel que outras organelas celulares possam ser modificadas
neste grau, sem um resultado fatal. Consequentemente ¢é dificil
imaginar uma outra organela possuindo o potencial da parede para

o desenvolvimento de novos tipos de mecanismos de resisténcia.

2.8.Bvidénoia direta do envolvimento dos polissacarideocs da
parede ocelular e das enzimas degradadoras de polissacaridsos

na resisténcia as doengas.

0 desenvolvimento da resisteéncia a infec¢#o em hipocétilos
de feijdo Red Kidney em maturac8o por Rizobium solani esta
correlacionado com & convers3o da pectina a pectato de calcio nas
paredes celulares do hipocétilo, BATEMAN & LUMSDEN (1863). 0
pectato de cdalcio ¢ resistente a4 poligalacturonase secretada por
estes fungos, BATEMAN (19864).

Rizobium s@molani secreta uma variedade de enzimas
degradadoras de polissacarideos gquando se desenvolvem em cultura
de parede celular de hipocétilo de feij&io Red Kidney de 4-20 dias
de idade, como unica fonte de carbono. O filtrado destas enzimas
pode degradar paredes celulares isoladas de hipocétilos de feijéo
Red Kidney susceptiveis, de 4 dias de idade, mas degradam
somente superficialmente paredes de hipocétilos de plantas
resistentes, de 20 dias de idade. Além disso, extratos preparados

de plantas infectadas por Rigobium molapni com lesdes precocemente
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detectéveis, podem degradar paredes de hipoco6tilos de feijzo de
4 dias de idade, mas degradam somente superficialmente as paredes
de plantas com 20 dias de idade. Dando seguimento ao tratamento
com extrato de lesdes imaturas, isolados de paredes celulares de
plantas de 4 dias foram observadas perdas de 59% de arabinose,
19% de xilose, 72% de galactose e 23% de glicose, normalmente
provenientes da hidrélise dcida. Entretanto, 43% dos agucares
neutros provenientes de plantas de 4 dias de idade foram
removidos por ag¢#o de enzimas do extrato da les#o, enquanto que
somente 4% dos ag¢ucares neutros foram removidos das paredes de
plantas com 20 dias de idade, BATEMAN et alii (1968). A
resisteéncia dos hipoco6tilos de feij#io com 20 dias de idade pode
ser explicada através do estudo de NEVINS et alii (1968) que
observaram a composic¢#o dos acgucares neutros da parede celular
dos hipocétilos de feij&o Red Kidney, Pinto e Small White durante
0s primeiros 28 dias e constataram que os aglicares neutros
predominantes nos primeiros dias foram galactose, glicose e
arabinose, sendo que quantidades relativas destes agicares

declinaram com & idade com diferentes taxas e ocorrendo um

aumento da xilose. No 40 e no 180 dia a composig#io da parede das
trés variedades era similar, sendo que a variedade Small White
atingiu a composicfio matura da parede no 8o dia, j& a Red Kidney,
atingiu entre o 100 e o 120 dia. O particular patégeno para o©
qual estas trés variedades exibem resisténcia diferencial, produz
enzimas que liberam principalmente arabinose, galactose e xilose.
Portanto &a diferente suscetibilidade destas variedades esta

relacionada com a respectiva habilidade de atingir a composigio
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matura da parede celular, que j4 n#o serve como um substrato
ideal para a atividade enzimatica devido as alteracdes da
composig#o dos agucares neutros.

Fenomeno semelhante foi observado na habilidade de enzimas
extracelulares obtidas de culturss de Colletotrium
lindemuthianum. ENGHISH & ALBERSHEIM (1969), verificaram que
essas enzimas degradam compostos de parede celular de feijoes com
5 dias de idade, sensiveis & infec¢#o, porém, n#o eram capazes de
degradar compostos de parede celular de Hipocotilos da mesma
planta, resistente com 18 dias de idade. Dos agucares neutros

removidos das paredes de hipoct6tilos de plantas sensiveis ao

tratamento com enzimas secretadas por Colletotrichum
lindemuthianum ou por Rizobium golani, mais da metade &

galactose. Isto sugere que a degradacéo dos polimeros
constituidos de galactose em parede celular de hipoc6tilos de
feijfio & essencial para a patogénese. Segundo GROSS & SALTVEIT Jr
(1982), &8 galactose é téxica para varios tecidos de plantas.
COLCLASURE & YAAP (1876), sugeriram gue eSssa toxicidade &
resultante da evolug#io do etileno promuvida pela galactose.

Através do estudo das caracteristicas de uma linhagem de cana-de-

agicar galactose-adaptada, desenvolvida em cultura celular,
MARETZI & THOM (1978), constataram que =& atividade de UDP-GAL-4
epimerase ¢é 10 vezes maior em células galactose-adaptada do gque
em culturas desenvolvidas em meio contendo sacarose como fonte de
carbono, favorecendo assim o fornecimento de glicose 1P para &
via glicolitica e consequentemente o crescimento no meio contendo

galactose da linhagem adaptada. A baixa atividade dessa enzima

nas culturas contendo sacarose, promoveu O scnmulo de UDP
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galactose. Apés a transfer@ncia dessas células para um meio
contendo galactose como fonte de carbono, o acumulo de UDP
galactose foi intensificado devido a elevada atividade de UDP-
GAL-pirofosfato. O metabolismo de UDP-GAL para glicose 1P foi
restrito nas células n#o adaptadas, portanto, a toxicidade pode
desenvolver-se & partir da acumulacfio de UDP-GAL gquando excesso
de galactose exégena foi fornecida as culturas n&#o adaptadas.

As interag¢®es hospedeiro-patégeno refletidas na influéncia
dos polissacarideos da parede celular no controle da produgfo de
enzimas degradadoras de polissacarideos podem também ser
explicadsas, teoricamente, através de observagdes genéticas

relativas & patogénese do sistema Phaaeolus vulgaris:
Colletotrichum lindemuthianum, ALBERSHEIM et alii (1868). Fungles

tedricas sfio demonstradas para 2 genes de viruléncia em

Colletotrichum lindemuthianum e para 2 genes de resisténcia em
Phaseolus vulgaris. Supde-se que o Colletotrichum lindemuthisnum
seja virulento somente ao produzir grandes quantidades de alfa
galactosidase. A heranca da viruléncia em Colletotrichum
lindemuthianum poderé ser do tipo recessivo e dominante. As
cepas alfa, beta, gama e delta do Colletotrichum lindemuthianum
sio distinguidas por suas viruléncias diferenciadas & respeito de
certas variedades de Phageolus vulgaris Quando 2 viruléncia ¢
inerente ao tipo recessivo, postula-se que suficientes taxas de
alfa galactosidase sejam produzidas, resultande ag¢#o virulenta.
Quande a sintese desta enzima ¢é inibida, a quantidade 2]
insuficinte para estabelecer a infecgdo. O efetor (mediador), uma

pequena molécula que combina com a ag#o do gene produtor e
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regulador ds atividade de inibi¢#o da sintese de enzimas, &, para
efeito de exemplo a glicose. Assim a planta, podera ser
resistente quando fornecer ao patégeno glicose suficiente para
inibir a sintese de alfa galactosidase. Reciprocamente, o}
patégeno serd virulento se n#o obter do hospedeiro quantidade
suficiente de glicose para reprimir a sintese de alfa
galactosidase.

Un gene de resisténcia (Cl 2) é caracterizado em fung¢8o da
ativag#o da enzima que adiciona glicose na cadeia lateral de
polissacarideos da parede celular. Estes residuos glicosil sé&o
atacados através das ligacdes alfa glicosidicas. O outro gene de
resisténcia (Cl 3) ativa uma enzima que adiciona glicose na
cadeia lateral, os quais s#o atacados através das ligagdes beta
glicosidicas.

Assim parede celular de variedade de feijé@o, Genefer Market
pode conter alfa glicosideos, de Red Kidney beta glicosideos, e
as de Perry Marrow alfa e beta glicosideos.

Patégenos nos gquais a virulencia ¢ herdada pelo tipo
recessivo, a caracterizac#o & feita pela auséncia da produgio de
gene especifico. O gene "2" para viruléncia inibe a sintese de
alfa glicosidase e o gene "3" inibe =& sintese de beta
glicosidase. Assinm, a cepa alfa produz beta glicosidase e =&
cepa beta produz alfa glicosidase, enquanto a gama e delta néo
produzem nehuma dessas enzimas.

As respostas prognosticadas por este sistema hipotético séo
coincidentes com &as observadas por, PERSON (1838) e GOTH &

ZAUMEYER (1985). Por exemplo, a cepa alfa que falha na produgéo
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de alfa glicosidase, n#o pode retirar glicose da parede celular
de Genefer Market (que possui alfa glicosideos). Em consequencis
quando a cepa alfa o ataca, a sintese de alfa galactosidase n&o é
inibida e a infec¢#io pode ocorrer. Entretanto, a cepa alfa ainda
que incapaz de produzir alfa glicosidase, produz beta
glicosidase, que hidrolisa os beta glicosideos das paredes de Red
Kidney. Portanto a sintese de alfa galactosidase ¢ inibida gquando
a cepa alfa ataca Red Kidney e a ausencia de alfa galactosidase
impede o estabelecimento da infecg¢#o. Em Perry Marrow, as paredes
possuem alfa e beta glicosideos, e s#o resistentes, tanto a cepa
alfa quanto a beta. Por outro lado, a variedade Perry Marrow ¢é
sensivel &as cepas delta e gama, pois nenhuma € capaz de
sintetizar alfa ou beta glicosidase, consequentemente a sintese
de alfa galactosidase n#o é inibida.

Consideraremos agora o caso no gqual a viruléncia de
Colletotrichum lindemuthianum ¢ herdada pelo tipo dominante.
Novamente sup®e-se que & viruléncia reguer a produg#o de grande
quantidade de alfa galactosidase. Neste caso, a enzima necessaria
¢ a exo-alfa-galactosidase. Entretanto, para que a degradagédo
significativa da galactona ocorra, este substrato deve estar
livre de interferéncia das cadeias laterais. Para este caso, &
glicose ngo atua como co-repressor da sintese de alfa
galactosidase. O gene de resisténcia (Cl 2) novamente ativa =&
enzima que cataliza a adig#o de alfa glicosideos para a parede e
o gene (Cl 3) para resisténcia ativa a enzima que adiciona beta
glicosideos. Neste caso entretanto, é postulado que, tanto, alfa

on beta glicosideos, s#o adicionados 2 galactona que somente
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poderda  ser degradada pelo patégeno produtor de exo-alfa-
galactosidase se a resposta virulenta ocorrer. Quando a
virulencia do patdégeno ¢ inerente ao tipo dominante, a virul@ncia
reflete a presen¢a da produg#io de um gene especifico. Nesse caso,
o gene "2" para a viruleéncia ativa alfa glicosidase e o gene "3"
ativa beta glicosidase. Assim, a cepa &alfa produz alfa
glicosidase e a cepa beta produz beta glicosidase, enquanto =&
gama e a delta produzem as duas enzimas.

Novamente, as respostas prognosticadas s#Ho correspondentes
com as observadas por, PERSON (1858) e GOTH & ZAUMEYER (1965). A
alfa glicosidase produzida por cepas alfa remove a glicose da
cadeia lateral da galactona de Genefer Market fazendo com que a
galactona fique sensivel a degradac&o por exo-alfa-galactosidase.
Esta ¢ a conduta para infecc#éo de Genefer Market por cepas alfa.
A alfa glicosidase da cepa alfa n#o pode remover residuos de beta
glicosil da galactona da parede celular de Red Kidney,. tornando &
galactona imune ao ataque da exo-alfa-galactosidase e Red Kidney
resistente a infecg¢Ho por cepa alfa. Perry Marrow, aque possui
residuos alfa e beta glicosil ligados a galactona é resistente &s
cepas alfa e beta mas é susceptivel a cepas delta e gama as quais
secretam uma mistura de alfa e beta glicosidases. Portanto,
variedades resistentes ser#io selecionadas baseando-se nas
caracteristicas especificas da parede polissacaridica. A
estrutura da parede pela gual ¢ feita a selec#o & determinada
através do estudo dos carboidratos no controle da produg#o de
enzimas degradadoras de polissacarideos do patogeno.

As barreiras estruturais e quimicas formadas em plantas apés
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injuria mec8&nica e apo6s a infecg¢#o sugerem que sinais comuns
sejam gerados em respostas a ambos estresses. Tem-se apontado
também que a taxa de formac8o de tal barreira é provavelmente um
determinante chave na resisténcia 4as doengas, AIST (1983).
Semelhantemente, &a habilidade dos patégenos em comprometer a
formac8o de barreiras parece ser também importante para o sucesso
na colonizag#o do tecido do hospedeiro, BIGGS (1986) e BIGGS &
BRITON (1888). Existe evidéncia correlativa substancial para
suportar estas nog¢des, apesar que o desafio serd o de separar
respostas triviais dagquelas respostas dos hospedeiros gque s#o 8&s
mais inibitérias aos patégenos, e estabelecer a magnitude da
resposta necessdaria para dar proteg¢do. Progresso em nossa
habilidade em manipular respostas a ferimentos a niveis genéticos
deveria resolver questdes com respeito as suas contribuigdes
relativas a resisténcia. Devem existir muitos mecanismos
contribuindo com a prote¢dio do tecido, apesar da importéncia de
qualquer uma das respostas em si provavelmente depender da
combinagso especifica de hospedeiro patégeno. Ao se compreender
os fatores que regulam o despreendimento de elicitores de plantas
e patdégenos, poderd surgir metas para modificag8o da intersagéo
hospedeiro-patégeno, resultando num aumento das respostas de

defesa a patdégenos invasores via ferimentos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Proceddncia do material.

Foram utilizados péssegos maduros, da cultivar Biuti,
procedentes da fazenda experimental da EPAMIG, de Caldas, Sul de
Minas Gerais, situada =a 900m de altitude, aproximadamente,
apresentando coordenadas que variam de 21¢c 58" a 21g 10" de
latitude sul e 460 a 480 de longitude W. Gr. Os frutos foram
colhidos e transportados no mesmo dia para o Departamento de
Cieéncia dos Alimentos, ESAL-Lavras, onde foi conduzido o

experimento.

3.2. Coleta e preparo das amostras

Os frutos foram coletados, de acordo com a técnica descrita
por Hulme et alii citados por TEIXEIRA (1878), considerando-se
sua posig8o em relag¢8io aos pontos cardeais, altura do tergo médio

da planta e posigf8io externa em relacsio a copsa. Foram coletados

aproximadamente 800 frutos da cultivar em estudo.
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Ap6és a colheita, foi realizada uma pré-selecdo visual dos
frutos escolhendo-se aqueles sem injurias mecfnicas, sem infeccgéo
aparente e que apresentavam pediinculo. Estes frutos foram
embalados em caixas de papel#do e enviados & ESAL, Lavras Sul de
Minas Gerais, onde foram imediatamente lavados com &agua. Em
seguida, foram imersos por trés minutos em solug¢#do de hipoclorito
de s6dio a 0,5%, para prevenir o ataque fungico e, entdo,
colocados para secar ao ar.

Além da auséncia de injurias visuais e presenga de
peduinculo, foram selecionados frutos que apresentavam tamanho,
textura e cor semelhantes, como também grsu de maturacéo.

Os péssegos foram separados em grupos de 15 frutos cada e
acondicionados em bandejas plésticas, para a realizag8o dos

experimentos.

3.3. Instalagio dos experimentos.

Experimento 1:
Para observagdes histoquimicas e quimicas das transformacgdes

dos tecidos e paredes celulares durante o periodo de cura de
ferimento, composto de dois grupos de frutos:
Grupo 1: controle (sem injuria mec@nica).
Grupo 2: ferido mecanicamente e submetido a cursa de
ferimento por quatro diferentes espagos de tempo O,

24, 48 e 72 horas.

0 delineamento constituiun-se num fatorial 2x4 inteiramente
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casualizado com trés repeti¢des. A unidade experimental conston
de 15 frutos.

Experimento 2:

Para os estudos de resisténcia e observac¢des histoguimicas e
quimicas dos tecidos inoculados com suspensio de esporos de
Honilinea fructicola, ap6s os diferentes periodos de cura de
ferimento. O experimento foi realizado utilizando-se tré&s grupos
de frutos:

Grupo 1: frutos feridos mecanicamente e submetido & cura de
ferimento por quatros diferentes espagos de tempo 0, 24,
48 e 72 horas

Grupo 2: frutos feridos mecanicamente e inoculados apés a cura de
ferimento, para estudos de resisténcia & infeccgé#o

Grupo 3: semelhante ao Grupo 2, utilizado para observagdes
histoquimicas.

0 delineamento constituiu-se num fatorial 2x4 inteiramente
casualizado com treés repetig¢des. A unidade experimental constou

de 15 frutos.

3.4. Caracterizac#io dos frutos.

Apés a colheita, os frutos foram armazenados em ambiente com
; o
temperatura controlada (20 C) e umidade relativa do ar entre 75 -

807%.
0 estddio de maturag¢#o foi caracterizado em amostra de 30
frutos integros para cada periodo, através das seguintes andlises

fisicas, fisico-quimicas e quimicas:
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a) peso de fruto (g), obtido por gravimetria com auxilio de

balanga semi-analitica;

b) peso do carogo (g), obtido individualmente com auxilio de
balanga semi-analitics;

¢) relag#io polpa/carogo, dividindo-se a diferenca entre o peso do
fruto e o carogo pelo peso deste iultimo;

d) textura (1/9012), medida em penetrdmetro Magness Taylor,
convertida e expressa em Newton, por multiplicag¢#o do valer em
l/pol2 pela constante 4,11.

e) di&metro longitudinal e transversal (cm), medidos com o
auxilio de um paquimetro;

f) acidez total tituldvel, obtida segundo a técnica aconselhada
pelo INSTITUTO ADOLFO LUTZ (1885), expressa em porcentagem de
dcido clitrico;

g) pH, determinado em potencidmetro com membrana de vidro,
segundo, técnica do INSTITUTO ADOLFO LUTZ (1985).

H) sélidos soluveis totais, determinados por refratometria,ccgg;%gﬁz
indicag8o da A O A C (1870), utilizando-se refratébmetro tipo
Abbé.

3.5. Téenica do ferimento mecénico e periodo de cura.

A fim de evitar uma possivel contaminag¢&o com microrganismos
indesejaveis, os frutos foram feridos assepticamente em capela -de
fluxo continuo. A injuria mec&nica foi realizada com estilete
(1lmm de difimetro x 1,5mm de comprimento), apresentado na Figura

1, em quatro locais equidistantes na superficie do fruto.
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Fig. | — Estilete utilizado para injuriar mecanicamente
os frutos.
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Fig. 2 — Perfurador utilizado para retirar o
de tecidos dos frutos.
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Os ferimentos foram umidecidos com agua destilads esteril pars
evitar o ressecamento dos tecidos.

Os frutos do Experimento 1 (ap6s ferimento e controle) foram
armazenados en ambiente com temperaturas controlada (200C) e
umidade relativa do ar entre 75-80%, por 0, 24, 48 e 72 horas.

Os frutos do Experimento 2 foram armazenados em estufa

0

B.O.D. a 8 C + 1 até a relizagfio dos ferimentos mecfinicos. Estes
foram executados inicialmente nos frutos a serem submetidos a 72
horas de cura e sucessivamente nos de 48, 24 e 0 horas. Apos os
ferimentos, os frutos eram transferidos para as condig¥es
atmosféricas utilizadas no Experimento 1, a fim de processarem =&
cura. Dessa forma, foi possivel inocular simultaneamente todos os

frutos dos Grupos 2 e 3 (submetidos aos diferentes tempos de

cura) com a mesma suspensio de esporos de Monilinea fructicols.

3.6. Estudo da resit@éncia dos frutos a Monilines fructicols

3.6.1. Fonte de inb6culo e técnica de isolamento.

0 fungo foi obtide & partir de péssedos infectados

procedentes do supermercado local.

Obteve-se culturas puras do patégeno, através do isolamento

de esporos presentes nas lestes dos frutos infectados. Com
auxilio de um bisturi, fez-se assepticamente a raspagem
superficial dos esporos na drea infectada do fruto sobre placas
de Petri contendo BDA (batata 200g, dextrose 20g, égar 18g, &gua

1000ml). As placas foram incubadas em c8mara a 200C por 7 dias.
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No caso da contaminag3o com outros fungos, fez-se novas

repicagens, retirando-se pequenas fragdes de BDA no local onde

aparentemente houvesse Monilinea fructicola. Transferiu-se esses

fragmentos para outra placa com BDA. Obteve-se assim culturas
0
puras, conservando-as em placas de Petri contendo BDA a 10 C

3.6.2. Preparo da suspenslio de esporos e inoculagi¥io dos frutos

Preparou-se a suspensfo de esporos colocando-se 10ml de &gua
destilada e esterilizadsa nas placas de Petri. Com bisturi
friccionou-se levemente as coldnias obtendo-se uma suspens#o na
qual adicionou-se Tween 80 (uma gota/100 ml de suspens#@io) para
dispers#o mais homogénea dos esporos. Obteve-se a concentragto da
suspens#o através da contagem em hemacitbmetro. Através de
diluigdes, ajustou-se a concentragdo da suspensdo para 3500

esporos/ml, sendo a mesma utilizada logo apos o preparo.

Apbés cada periodo de cura dos ferimentos nas condigbes
previamente descritas (Experimento 2, Grupos 2 e 3 ) os p&ssegos
foram inoculados assepticamente, em capela de fluxo laminar,
utilizando-se uma pipeta automédtica contendo 0,01lml da suspenséo
fangica.

Nos frutos feridos mecanicamente e n#o inoculados (Grupo 1),

os ferimentos receberam agua destilada estéril (0,01 ml) para

evitar o ressecamento da injuria.

Apés a inoculag@io, os frutos foram mantidos em ambiente com
temperatura 200C e umidﬁde relativa de 75-80% até o final do

experimento.
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3.7. Obteng#o e anfdlise dos discos de tecido dos frutos

3.7.1. Obteng&o dos discos.

Discos de tecidos com 1 cm de difimetro e 2 a 3 mm de
profundidade foram retirados com auxilio de um perfurador
inoxidédvel (Figura 2) ao redor dos ferimentos nos frutos
injuriados e em locais similares nos frutos néo feridos
(controle), ap6s o mesmo peribdo de tempo.

Foram wutilizados os frutos do Experimento 1 (Grupos 1 e 2)
ap6s o0s perliodos de 0, 24, 48 e 72 horas de cura de ferimento e
os frutos do Experimento 2 - Grupo 3 (feridos, curados e
inoculados) 1 e 2 dias apbés a inoculagio

Una vez retirados, os discos foram imediatamente colocados
sob nitrogénio 1liquido e armazenados em freezer (-180C) até a
realizac8io das andlises quimicas. Para as andlises histoquimicas,
uma parte dos discos foi armazenada em solu¢#io de formalina-
aceto-4lcool (FAA) obtida a partir da mistura de &lcool etilico
70%, 4&cido acético glacial e formalina numa proporc¢sio de 90:5:5

partes, respectivamente.

3.7.2. Anélises histoquimices.

Os tecidos dos discos foram preparados por fixag8o em
formalina, desaerados utilizando-se (homba & vacuo) e
desidratados. A desidratac¢#io foi realizada através de passagens

dos discos de tecidos em solugio de alcool etilico, com troca da
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solugdo a cada 48 horas, contendo progressivamente concentragdes
crescentes, variando de 70% até 100%. Em seguidsa, a cada 24
horas os discos foram colocados consecutivamente em mistura (1:1)
de 4dlcool 100% mais dlcool t-butilico (clarificac#o); &lcool t-
butilico puro; mistura (1:1) de dlcool t-butilico e parafina,
mantidos &a 560C e finalmente, transferidos para parafina pura,
JENSEN (1882); O'BRIAN & McCULLY (1981) e GAHAM (1884). Os
tecidos parafinados foram seccionados a 10 y de espessura
utilizando-se micrétomo rotatério Spencer "820" Americam Optical.
As fitas de tecidos parafinados foram fixadas sobre 1l&minas,
desparafinadas, coradas e analisadas em microscopio optico
Amplival através de objetivas 3.2 e 1C e ocular de 40X.

Os compostos fendlicos foram identificados pela coloragdo
verde desenvolvida utilizando-se teste com cloreto férrico, GAHAN
(1984) e pela colora¢#o amarelo-marrrom através do nitroso teste,
descrito por REEVE (1851).

A suberina foi investigada utilizando-se a o teste Sudan 1V,
onde as paredes suberizadas coram-se de vermelho RAWLINS &
TAKAHASHI (1852).

A formag#io da lignina foi investigada através das técnicas
de azul 0-Toluidina, SAKAI(1973), na qual os tecidos lignificados
e suberizados coram-se em azul brilhante, a mistura de fenolicos
em azul intenso, as paredes celulares néio lignificadas coram-se
de roxo, o citoplasma e o RNA em purpura e o DNA aparece em azul-
esverdeado; Azul de Astra, conforme usado por L Krieger citado
por BRAGA (1877), na qual as paredes celulares né#o lignificadas

aparecem azul ou azul esverdeado brilhante e as lignificadas em
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vermelho; Reag#io de SCHIFF, pela colorac#o vermelha JENSEN
(1962); Verde 1iodo-vermelho congo, pela colorac#io verde DOP &

GAUTIE (1828) e Floroglucinol-HCl, pela coloragio vermelha
FAULKNER & KIMMIS (1875).

3.7.3. Andlises quimicas.

A - Extrag8o da parede celular

A parede celular dos discos foi extraida de acordo com a
técnica de Nevins et alii citado por BATEMAN et alii (1868).

Utilizou-se 2 gramas de material, cujas enzimas foram

inativadas com 20 ml de metanol BO0X¥ a guente por 10 minutos.

Posteriormente, triturou-se a amostra em um homogeneizador de
tecidos Tekimar com 20 ml de tamp#o fosfato de potassio 0,1M (pH
7,0). Ap6s repouso de 30 minutos, centrifugou-se a 2000g por 15
minutos, repetindo-se este procedimento de lavagem por 3 vezes.

Suspendeu-se a amostra em 25 ml de mistura cloroférmio-
metanol (1:1), sendo filtrada através de papel Whatmam no 1 em
funil de Buchner.

Lavou-se o material retido com uma mistura de metanol
cloroférmio e, posteriormente com cerca de 100ml de acetona (cada

porgé#o de 25ml). Secou-se a temperatura ambiente.

B - Derivatizacg#io dos agucares da parede celular.

A derivatizag#io foi realizada de acordo com a técnica de

ALBERSHEIM et alii (1867), através da hidrélise, redugdo e
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acetilag#o dos aglicares neutros.

A hidrélise foi reslizada em 5mg de parede celular,
acondicionada em um tubo rosqueado, contendo 0,5ml de 4&acido
trifluoracético (TFA), aquecido em um bloco Heat a 1210C por 1
hora. Em seguida evaporou-se o TFA e adicionou-se 0,5 ml de
metanol que também foi evaporado.

A reduc3o processou-se a partir do momento que o tubo foi
colocado a temperatura ambiente e adicionou-se 0,15 ml de
hidréxido de aménea e 0,15 ml de hidréxido de amdnea contendo
borohidreto de s6dio, mantendo-o & temperatura ambiente por 1
hora. Posteriormente adicionou-se algumas gotas de dcido acético,
evaporou & amdnea e o &cido e acrescentou-se 0,5 ml de metanol
mais dcido acético (9:1), por quatro vezes consecutiva.
Adicionou-se 0,5 ml de metanol e secou,sendo esta fase realisada
por trés vezes,.

Efetuou-se a acetilacgfio através da adigfo de 0,15 ml de
anidrido acético. Selou e colocou-se o tubo no bloco Heat a 1210C
por 3 horas. Secou-se o anidrido acético. Adicionou-se 0,5 ml de
metanol e secou, repetindo este processo por duas vezes. O

materisl obtido foi submetido a cromtografia gasosa.
C - Determinag#o

Utilizou-se um cromatégrafo a gdas Intralab modelo 3300, com
detector de ionizag#o de chams, tendo nitrogénio e hidrogénio
como géas de arraste, utilizando-se uma coluna capilar (OVDB 225)
como fase estacionsrias, nas seguintes condigles: temperatura da

0 o
coluna, 210 C; temperatura do injetor, 250 C e =a do detector
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(o)
300 C. O fluxo do gés de arraste foi de 30 ml/minutos, sendo

aplicado & coluna uma press#io de 22 psi, correspondente a 3,75
ml/minutos; o fluxo do hidrogénio foi de 60 ml/minutos e o do ar
de 300 ml/minutos. As amostras injetadas foram submetidas ao
sistema splitt na proporg#o 1:90. O cromatégrafo trabalhou com
sensibilidade 11 e atenuag¢#o 16, conectado a um integrador 4280
Intralab. Os tempos de reten¢#io obtidos foram os seguintes:
Ramnose 5,09; Fucose 5,35; Arabinose 6,53; Xilose 8,04; Manose
14,79; Galactose 16,14; Glicose 17,71 e Inositol (padr@o interno)

18,15.

3.8. Andlise Estatistica

Para os parémetros considerados: a) estudo da resisténcia
dos frutos injuriados e curados, & Monilinea fructicola e b)
variagdio nos teores dos agucares neutros do tecido ferido e
curade em relag#o &ao integro, foram feitas as analises de
varifincia, utilizando-se delineamentos inteiramente casualizados
e teste de Tukey (nivel de signific&ncia igual a 5%).

Os resultados do ensaio sobre os teores dos aglicares neutros
dos tecidos integro e ferido em fun¢#o dos tempos de cura, foram
submetidos a snélise de regress#@o (linear, quadrética e ciubica),

verificando-se a que melhor ajustava aos dados.
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4 .RESULTADOS E DISCUSSAO

As caracteristicas dos péssegos ‘Biuti® utilizados neste
experimento, s&o apresentadas na Tabela 1. Através destes
resultados e dos valores obtidos pela relascfio sélidos soliveis
acidez, pode-se considerar que os frutos foram colhidos no
estddio de maturag#io comercial. Esta relac#io ¢ um dos parfmetros
comumente utilizados para avaliar o grau de maturag#o dos frutos,
visto que, geralmente, com o avango da maturacXo, ocorre um
aumento no teor de sélidos soluveis e decréscimo na acidez

titulavel, Salunkhe et alii citados por TEXEIRA (1979).

4.1.Ensaic histoquimico

Os resultados das observacdes histoquimicas das paredes
celulares dos tecidos submetidos a diferentes tempos de cura de
ferimento mec&nico, sem e com posterior inoculag#do com suspens#o
de esporos de Monilinea fructiocola s#o apresentados na Tabels 2

Os compostos fendblicos acumularam~se nos tecidos, apés 24
horas de cura, n#o tendo sido observado nenhuma lignificag&#o ou

suberizag#o das paredes das células ao redor do ferimento.
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TABELA 1 - Valores médios dos componentes fisicos, quimicos e

fisico-quimicos da cultivar de péssego ‘Biuti'.

TR G S e S T A0 G i i e R T S i G s . S S R - —————— > - S —— — —————————————————— ———— P43 >

Descrigéio Ap6s a 4 dias apés 7 dias apés
colheita a colheits a colheita
Peso do fruto (g) 100.80 94.76 86.41
Peso do carogo (g) 6.74 6.32 6.45
Diametro (cm) longitudinal 5.75 5.25 5.07
Diametro (em) transversal 5.66 5.45 5.19
Textura (Newton) 80.75 85.55 73.84
pH 3.50 3.50 3.40
Acidez total tituldavel (ATT) 0.94 0.89 0.78
(%4 Ac. Citrico)
S6lidos soluveis totais (%) 10.50 12.00 12.50
SST/ATT (85T 11.47 13.48 16.02

Polpa/carogo 13.95 13.98 12.08

T T o o o e e e e o T 0 e o e e o o v e o o . . T = W P = = = e = . . e G - —— — ———————— ——
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TABELA 2 - Reag¢®es de coloragido da parede celular dos tecidos de

péssego ‘Biuti' submetidos a diferentes tempos de

cura de ferimento mecfinico, sem e com posterior

inoculag#io com suspens#o de esporos de Monilinea

fructicola

Tempos de cura (horas)
Corante Controle Tecido curado Tecido curado e
inoculado *x
(Teste) *(CNF) O 24 48 72 24 48 72
A B A B A B

Nitroso teste < < + + + +  ++ ++ ++ ++ 4+
(Feno6licos) o
Cloreto férrico - - + + + ++ ++ ++ ++ ++  ++
(Fenélicos)
Azul de 0-Toluidina < < + + + ++  ++ ++ ++ ++  ++
(Fen6licos) - -
Azul de Astra < < - + + ++ 4+ ++ ++ ++ ++
(Lignina) -
Verde Iodo/vermelho - < + + + +  ++ ++ ++ ++ 4+
(Fen6licos) congo -
Reagente de Schiff < - - - - + + + + + +
(Liginina) - - - - - - -
Floroglucinol-HC1 - - - - - - - - - - -
(Lignina)
Sudan IV < - - - - - - - - - -
(Suberins)
Intensidade de cor:
Reag#o ausente ou idéntica ao CNF (-)
Reagfio significativa mas n#o associada a PC (<)
Reagdio positiva fraca (+) * CNF = controle n#o ferido
Reag¢8o positiva (+) *k A = 1 dia apés a inoculagdo
Reac#io fortemente positiva (++) B = 2 dias apés & inoculagéio
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A sintese de fenélicos foi mais intensa nas primeiras
camadas de células =adjacentes ao ferimento, mas pode ser
verificado na Figura 4 gue apés 48 horas de cura, cerca de 8
camadas apresentaram resposta de sintese.

Os compostos fenolicos foram localizados histoquimicamente
nas paredes celulares dos tecidos de pé&ssego Biuti injuriados, e
nagqueles injuriados e inoculados com suspens#io de esporos de
Monilinea fruocticols, através do Nitroso teste, confirmado pelo
teste com Cloreto férrico. Nos tecidos de péssego “Biuti’
injuriados mecanicamente, a camada de células rompidas foi
chamada de camada de ferimento. Tal camada apresentou reag¢do
positiva para compostos fenélicos, provavelmente, devido a quebra
da integridade celular, o que expbs os substratos & ag¢8o de
enzimas.

A reagfio pelo Nitroso teste, nas camadas de células integras

que circundam o ferimento, foi visivel no tecido ferido a partir
de 24 horas de cura de ferimento. No tecido ferido e inoculado, a
reagfio foi mais intensa em 24 horas de cura apo6s 2 dias de

contato com o fungo (Tabela 2). Os tecidos integros (controle) e

aqueles injuriados e inoculados com Hoenilinea fruotigolm corados

pelo Nitroso teste s#o apresentados na Figura 4, sendo a reag#o
visivel através da colorac¢3o marrom amarelada, e que n#o foi

observada no tecido n#o injuriado.

Foi realizado o teste com o Azul de O-toluidina, gque
segundo SAKAI (1873), permite também a verificag#io de paredes
lignificadas ou suberizadas bem como acumulo de fenélicos. No

tecido injuriado, submetido & cura de ferimento sem e com
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3

- Fotomicrografia da sec¢do de tecidos do epicarpo e
mesocarpo de péssego pela colorascdo Nitroso teste:
a) tecidos sem injuria (controle); b) tecidos apéds
48 horas de cura de ferimento (Experimento 2,Grupo

3), 1 dia s&pdés a inoculagdo com suspenséo de esporos

de Monilinea fructicola; indicando: I - SubstAncias
fenélicas, II - Cuticula. Aumento de 200x
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posterior inoculag8io com esporos, as paredes das celulas
circunvizinhas apresentaram colorag#io azul acentuada, indicando
acumulo de fendélicos,lignina e ou taninos. No tecido apenas
injuriado a reag#o foi positiva fraca em 24 horas de cura,
enquanto que no tecido inoculado, foi fortemente positiva (Tabela

2).
Os resultados do Nitroso teste, Cloreto férrico e do Azul de
O-toluidina referentes sos tecidos injuriados e submetidos a cura

foram compativeis com os de TOURINO (1980).

Através da Tabela 2, pode-se verificar que houve ums
resposta mais intensa em relagiio a sintese dos compostos
fendélicos nas paredes das células ao redor da injuria, apés a
inoculagsio com o fungo MHonilines fruaticolm. Segundo CONDON &
KUC (1860), o acumulo de polifenéis, incluindo flavonéides, dcido
cinamico e derivados, e coumarinas em tecidos imediatamente

adjacentes a tecidos injurisdos em muitos tipos de materias de

plantas é considerado geralmente como dependente da interacdo
tecido vivo e fungos.

Os resultados obtidos por LARSHMINARAYANA et alii (1887),
também confirmam esta interag#o ao demonstrar gque o ataque

fungico, estimulou a produg¢so de fenolicos, taninos e lignina emnm
(o)
magis maturas Golden Delicious e Granny Smith estocadas a 5§ C,

ocorrendo a formag¢#o de paredes de aposig¢fHio,principalmente na 4q

e 6o camadas de células a partir do ferimento.

Una outra interag#io hospedeiro-parasita que demonstrou
acimulo de material fenélico nas paredes celulares infectadas,
foi a observada por AMPOMAH & FRIEND (1988), que estudaram a

resisténcia do disco de tubérculo de duas cultivares de batata,
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uma resistente (Stormont enterprise) e uma suceptivel (King

edward) =0 Phytoohthora infestans e¢ so PRhoma axigus. Esses

autores verificaram, através da colorag#io Azul de o-toluidina que
as camadas de células n#o inoculadas apresentaram uma cor azul-
verde menos intensa que as células correspondentes do tecido
inoculado, o que estd de sacordo com o presente trabalho.

0 estimulo a produg@io de fenélicos no tecido infectado ¢
promovido pelos elicitores, que s#io formados devido a ag#io das
enzimas fungicas degradativas na parede celular do hospedeiro ou
pela acd#o de enzimas da planta nos constituintes da parede do
fungo, dando a célula hospedeira uma injuria continusa.

Segundo v4rios autores BROWN (1978); BAUDOIN & ECKERT
(1885); AMPOMAH & FRIEND (1988), esses compostos podem ter
atividade fungistatica, inibindo o crescimento fungico.

Os detalhes celulares apresentados na Figura 5 e 5A, foram

observados através da colorac#io de Azul de Astra dos tecidos

integros, injuriados e injuriados e inoculados. Através destsa
coloragfio e de Verde iodo Vermelho congo, verificou-se em algumas
paredes das células so redor da camada de ferimento, uma reagé#o
positiva no tecido apés 72 horas de cura. No tecido inoculado, a
reagdio foi fortemente positiva em 24 horas de cura, 1 dia apés
aplicagéio do fungo para o Azul de Astra e 2 dias apés a aplicagé#o

do fungo para o Verde iodo Vermelho congo. Esta rea¢sio pode

indicar a presenga de lignina ou de outros composgstos fensdlicos,
como uma resposta de defesa do fruto ao ferimento e a presenga do
fungo, visto que no tecido n#o injuriado tal reagio n#o foi

verificada (Tabela 2).



Figura

5

o4

- Fotomicrografia da sec¢do de tecidos do epicarpo e

mesocarpo de péssego pela colorag8o Azul de Astra:
a) tecidos sem injuria; b) tecidos com injdria apés
72 horas de cura; indicando: I - Mistura de
fenélicos, II - Parede celular n#o lignificads,

III - Elementos lignificados. Aumento de 200x.
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Figura 5A - Fotomicrografia da sec¢Zo de tecidos do epicarpo e
mesocarpo de péssego pela coloragdo Azul de astra:

¢c) tecido apés 72 horas de cura de ferimento

(Experimento 2, Grupo 3) 2 dias apés a inoculagdo

com suspens#o de esporos de Honilinea fructicola;

indicando: I - Mistura de fen6licos. Aumento de 200x.
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Entretanto, os testes utilizados para investigacgd#o da

lignina com Floroglucinol-HCl, reagtio com reagente de Schiff e da

suberina com Sudan IV, foram negativos nos tecidos injuriados e
injuriados e inoculados. Apesar da reag3o do reagente de Schiff
ter sido fracamente positivo para os tecidos contendo o fungo,
ndo houve confirmac#o pela reagcdio do Floroglucinol-HCl, sendo
esta mais especifica pois reage com os grupos finais cinamaldeido
da lignina.

Portanto, a colorag#io desenvolvida pelo Azul de Astra, Azul

de O-toluidina e Verde Iodo Vermelho Congo foi, provavelmente, '

devido a presenca de compostos fen6licos precursores da lignina.
Neste ensaio, a n#io detecg#io da lignina e suberina nos

tecidos injuriados foi compativel com oS resultados de

de TOURINO (1880).

4.2. Resistdnoia

Apesar dos testes de colora¢8io para a pesquisa de fendlicos
terem sido positivos, os frutos feridos submetidos & cura de
ferimentos e inoculados com a suspens#o de esporos de Honilines
fructicola ndio foram resistentes (Figura 8). Esta baixa
resisténcia pode ser uma caracteristica da prépria cultivar ou
pode ser resultante das condig¢des utilizadas durante a cura como
temperatura de 20 OC, umidade relativa 75-80% e do préprio tempo
de cura 24, 48 e 72 horas, que podem n#o ser ideais, ou mesmo que

a concentrag¢#io dos compostos fenélicos n#io foi a ideal para

exercer o seu poder inibitério.
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NNODUE et alii (1982) e BRINDLE et alii (1885), verificaram

que os fatores externos como temperatura, umidade relativa, luz e
composig#o de oxigénio e dioxido de carbono afetam a cicatrizagHo
e sua relag#io com a resistencia a certos patogenos. A influencia
dos fatores intrinsecos como cultivar, estadio de desenvolvimento
e "deficit" de 4gua, foi observada por WOOD (1867) e BIGGS
(1986).

No presente trebalho, foi possivel verificar a influéncia do

tompo de cura sobre a resistéencia do pssego cultivar “"Biuei’ aoc

fungo Monilinea fructigola. No teste de resistencia (Figura 6),

os frutos curados por 72 horas e posteriormente inoculados,
apresentaram menores indices de doenga no primeiro dia apés a
inoculagtio em relagio aos curados por 48, 24 e 0 horss,
provavelmente devido ao maior acumulo de fenélicos que foi

observado histogquimicamente (Tabela 2). Este efeito foi observado

por BONNAS (1991), que estudando a influencia da temperatura o

do tempo de curs sobre a resisténcia de laranja Valencia sao

Penicillium digitatum, verificou que o efeito do tempo de cura

foi bastante significativo para a resisténcia dos tecidos &

infec¢#o, quando realizada por 40 e por 72 horas independente da
o 0

temperatura de 20 a 25 C ou de 30 C.

Os frutos submetidos a cura por 72 horas e posteriormente

inoculados, gque apresentaram inicialmente os menores indices de
doenga, também n#%o resistiram ao fungo Monilinea £fruecticols

(Figura B), provavelmente devido a influencia da umidade relativa
do ambiente e da temperatura a que os péssegos foram expostos
para o processamento da cura. Estes fatores promoveram e]

amadurecimento dos frutos, consequentemente aumento da atividade
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das vias glicoliticas e oxidativas, resultando em varias
modificag¢des no fruto, principalmente na sua textura devido a

solubilizaglio da protopectina das paredes celulares, diminuindo a

forca coesiva que mantem as células unidas, facilitando assim a

atuag#io da enzimas fingicas, tornando-a mais disponivel como
fonte de carbono para o fungo, promovendo a sua penetragdio e o
desenvolvimento da les#o. A influéncia do estadio de
deéenvolvimento do vegetal nos componentes de cicatrizaglio foi
demonstrado em lim#ic e mag# por SKENE (1981) e BAUDOIN & ECKERT
(1885).

A cura de ferids & enzimaticamente controlada, portanto, os
processos que a envolvem s¥o sensiveis a temperatura, podendo a
mesma ter influenciado diretamente no mecanismo de resisténcia do
péssego ‘Biuti’.

Foi wverificado por BROWN et alii (1878) em citrus que =&
sintese e o acumulo de lignina variam com a temperatura, sendo
3000 a temperatura de boa produglo para este polimero, a 33°C a

o
acumulag#o n#Ho foi evidente e a 25 C ocorreu apenas um pequenoc

desenvolvimento. 0O teor de umidade, segundo os autores, também é&
critico para a formag#io de lignina, sendo que em flavedo de
citrus injuriados e mantidos a umidade relativa menor que 70%,
houve pequena deposig#io de material tipo 1lignina nas paredes
celulares deste tecido, e esta deposi¢Bio provavelmente foi
associada &a desseca¢sio das células ao redor da injuria. Nos

discos de tecidos do péssego °‘Biuti' esta dessecaglio foi

prevenida relo umidecimento da injuria com agua destilada

esterilizada, conforme realizado por TOURINO (1980).
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4.3. Agicares neutros da parede celular

Os agucares neutros n#o celulésicos da parede celular do
tecido integro e injuriado mecanicamente do péssego Biuti, foram
analisados por cromatografia gasosa. Em ambos os tecidos o agucar
predominante foi a arabinose, seguido da galactose e xilose
(Tabela 3).

A composigdio dos agucares neutros variou tanto no tecido
integro como no tecido injuriado mecanicamente, durante o tempo
de armazenamento (Figuras 8, 9, 10, 11, 12, 13 e 14). Resultado
da elevada taxa de turnover desses compostos na parede celular,
ou seja, os polimeros podem estar sendo degradados, enquanté
sintese e deposic¢#o de compostos iguais ou similares podenm estar
ocorrendo concomitantemente, conforme ja descrito por LABAVITCH
(1981).

Os tecidos injuriados apresentaram maior teor de galactose,
ramnose e manose em 72 horas de armazenamento, em relagdio ao
tecido integro, conforme a Figura 7.

O aumento da galactose no tecido injuriado iniciou apés 52,8
horas de cura, atingindo o maximo em 72 horas (Figura 13). Ja o
aumento de manose e ramnose processou-se A partir de 36,89 e
32,7 horas de cura respectivamente, atingindo o maximo também em
72 horas (Figuras 8 e 12).

0 saumento destes agucares neutros foi coincidente com o
tempo de cura no qual houve maior depésito de fenélicos nos
tecidos injuriados. Assim pode-se considerar, que no processo de

cura, mais especificamente, com o depésito de fenélicos nas



TABELA 3 -

Composig#o dos agucares neutros (mg/100 mg de

celular)

injdria

horas a 20 C e 75% UR.

parede celular de péssego

(S/1) e com injuria (C/I1),

B1

Acucares

neutros

Ramnose
Fucose
Arabinose
Xilose
Manose

Galactose

a7l B/1
_-_5 _____
74 0.87
43 0.468
85 8.71
BE 2.7
83 1.37
B85 4.08
20 1.04
47 20.28

S/1
___5;____
70 O

38 O

21 10

853 2

76 1

50 4

73 O

57 18

parede
‘Biuti® sem
mantidos por 72
g/71.| €L S/I C/I
a8 72
84 0.68 0.78 0.97
36 0.33 0.44 0.48
18 7.65 10.00 11.352
11 1.84 280 272
04 0.82 0.94 1.38
28 | 2.38 3.22 4.48
83 0.59 0.79 0.85
85 14.38 18.58 22.32
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paredes celulares, ocorre paralelamente um aumento de galactose,
manose e ramnose. Esta alteragdo dos acucares neutros poderia
também contribuir para a resisténcia da parede celular &s enzimas
fungicas devido a alteracfio da especificidade da reagfo enzima-
substrato ou por alterag¢#o do meio ambiente do patégeno, conforme
verificado por STROBEL (1863); NEVINS et alii (1967); REESE
et alii (1968) e ENGLISH & ALBERSHEIM (1969).

A influéncia da alterag#io do meio ambiente do patégeno na
sua patogenicidade foi demonstrada por MOLINE & GROSS (1884) que
estudando o crescimento de 5 fungos patogénicos em
monossacarideos liberados da parede celular, verificaram que o
crescimento dos fungos foi estimulado pela glicose ou pela sua
combina¢®o com os outros monossacarideos, e que a germinag#o de
Monilinea fructicola foi completamente inibida por 5 e 50 uM de
galactose e o0 crescimento das colfnias inibido por acido
galacturdnico e xilose. Portanto existem difereng¢as na habilidade
dos fungos patogénicos em utilizar os monossacarideos liberados
da parede celular como fonte de carbono pars seu crescimento.

0 fungo Monilinea fructicola, produz pectinases que atuam
nas substf&ncias pécticas da parede celular, diminuindo a forga
coesiva da mesma, sendo que, o aumento dos ag¢licares neutros
galactose, manose e ramnose nos tecidos do pessego 'Biunti’
injuriados e curados, provavelmente & uma resposta da célula a
injuaria com o intuito de fortalecer o substrato da ag#o das
enzimas fungicas.

Esta correlag#io foi observada no trabalho de GROSS (1884)
que trabalhando com fracionamento € caracteriza¢#io da parede

celular de tomate normal "Rutgers" e mutante ("rin" e “nor")
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observou gque a concentra¢fio do agicar neutro galactose influencia
na resisténcia dos frutos =a certas deterioragdes por
microrganismos pés-colheita. Pois a fruta mutante "rin" e “nor”
que ¢€é caracterizada pela inabilidade de amadurecer ou amaciar
lentamente e por ser menos susceptivel a certas deterioragdes
p6s-colheita do que a fruta normal, durante o amadurecimento,

perdeu respectivamente 43% e 22% dos seus residuos de galactose,

enquanto, &a fruta normal perdeu 71%.

McFEETERS & LOVDAL (1887), também demonstraram que a
concentragio dos agicares neutros da parede celular do pepino
influencia nas suas propriedades fisicas. A concentragfo dos
agicares da parede celular do pepino foi mais alta no tecido da
casca (4 a 5 vezes) do que no tecido do mesocarpo e endocarpo.
Portanto, esta alta concentrag#io pode ser um importante fator na
determina¢#io da propriedade de barreira no tecido do pepino,
podendo ter um grande significado na prote¢#io do pepino intacto
contra as enzimas fungicas. Também foi observado uma correlag#io
positiva entre a concentrag#o total dos agucares neutros da
parede celular e a textura do tecido, indicando uma contribuigdio
da concentragfio dos saglcares neutros para as propriedades
fisicas.

A auséncia de lignina no tecido de pé&ssego ‘Biuti’' injuriado
mecanicamente. foi compativel com a8 composig8o dos aglcares
neutros, de acordo com o trabalho de WALDRON & SELVENDRAN

(19980) que estudando a composig#io da parede celular de
diferentes tecidos de aspargo, observaram que tecidos lignificados

como elementos do xilema e células esclerénquimas apresentaranm
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altos niveis de xilose e glicose. Entretanto os teores de xilose
e glicose ndo variaram no tecido de péssego ferido mecanicamente
e armazenado em relagdo ao tecido integro.

Se a planta proporciona ao patégeno uma mistura de aglicares
ou polissacarideos os quais alteram gqualitativa e
gquantitativamente a produg¢do de enzimas degradantes dos
polissacarideos do hospedeiro, 1isto poderé resultar num
desenvolvimento abortivo do patogeno, podendo assim tornar a

planta resistente ao mesmo.
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Figura 7 Histograma dos acicares neutros em discos de pessego "Biuti,
injuriados mecanicamente ou ndo, apds 0, 24, 48 e 72 horas de
cura. (* diferente por Tukey 5 %).
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CONCLUSOES .

Houve acumulo de fendlicos apds 24 horas nas paredes das
células ao redor da injuria.

N&o foi observado acumulo de lignina ou suberina nas paredes
celulares injuriadas.

0 fungo estimulou uma maior produc#o de fendélicos nas paredes
das células injuriadas. N#o houve deposig#io de 1lignina ou
suberina.

N#o se verificou resisténcia da cultivar "Biuti"” ao fungo
Monilinea fruotiocola.

A alterac#o dos agucares neutros, galactose, ramnose ¢
manose, da parede celular, em 72 horas de cura de ferida, foi

coincidente com o maior actimulo de fendédlicos.
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6. RESUMO

Objetivou-se jidentificar o grau de resisténcia pés-colheita
dos frutos de pessegueiro (Prunua persiea, L.) cv. ’‘Biuti’, a
podriddc parda, causada pelo fungo Monilinea fruaticola,
utilizando-se métodos histoquimicos (identificac#io de fenélicos,
suberina e lignina) e quimicos (agucares neutros determinados
por cromatografia gas-liquido). Os pessegos foram injuriados
assepticamente, com auxilio de estilete e submetidos ao processo
de cura de ferimento por 24, 48 e 72 horas & temperatura de 2000
e umidade relativa do ar entre 75-80%. Posteriormente, foram
inoculados no local do ferimento, com uma suspensiio de esporos
(500 esporos/ml) do patdégeno e armazenados nas mesmas condigles.

Foram realizadas contagens dos frutos com desenvolvimento de
lesdes. Apés 0O, 24, 48 e 72 horas de cura de ferimento, retirou-
se os discos de tecidos ao redor das injurias para os ensaios
hitoguimicos nas paredes das células adjacentes & injuria e para

a determinag#io dos agucares neutros isolados da parede celular.

Nos frutos feridos e inoculados os discos foram retirades apés
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24, 48 e 72 horas de cura 1 e 2 dias ap6s a inoculagdo.

Os resultados demonstraram acumulo de compostos fendlicos,

mas n#o de compostos tipo lignina ou suberina, principalmente
apés 48 e 72 horas de cura, sendo este intensificado na presenga
do fungo. Em relag#o aos aglicares neutros, houve predomin@ncisa
da arabinose, seguida da galactose e xilose. No tecido injuriado
houve saumento da galsctose, manose e ramnose ap6s 72 horas de

cura. Nas condi¢¥es realizadas n#o se verificou resisténcia da

cultivar ‘Biuti’ ao fungo Monilinea fruoticola
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7. SUMHARY

Post-harvest of peach fruit: Resistance mechanism against the

fungus Monllinea fructicola

The aim of this research was to verify the post harvest
resistance level of the peach fruit (Prunus persica, L) cv.

‘Biuti’, brownist rottenness, caused by Monillinea £rupticola,
using histochemical (identification of phenolic, suberine and
lignin) and chemical methods (neutral sugar determination by
liquid gas chromatography). Peaches were mechanically pinched
asseptically, with a special pin and left for healing for 24, 48
and 72 hours at 2DOC temperature and 75-80% relative humidity
(RH).

After healing, the fruits were inoculated at injury site,

with spores of Monilinea fructicola (500 spores/ml) and held in

the same conditions. Fruits that developed lesions were counted.
Discs were taken from wounded tissues without inoculation

at, O, 24, 48 and 72 hours after healing and histochemical and

chemical assays were perfomed. In case of the fruits mechanically
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pinched and inoculsted, the discs were withdrawn at 24, 48 and 72
hours after healing, 1 and 2 days after inoculation.

Results showed accumulation of phenolic compounds, but not
the kind 1lignin or suberine compounds, mainly after 48 and 72
hours of healing, thus being intensified in the presence of the
fungus. About the neutral sugars, there was predominance of the
arabinose, followed by galactose and xilose. The mechanical
injury increased the galactose, manose and rhamnose levels after

72 hours of healing. I any was not detected resistence of the

cv. ‘Biuti® to the fungus Monilinea fructicola in the research.
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Quadro 1. AnAlise de varifncia para ramnose, estudando o efeito

dos tempos de cura em tecidos de pessego cultivar

‘Biuti’.
Csausas de
GL QM e significancia

variaegdo

Injuria 01 0,0074
Inj x tempo 03 0,0354 x
Tempo (03) 0,0382 x
A

1
R. linear 01 0,0107
R. Quadratica 01 0,0003
R. cibica 01 0,0202
Tempo (03)
A .

2

R. linear 01 0,0187
R. quadrética 01 0,1728 *xx
R. cibica 01 0,0002
Residuo 18 0,0092
CV (%) 12,23
A - Frutos sem injuria mecf@nica

1
A - Frutos com injuria mecfinica

2

¥ gignificativo ao nivel de 5% pelo teste F

¥k gsignificativo ao nivel de 1% pelo teste F..
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Quadro 2. Analise de varisncia para fucose, estudando o efeito
dos tempos de cura em tecidos de péssego cultivar

‘Biuti”.

S D D G . I I W G A KD D L GE G e — — ————————— ——— - — - - I} Wi B W S D Swe W S - —

Causas de
GL QM e significAncia
variagdo
Injuria 01 0,0048
Inj x tempo 03 0,0030
Tempo (03) 0,0151 *
R. linear 01 0, 0003
R. Quadratica 01 0,0254 *x
R. cubica 01 0,01988 *xx
Residuo 186 0,0021
ov (xy 10,88 T

D W D W e n - S WS D WEP TED s M8 G dhe G G G G M A D SN S e - i Ght Gt —— - — G - D . = G G SN S S e

* gignificativo ao nivel de 5% pelo teste F

¥k significativo ao nivel de 1% pelo teste F.



Quadro 3. Analise de varifncia para
efeito dos tempos

cultivar ‘Biuti’.

Causas de

GL
variagéo
Injaria 01
Inj x tempo 03
Tempo (03)
R. linear 01
R. Quadratica 01
R. cubica 01
Residuo 16
o 15,74

85

arabinose, estudando o

de cura em tecidos de péssegdo

0,0002
2,1115
10,0368 *
0,4048
12,1410 *
17,5644 *x*
2,3844

¥ significativo ao nivel de 5% pelo teste F

*¥% significativo ao nivel de 1% pelo teste F.
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Quadro 4. Analise de variancia para xilose, estudando o efeito

dos tempos de cura em tecidos de péssego cultivar

‘Biunti’.

Causas de
GL QM e significéncia

variagdo
Injuria 01 0,0051
Inj x tempo 03 0,0744
Tempo (03) 0,5557 x
R. linear 01 0,1505
R. Quadréatica 01 1,2015 %%k
R. cubica 01 0,3152
Residuo 16 00,1075
CV (%) 13,44

¥ significativo ao nivel de 5% pelo teste F

*% significativo ao nivel de 1% pelo teste F.
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Quadro 5. Andlise de varifincia para manose, estudando o efeito

dos tempos de cura em tecidos de péssego cultivar

"Biuti®.
Causas de
GL QM e signific&ncia

variacé#o

Injuaria 01 0,4030 *xk
Inj x tempo 03 0,1746 *x%
Tempo (03) 0,0887 x
A

1
R. linear 01 0,0602
R. Quadréatica 01 00,0008

R. cubica 01 0,0807
Tempo (03)
& =

2

R. linear 01 0,0040

R. quadréatica 01 0,8030 *xxk
R. cubica 01 0,0714
Residuo 16 0,0284
CY (%) 16,786
A - Frutos sem injurias mecfnica

1
A - Frutos com injurias mec8nica

2

¥ significativo ao nivel de 5% pelo teste F

¥k significativo ao nivel de 1% pelo teste F..
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Quadro 6. An&lise de varifincia para galactose, estudando o efeito

dos

‘Biuti®.

de cura em tecidos de

péssedo cultivar

Ceusas de

0,0385

0,8856

1,137

XK

L33

KK

HK

kK

GL
variag#o
Injuria 01
Inj x tempo 03
Tempo (03)
A
1
R. linear 01
R. Quadréatica 01
R. cubica 01
Tempo (03)
A .
2
R. linear 01
R. quadraticsa 01
R. cubica 01
Residuo 16
CV (%) 11,43
A - Frutos sem injuria mecfnica
1
A - Frutos com inJjuria mecfnica
2

¥ significativo ao nivel de 5% pelo teste F

% significativo ao nivel de 1% pelo teste F..
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Quadro 7. Analise de variancia para glicose, estudando o efeito
dos tempos de cura em tecidos de péssego cultivar
‘Biuti®.

Causas de

GL QM e significéncia
variag#o
Injuria 01 0,0210
Inj x tempo 03 00,0426
Tempo (03) 0,1994 x
R. linear 01 0,2850 *x
R. Quadréatica 01 0,3015 *x
R. cubica 01 0,0017
Residuo 16 0,0158
oo 1a2

¥ significativo ao nivel de 5% pelo teste F

%% significativo ao nivel de 1% pelo teste F.



QUADRO 8.

Andlise de varifincia paras porcentagem de

desenvolveram

de cura.

doenga,

inoculados

com

100

que

Monilinea

Eructicols apés injuria seguida de diferentes tempos

S S e T G G G ———— T ) TE W e W G - ———————— D WP S VD U WD S D G G N D - ———— = W = . ————un

Causas de
variag#o

D D i G G —— D P R G ——— - ——— - ———— P I . G . D - G e G S WS NS W WP - " e e wwn S ——

11542,98544 *x
1706,7861 xx
1430, 1107 *x
4533,6594 *xx

33,3482
0,0000
80,2087

e VD G G D G - = ——— S D D D D D 0 b - —— D G G — —————— — " ED T e - - ML D G G S e we G =

%% Significativo ao nivel de 1% pelo teste F




VTABELA 1. Porcentagem média dos teores dos sagucares neutros

tecidos de péssego ‘Biuti’

por diferentes tempos, a 200C e 75% UR

101

nos

injuriados ou n#o e curados

T D S mn s G G D P T G GBS S e - G b > - ——————— S N D W D W D G D WP S D e Gl = G - A D - ——

D A ED SIS MR G S S G D MR Wb S G i —— . D GUD b Wi > - G — T Y — S W8 S0 WM WA W G A et IO Gmb G IS M G W G G D . G -

Agucares

neutros

Rhamnose A 0.
B 0

Fucose A 0.
B o

Arabinose A 10.
B g

Xilose A 2.
B 2

Manose A 0.
B 1

Galactose A 3.
B 4

Glicose A 1.
B 1

43a

.48a

85a

.71a

87a

.77a

83b

.37a

B5a

.08a

0.70a
0.67a

0.39s
0.46a

10.21a
10.44a

2.53a
2.28a

0.76a
1.04a

2.50b
4.17a

2.11a
1.94a

1,04a
0.82a

10.
11.

008
52a

.50a
.72a

.84b
.38a

.22b
.48a

T SR AR Am S S S SR e . S R e e S - 0 - ——— " ——————— - e e =l T PG S=b S G M e M G G G - ——— -

A = Frutos sem injtiria

B = Frutos injuriados

X = Para cada coluna dados

diferenca estatistica significativa pelo teste de

seguidos da mesma

nivel de 5% de probabilidade.

letra n#o possuem

Tukey

ao
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TABELA 2. Porcentagem média de frutos de pessego ‘Biuti’

infectados com Monilinea fruoctigceola apés diferentes
o
tempos de cura de ferimento & 20 C e 75-80% UR.

Tempo Armazenamento Dias
Cara Ty z || s
Controle 93.33a  100a  100a
24 51 11b 83.33a 100a
48 33.33b 97.778a 100a
72 0 c 93.33a 100a

X = Para cada coluna dados seguidos da mesma letra n#8o possuem
diferenga estatistica significativa pelo teste de Tukey ao

nivel de 5% de probabilidade.





