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1. INTRODUCAO

A laranja “Valencia®, Citrus sinensis L Osbeck, per-
tence ao grupo de maior impbrténcia entre os frutos citricos, as
laranjas doces, GOMES (38). E uma das variedades mais cultivadas
e de grande interesse comercial na maioria dos paises produtores,
correspondendo a 50% do total de laranjas produzidas nos Estados
Unidos, FAJAC (30). No Brasil, devido as suas caracteristicas de
boa produtividade e tamanho dos frutos, encontra-se em constante
expansdo. A maior parte da producdo concentra-se no Estado de
Sd@o Paulo que, até 1988, participava com 82% do total ce caixas
de laranqas colhidas no pais, seguido dos Estados de Sergipe e
Rio de Janeiro, BEHR & FAIRCHILD (86) e FUNDACAO GETULIO VARGAS
(34) .Apesar das condigdes favordveis de cultivo e da grande
produtividade obtida, a preparacdo dos frutos para o mercado de
consumo ao natural é rudimentar na sua maior parte. A quase
totalidade dos frutos € destinada a industria de sucos

concentrados, havendo um pequeno numero de centrais de embalagens

para citricos no pais.



Nessas condigBes, a falta de cuidados especificos, em
relacag 3 colheita, transporte e armazenamento, pode acarretar
uma série de danos aos frutos, prejudicando sua qualidade. Inju-
rias superficiais, muitas vezes imperceptiveis logo apdés a co-
lheita, desenvolvem cicatrizes como resultado da prerda de umidade
nc local do ferimento, reduzindo a aparéncia dos frutos podendo
torna-los inaceitdveis no mercado, GOLOMB et alii (37). A ocor-
réncia de injuaria também é responsavel pela exposic8o dos frutos
a diversas podridd&es pos-colheita, entre as quais se sobressaem o
mofo verde e o mofo azul, causados pelo Penicillium digitatum e
Penicillium Aitalicum, respectivamente. No Brasil, ambos trazem
imensos prejuizos, que se tornam maiores porque predispdem o
mercado externo contra o produto nacional, GALLI (36).

O estudo dos mecanismos envolvidos no processo de cura
de ferimento e resisténcia é essencial para o controle de varias
doencas pds-colheita. E através de seu conhecimento, que técnicas
especificas podem ser desenvolvidas, visando a diminuic8o das
perdas. melhoria da gualidade, queda nos custos de producdo e
aumento da disponibilidade de frutos comercializdveis.

Assim sendo, o presente trabalho tem como objetivo
geral, tendo-se em mente o controle do mofo verde dos citros,
determinar se a temperatura e o tempo de cura de ferimento
influenciam no processo de resisténcia dos frutos ao Penicillium
digitatum, estimulando alteracées biogquimicas e histoquimicas de
laranja “Valencia“® injuriada mecanicamente.

Como objetivos especificos deste trabalho, foram

propostos: 1 - verificar o efeito do tempo de cura de ferimento e



da temperatura no desenvolvimento de resisténcia dos tecidos ao
atague do Penicillium digitatum durante o armazenamento dos
frutos.

- 2 - Quantificar a perda de peso dos frutos,
relacionando-a com a aparéncia durante o armazenamento.

- 3 - Determinar a atividade da Fenilalanina aménia
llase em resposta a3 cura de ferimento.

- 4 - Avaliar, por meios histoquimicos, as respostas

morfo-anatomicas e metabdlicas dos tecidos no processo de cura de

ferimento.



2_.REVISAO DE LITERATURA

'Hortalioas e frutos frescos s8o, geralmente, produzi-
dos em areas distantes dos grandes centros populacionais e, em
alguns casos, a maturidade e a época de maior demanda do pProduto
sdo divergentes. Tais circunstédncias podem implicar um periodo de
vdrios dias, semanas ou até meses de armazenamento e transporte
antes que o produto atinja o consumidor, ECKERT (27). Durante
esse periodo, cuidados na manipulacdo, controle de temperatura e
umidads, entre outros procedimentos. s@o basicamente necessarios
para que nao ocorram perdas substanciais devidas ao ataque por

fungoe e bactérias.

Os frutos maduros s&o susceptiveis ao ataque por uma
variedade de microrganismos aos quais foram resistentes durante
seu periodo de desenvolvimento na planta. 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 enzimdtica que possibilitam
0 seu desenvolvimento extensivo nos tecidos do hospedeiro, FRI-

END(33). 8S#o patégenos tipicos desse grupo Monilinia fructicols
que causa podridd@o marrom em péssegos, cerejas, macds e peras,
ndo produzindo a doenca em frutos tropicais. Ainda nesse grupo
podem ser citados Penicillium digitatum e P, italicum que causam
doengas pds-colheita em frutos citricos, enquanto o Penicillium
eXpansum, € um sério patdégeno de macds e peras, e ndo ataca os
frutos citricos, ECKERT (27).

Algumas das mais devastadoras doencas pds colheita se
desenvolvem a partir de infecgdes iniciadas por injurias mecani-
cas e fisioldgicas na sﬁperficie do fruto, ECKERT (28).

Em frutos citricos, niveis de podrid&o de 40% a 50% ou
mais, podem ocorrer duas a trés semanas apds a colheita em cir-
cunstancias extremas, sem o emprego da medidas necessarias de
controle. Todos os custos de produg8io, colheita, embalagem e
transporte s8o perdidos qQuando as podrid&es ocorrem a nivel de
mercado consumidor, BROWN (14).

0 mofo verde, causado por Penicillium digitatum Sacc é
uma das principais doengas pés-colheita dos frutos citricos,
BROWN (11). O fungo se desenvolve apenas a partir de injarias na
casca, sendo qQue, pequenos ferimentos, envolvendo pequenas glén-
dulas de dleo, sfo suficientes para levar & infeccfo, BROWN (14).

A doenga causa caracteristicamente uma podridido mole,
aquosa, que se inicia em qgualguer parte da superficie do fruto
afetado e se desenvolve rapidamente, envolvendo o fruto por

completo. O tecido, recoberto por crescimento e frutificacdo,



apresenta revestimento de cor verde oliva circundado por uma
faixa de crescimento branca, relativamente larga e, separada do
tecido sadio, por uma estreita faixa de tecido encharcado. O
fungo apresenta micélio inter e intracelular, ramificacfio hialina
com enzimas capazes de dissolver a lamela média no tecido do
hospedeiro. Produz enorme quantidade de conidios unicelulares
esféricos, catenulados, na extremidade de ramificacdes de conidi-
6foros tipicos do género. Ascosporos s8&o produzidos muito rara-
mente na natureza, & partir de esclerédios, GALLI (36) e KLOTZ
(53).

Um maior cuidado com a manipulag8o na operacfio durante
e ap6és a colheita, com o objetivo de reduzir injurias mecénicas,
também reduz as perdas devido a infec¢8o. Tais medidas, associa-
das & condigBes ideais de temperatura e umidade relativa, podem
prolongar a vida pdés colheita dos frutos cerca de duas a tres
semanas, dependendo da cultivar,CITROGRAPH (22).

Em alguns paises, a incidéncia do mofo-verde tem
decrescido devido a condig¢Bes utilizadas no processo de desver-
decimento. Essa prdatica consiste em expor o8 frutos citricos ao
etileno, sob temperaturas em torno de 30°C e umidade relativa na
. faixa de 90-96% por 60 a 72 horas, objetivando degradar a cloro-
fila da casca, para o aparecimento dos pigmentos flavonéides e
carotendides.

As altas temperaturas e umidades relativas utilizadas
nas céamaras de desverdecimento, favorecem a cura a qualquer
injuiria superficial do flavedo (exocarpo), BROWN & BARMORE (17).
O fungo cresce lentamente sob alta temperatura e torna-se incapaz

de penetrar em injurias, apbés estas serem curadas, formando uma



barreira 4 infeegao, BROWN (14).
Através dessa prdtica, é posaivel prover ao merecado
frutos sem o uso de fungicidas pds-colheita, reduzindo os oustos

de produplio e facilitando a comercializaglio do produte noe

mercados interno e externo,CITROGRAPH (22).

2.1.Resisténcia de diferentes estruturas vegetais a

organiemos patogénicos na fase pés-colheita.

Para que se possa aprimorar as técnicas no controle
das podridSes pés-colheita é necessdrio que se compreenda n&o
apenas o0 comportamento do patdgeno, mas sua interac8io com a
planta hospedeira e o tipo de mecanismo de resisténcia do vegetal
envolvido, BOSTOCK & STERMER (9).

A resisténcia de plantas e patégenos é bem mais comum
Que a susceptibilidade, aparentando todas as plantas possuirem um
mecanismo de resisténcia que as protege do ataque por varios
microrganismos, ECKERT (27). Essa é, presumivelmente, a razo
pela qual os patégenos possuem relativamente uma drea restrita de
agdo.

Investigagcdes sobre mecanismos de resisténcia a doen-
¢as demonstraram que os mesmos podem ser divididos em duas cate-
gorias. A primeira inclui a produgfio, pelo vegetal, de substinci-
as antimicrobianas e substincias inibidoras da sintese de enzi-
mas degradantes da parede celular produzida pelos patédgenos.

Essas substéncias est3o presentes nas plantas, antes da

inoculac8o, nos dois estados: livres ou combinadas. A outra estad



relacionada com a sintese, pelo vegetal, de substéncias antimi-
crobianas a infecolo pelo patégeno ou modificagdes quimicas nas
suas células de forma que o ataque fingico seja restrito ao menor

espago de tempo possivel, FRIEND (33).

2.1.1. Hipersensibilidade

Un dos mais amplamente observados e, talvez, um dos
mais importantes mecanismos de defesa nos vegetais é a chamada
respoata hipersensitiva de resisténcia, na qual um pequeno numero
de células morre guando o vegetal é exposto & raca de mecanismos
n8o patogénicos ou, a uma ragca patogénica a qual seja resistente,
DARVILL & ALBERSHEIN (24). A morte do fungo seria, ent8io, causada
pela restrigéo do suprimento de nutrientes e também pela
produclio de metabélitos fungitéxicos, FRIEND (32).

DAYKIN & MILHOLAND (25), comparando a reacdio de duas
cultivares de uvas a Colletotrichum gloeosporioides, observaram
que, na cultivar Pride, resistente, ocorria uma forte reacédo
necrdotica no local de penetragdo do fungo, ndo havendo uma
subsequente divis3o celular nas camadas adjacentes ao sitio de
infecg8o. No entanto, essa divisdo celular, era observada na
cultivar Carlos, susceptivel.

HEATH (43), apds estudos sobre a resisténcia de grami-
neas & ferrugem, concluiu que esse ¢ um fenémeno complexo, e que
a hipersensibilidade, nesse caso especifico, pode funcionar com
um fator primdrio na restricdo do crescimento fingico, ou ser

apenas um produto resultante de varias interac8es preliminares



entre a planta e seu patégeno potencial.
MOERCHBACHER et alii (85) observaram que as células
mortas estimulavam a lignificag8o em hastes de trigo, s=ndo

possivelmente as responsdveis por sua resisténcia a ferrugem.

2.1.2. Producdo de componentes antimicrobianos

especificos ou fitoalexinas.

Fitoalexinas sfilo componentes antimicrobianos de baixo
peso molecular, gue s8o sintetizados e acumulados em vegetais a
partir de sua exposicdo a microrganismos e outros agentes. 0 fato
de as fitoalexinas n8o estarem presentes em plantas sadias e se
acumularem no local de infecgdo microbiana pode indicar sua
relac8oc com a funcfio de defesa do organismo vegetal, DARVILL &
ALBERSHEIN (24). Por exemplo KUC (57), observou que cenouras
produziram isocoumarina e &cido clorogénico em resposta ao ataque
C. fimbriata. Relatou também que as duas fitoalexinas em
combinacdo, eram mais efetivas que cada uma delas isoladamente
(efeito sinergistico).
" A quantidade de fitoalexinas acumuladas em diferentes
plantas é altamente varidvel e depende do estado fisiolégico do
vegetal, das combinac8es ambientais, do patégeno e da capacidade

genética da planta em responder ao estimulo, DARVILL & ALBERSHEIN
(24).



2.1.3. Formac8o de periderme em ferimento, relaci-

onada a resisténcia a doencas.

A periderme em dreas de tecido com ferimento tem sido
tradicionalmente considerada um mecanismo de defesa passivo. As
barreiras tém uma func@o restritiva ao patégeno. Porém, os even-
tos que ocorrem como parte desse processo possuem um significan-
te papel na defesa do vegetal, BOSTOCK & STERMER (9).

Estudos, .sobre a formag3o de 1lignina e suberina,
sugerem que hd varios caminhos pelos quais esses polimeros podem
interferir no ingresso de‘patégenos em tecidos vegetais, RIDE
(72) e VANCE et alii (83). Se, por um lado, a barreira funciona
como impedimento para perda de nutrientes das plantas e evita a
entrada de componentes téxicos do microrganismo, funciona também
como local para concentraclo de fitoalexinas e outros componen-
tes antibidéticos, HAMMERSCHIMIDT & KUC (42). Precursores fendli-
cos da lignina, particularmente os aldeidos cinamicos e radicais
livres, gerados durante a polimerizag¢do, possuem também atividade
antibidtica. Nesse contexto, eventos induzidos rela injuria podem
ser considerados como uma resposta ativa da planta, devendo ser

analisados em todas as etapas.

10



2.1.3.1. Atividade»da Fenilalanina Amdnialia-

s5e

O metabolismo de fenilpropandides & importante sob os
varios aspectos da fisiologia pds colheita de frutos e hortali-
cas. Esses componentes contribuem na cor, textura e "flavor" de
-drios vegetais e atuam na resposta a estresses e danos mecéni-
cos. S80 sintetizados a partir do aminoacido aromatico fenilala-
nina, RHODES (72).

Estimulos causados por injurias mecadnicas também
afetam o metabolismo fenilpropandide do tecido vegetal. A
ativac8o dessa via metabdlica em vegetais doentes tem sido asso-
ciadas aos mecanismos de resisténcia do hospedeiro ao patdgeno.
Normalmente, esse metabolismo conduz & formac8o de dcido cinami-
co, que € precursor de inAGmeros compostos encontrados
naturalmente no tecido vegetal como lignina e flavondides,
LEGRAND (59).

A reacdo de desaminagdo da L-fenilalanina para
producdo de &dcido transcindmico e aménia e catalizada pela feni-
lalanina ambnia-liase (FAL), ROUBELAKIS-ANGELAKIS & KLIEWER (78)
e RHODES (72). Essa enzima é a mais estudada relativa ao metabo-
lismo secunddrio das plantas. Um dos motivos dessa atengao pelos
pesquisadores € gue, em um dado tecido, os niveis da enzima podem
variar significativamente em intervalos de tempo relativamente
curtos, CAMM & TOWERS (20), HABEREDER et alii (40) e BORCHERT
(8).

11



O controle da lignificac8o ou sintese de flavonéides
pode ser afetado pela regulac8io dos niveis de producdo da FAL, ou
de fenilalanina ou de ambos. Sendo o &cido cinémico o primeiro
componente responedvel estritamente pela biossintese de moléculas
como flavondéides, € de se esperar que a FAL possua propriedades
reguladoras. Uma confirmac8o da atuacdo da FAL, no controle do
metabolismo de compostos fenélicos em vegetais pode ser obtida
com o emprego de tratamentos que estimulam a atividade da enzima.
Se a FAL é realmente um fator limitante na biossintese dos com-
postos fenélicos, aumentos na concentragclio enzimatica devem
também ser acompanhados de eleva¢cBes nos niveis de compostos
fendlicos, CAMM & TOWERS (Zb). Aumentos concomitantes nos niveis
da FAL e compostos fen6licos tém sido observados em muitas plan-
tas e tecidos vegetais, (12, 40, 45 e 48).

O processo de desverdecimento em citricos, envolvendo
alta umidade relativa e temperatura em torno de 30°C, provoca um

rédpido aumento dos compostos fendlicos,ISMAIL & BROWN (48). ©
estimulo da atividade da FAL em frutos citricos pode ser induzido
por ferimentos, ISMAIL & BROWN (49), aplicac8o de etileno, RIOV
et alii (76) e radiagcdo RIOV et alii (75). ISMAIL & BROWN (49)
observaram que, em tecidos intactos de laranja “Valencia® nao
ocorriam mudancas na atividade da FAL, enquanto, nos tecidos
injuriados, a atividade da enzima manteve-se em elevacdo durante
as 72 horas seguidas & injuria, nas quais a enzima foi doseada.

RIOV et alii (76), estudando a influéncia do etileno
exégeno na atividade da FAL em casca de pomelos, observaram que

o didxido de carbono e a cicloheximida inibiam a produc8io de
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etileno e a atividade da FAL nos discos de tecidos. A acg8o inibi-

téria de ambos foi atribuida ao efeito regulador do etileno

endégeno na sintese de novo de proteinas.

Em pomelos injufiados, a inoculac8o de patégenos, nos
frutos tratados com etileno provoca uma inibic8o na atividade da
FAL, LISKER et alii (64). Os mesmos resultados foram observados
em laranjas inoculadas com P, digitatum, ISMAIL & BROWN (49).
Tais resultados podem ser atribuidos ao fato de que a injuria
mecdnica destrdi apenas uma pequena parte das células, permi-
tindo que as células vivas adjacentes tenham um aumento na
atividade da FAL. A injuria promovida pror fungos, por outro
lado, necrosa um maior pumero de células no tecido. Outro ponto a
ser observado é gque o etileno produzido durante a interacéao
parasita-hospedeiro 86 atinge niveis que possam induzir a ativi-
dade da FAL, apenas quando a maior parte do fruto estid infectada
pelo fungo, RIOV et alii (78). Portanto, nesse caso, o etileno
provoca muito pouco, ou nenhum efeito na indug&o da enzima.

Un aumento na atividade da FAL foi observado apos
injaria em folhas de trigo, RIDE (72). Também foram observados
aumentos nos residuos de dcido p-coumédrico e lignificacgédo.

Em citricos, o aumento da atividade da FAL é
provalvemente responsavel pela lignificac8o e aumento nos niveis

de compostos fendlicos livres no flavedo injuriado, BROWN &

BARMORE (186).
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2.1.3.2. Alteracdes na Parede Celular

Existem varias evidéncias histolégicas e
ultraestruturais na literatura, citando modificactes na parede
celular que ocorrem apéds injuria e/ou infecc8o, e que provavel-
mente devem ser responsdveis pela resisténcia. Diferentes tipos
de alteracdes das paredes celulares tém sido observadas em plan-
cas injuriadas. Dentre as mais estudadas, encontram-se a
deposic8ic de calose, o acumulo de calcio ou silicone, a
suberizac3o, a impregnacio das paredes com fendis e acidos fend-
licos e a lignificacso. .

A calose, um B(1-3) glucana, & aparentemente o prin-
cipal componente da papila. A papila, também chamada calosidade
ou calos é um tipo de deposicdo de substancias na parede celular
que se dd em resposta & infeccdo, AIST (1). WHEELER (88), sugeriu
que essas estruturas restringem o movimento das moléculas e,
portanto, previnem a perda excessiva de ions da célula danifica-
da, ou o movimento de materiais téxicos dentro delas. Em mamBes
foram observadas deposic&o de calose e proliferacdo celular nas
camadas abaixo do apressério latente de Collectotrichum
gloeosporioides, STANGHELLINI & ARAGAKI (80). Em frutos citricos
a deposiglio de calose nd@o foi observada, BROWN (13).

O acumulo de cdlcio e outros ions pode ocorrer em
algumas infec¢des. BATEMAN (4) observou o acumulo de cdlcio em
infecgc8io causada por Rhizoctonia em hipocétilo de feijdo. A
malor concentraclio de ions pode tornar o pectato mais resistente

4 degradac8o enzimatica. Da mesma forma., o silicone pode aumentar
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a resisténcia fisica da parede celular e da éapila. RIDE (72).

A cutina é um polimero estrutural componente da cutri-
cula vegetal gue é a barreira mais externa da planta. Sua Tuncio
é cruéial na interacdo entre a planta e seu ambiente, incluindo a
interagdo com os patdgenos presentes no meio, KOLATTUKUDY (54).
Para invasdo do tecido os fungos utilizam a cutinase, enzima que
ten sido isolada em varios fungos patogénicos, LIN & KOLATTUKUDY
(82).

A suberina é um material polimérico insoluvel fixado
nas paredes celulares de peridermes, endodermes, incluindo a
formacdo de periderme de ferimento em partes aéreas de vegetais,
KOLATTUKUDY (54 e 55). éua producdo pode. em alguns casos, estar
relacionada com a resisténcia. Talboys, citado por RIDE (74)
sugeriu qQue a invasdo do sistema vascular de lupulo por Vertici-
1llium albo-atrum é grandemente reduzida pela suberizacio .das
paredes celulares da endoderme da raiz. CHAREST et alii (21),
estudando os mecanismos de resisténcia de tomate a Fusarium
oxvsporum, observaram uma leve tolerancia na cultivar susceptivel
Vendor. Essa resisténcia foi atribuida como possivel resultado da
presenca de substéncias suberizadas nas células corticais exter-
nas da raiz.

Investigagdes anteriores sobre patogénese ¢ simbiose
sugerem que ha uma associac8o entre a prresenca de componentes
téxicos e a extensfo do crescimento fiungico no tecido vegetal.
Brown, 1922 citado por VAN DER PLANK (82), estudando as substan-
cias presentes na cuticula de plantas, observou que algumas delas

inibiam a germinacdo dos esporos de fungos.
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Os componentee fenélicos, estag largamente distribui-
dos no reino vegetal. Em muitas plantas, ocorre uma acelerag8o na
biossintese de fenélicos apés a infecclio por patdgenos sendo, em
vérios casos, esee aumento mais acentuado em hospedeiros resis-
tentes, LEGRAND (58).

LE TORNEAU et alii (80 e 81), estudaram a eastrutura
Quimica, as@sociada a toxidez dos compostos fenélicos. Treze

fendis e doidos fendlicos e quatro quinonas feram investigadas,

usando-se observagles sobre o seu efeito no funge Varticillium
Albo=atrum. Das trds formas isoméricas dihidroxibenzeno, o cate-
col fol a mais inibitéria. A troca de um dos grupos hidroxila por
un grupo carboxila, no anel benzeno, reduziu a toxidez do cate-
col

Os taninos foram um dos primeiros componentes fendli-
cos a atrair a atencfo como substédncias envolvidas na protecdo de
plantas apds a infecg8o, LEGRAND (59). As corticas de muitas
plantas contém taninos e outros complexos de polifendis como o
pirocatecol, salicilina, saligenina e derivados do acido salici-
lico. que possuem atividade fungistatica.

A inoculac8o do fungo Phvtophthora parasitica em
tomateiros provocou o acumulo de substancias fendlicas nas varie-
dades mais resistentes, VERNENGHI & RAVISE (83). Observou-se que,
nas folhas, os elicitores fuingicos também estimularam a sintese
de fendlicos.

Os elicitores sdo fragmentos de esporos ou micélios de
fungos, esporos mortos, entre outros fatores bidticos ou abidti-
cos, cuja presenca estimula a sintese de compostos fendlicos e a

primeira enzima da rota do shiquimato num aumento de 2 a 3 vezes
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na atividade e, com um efeito marcante de 9 vezea, na atividade
da FAL, MoCUE et alii (64), HAHLBROCK et alii (41).

AMPOMAH & FRIEND (2) comparando a resposta de resis-
ténoia de duas oultivarses de batata: uma resistente e outra
susceptivel a Phytophthora infastans, observaram que o acumulo de
fondlicos era mais significativo que o actmulo de fitoalexinas na
cultivar resistente.

Em laranja “Valencia® injuriada e curada a 30°C e 96-
98X de umidade relativa, a concentraclio de fenélicos livres
dobrou no periodo de 48 horas, ISMAIL & BROWN (48). Jd nos frutos
mantidos sob a umidade relativa ambiente (55-75% U.R.), ocorreu
apenas um ligeiro aumento nos fendlicos livres.

BROWN & BARMORE (17) observaram que a resisténcia do
exocarpo injuriado de laranjas a P. digitatum era manifestada
pela restrig8o da hifa a superficie curada e/ou células adjacen-
tes. As células do exocarpo acumularam compostos fendlicos e
lignina a partir de 30 horas apés a ingjaria.

A exposicdo de laranja °Valencia® e °“Navel’ ao etile-
no, durante 2 a 6 dias, diminuiu a incidéncia do mofo azul,
causado por B, italicum. Essa resisténcia foi atribuida a sintese
de compostos fendélicos, que restringiram a drea de crescimento
fungico, EL-KAZZAZ et alii (29). O uso do etileno estimulou a
sintese de compostos fendlicos e lignina em tangerinas “Robin-

son”, BROWN & BARMORE (15). O exocarpo dos frutos tratados por 3

dias foi resistente a penetracfio por Collectotrichum gloeospo-
rioides.

A lignina é um dos mais importantes biopolimeros da



natureza e é resistente a degradacéo por varios microrganismos,
VANCE et alii (83).

A unidade bdsica das ligninas é o fenilpropandéide. Sé&o
formadas pela polimerizac8o oxidativa dos alcdois p-coumaril,
coniferil e sinapil. Dos resultados de experimentos nos quais a
L-fenilalanina radicativa e o dcido cinadmico foram testados como
precursores da lignina Brown et alii, citados por KOUKOL & CONN
(56), postularam que a L-fenilalanina se convertia em dcido
~indmico através de uma sequéncia de reaglesg, envolvendo
transaminacéo, reduc3o e desidratacfo.

A lignificac8o pnde ser induzida por varios elicito-
res, tais como fragm.otgs de micélios de fungos, pectinas, &cidos
poligalacturdnicos ou quitosanas. E formada comumente como res-
posta 3 penetraclo mierobiana e a injdGrias mecanicas.

A presenca de lignina e de substincias lignificantes,
bem como de altos graus de fendlicos e.de taninos, evidenciou a

ocorréncia de cura de ferimento em mac3s, LAKSHMINARAYANA et alii
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(58), tangerinas BROWN (12), laranjas BROWN et alii (18) e BROWN.

(18), pepinos, WALTER Jr. et alii (86), entre outros oérgéos
. vegetais, RITTINGER et alii (77). O actimulo dessas substéncias
ocorreu paralelamente ao aumento da resisténcia & infeccdo por
patégenos. Observa¢Ses histolégicas em tomates injuriados mos-

traram claramente uma lignificac8o dos tecidos cicatrizadoa do
ferimento sobre o pericarpo dos frutos, FLEURIET & DELOIRE (32).
Em limdes, as feridas inoculadas com Collectotrichum gloeaspori-

gides apresentaram maior produgdio de lignina, com maior acumule

do pelimero ne local de maior concentracSo de esporos do indcu-

lo, BAUDOIN & ECKERT (5).
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Segundo vAarios autores (7, 11, 12, 15 e 168), as res-
postas as injurias em frutos citricos, que est8oc relacionadas com
a resisténcia & doencas, incluem a deposicfo de lignina e a

producdo de felema e felogénio, assim como um aumento dos

fendlicos livres.



3.MATERIAL E MgTODOS

3.1. Procedéncia e Pré selec8o dos frutos

Os frutos da cultivar Valencia, Citrus sinensis L
Osbeck, utilizadas no presente trabalho foram obtidos no pomar da
Escola Superior de Agricultura de Lavras, ESAL Sul de Minas
Gerais. O municipio situa-se nas seguintes oordenadas: 21° 14°

08" S e 45° 00° 10°° W Gr, localizado a 918m de altitude.

3.2. Colheita e preparo das amostras.

Os frutos foram colhidos no ponto de maturidade
comercial e pré selecionados, considerando-se auséncia de inju-
rias visuais e infec¢8es, e uniformidade de tamanho e cor.

Apdés o acondicionamento em caixas plasticas com capa-
cidade para 150 frutos, estes foram transportados para o Labora-

tério de Bioquimica e Fisiologia Pés Colheita de Frutos e Horta-



licas do Departamento de Ciéncias dos Alimentos (DCA ESAL).

No laboratério, as laranjas foram selecionadas por
uniformidade de cor e tamanho, eliminando-se aquelas com injurias
mecdnicas. Apds a selecdo, os frutos foram imersos em solucdo de
hipoclorito de sédio a 1% por 3 minutos e secos em temperatura

ambiente.

3.3. Instalacd3o dos ensaios

Foram realizados trés ensaios, a saber:

No ensaio 1, conduzido para o estudo da resisténcia
dos frutos injuriados e curados, ao fungo Penicillium digitatum,
foram consideradas duas temperaturas de cura: a) temperatura
ambiente (20-25°C UR 85-92%) e b) 30°C e UR 90%, e 4 periodos de
tempo 0,24,48 e 72 horas, nos quais os frutos previamente feri-
dos (injuriados) foram curados. Postefiormente, os frutos foram
inoculados e armazenados sob temperaturas ambiente. Os frutos
foram avaliados de 4 em 4 dias por um periodo de 22 dias de
armazenamento.

O delineamento constituiu-se num fatorial 2x4 inteira-
mente casualizado com 4 repetigdes. A unidade experimental
constou de 9 frutos.

No ensaio 2, tendo como intuito avaliar a atividade
enzimdtica, foram considerados frutos injuriados e frutos néo
injuriados, submetidos a duas temperaturas de cura de (20 -25° e
30°C) em nove periodos de tempo, (0, 12,24, 38, 48, 80, 72, 84 e

86 horas) num fatorial de 2x2x9 em delineamento inteiramente
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casualizado, com 3 repeticGes. A unidade experimental constou de
5 frutos.

O ensaio 3,teve como objetivo avaliar a perda de peso
dos frutos através de monitoramento, utilizando-se frutos subme-
tidos aos mesmos procedimentos do ensaio 1, constituindo-se
exceto pela inoculagso, constituindo um fatorial de Zx2x4 num
delineamento experimental casualizado com trés repetigd®es. A
unidade experimental constou de 8 frutos.

Para os trés ensaios foram utilizados 1116 frutos.

3.4.Andlises fisicas, quimicas e fisico—guimicas dos

frutos gselecionados

Para carcterizac8o do estadioc de maturacdo, foram
utilizados frutos integros e sem injuria, nos quais foram reali-
zadas as seguintes determinacfes:

- Peso(g): obtido por gravimetria.

- Didmetro longitudinal e transversal: com auxilio do

paguimetro.

~ Forma: determinada através da relacdo entre os

didmetros transversal e longitudinal.

- Espessura da casca (mm): obtida por medida de diver-

808 pontos no frute cortado transversalmente, com-
putando-se a média das medicdes.

= Nimere de sementes: por contagem direta ne frute

eortade transversalmente.

= Rendimente em suee (ml/100g de frute): medida de
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volume de suco obtido com auxilio de extrator meca-
nico com cabeca rotativa, calculando-se o rendimen-
to em func&o do peso dos frutos.

pPH determinado eletrometricamente, no suco antes da
filtrac3o pelo método aconselhado segundo as normas
analiticas do INSTITUTO ADOLFO LUTZ (47).

Acidez Total Tituldvel (ATT): determinada por titu-
lometria em solucldo de NaOH, exXpressos os resultados
em percentagem de dcido citrico por 100 ml de suco,
de acordo com os métodos da AOAC (3).

S6lidos Soliveis Totais (SST): foram determinados
por refratometria a 20°C, conforme indicac&o da
AOAC (3).

Relacdo SST/ATT: obtida relacionando-se o teor de
S8T (g/100ml) com a ATT (expressa em percentagem de
dcido citrico).

Glicides: determinados quantativamente os glicides

redutores totais, expressos em percentagem de élico—
se e os glicides ndo redutores, expressos em per-
centagem de sacarose (apds inversdo acida da sacaro-
se), pelo método de SOMOGYI modificado por NELSON
(66).
Vitamina C total: determinada espectrofotometrica
mente, usando a 2,4 dinitrofenilhidrazina. Apdés a
oxidag8o do 4dcido ascérbico & dehidroascérbico a
determinagcdo foi feita a 52Z0nm, conforme técnica
descrita por BRUNE et alii (19). Os resultados

foram expressos em mg/100ml.
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TABELA 1 - Caracterizac8o da laranja “Valencia“ procedente de
Lavras, MG, colhida* no periodo de 26 de setembro
a 05 de outubro de 1989.

————.__——.--_—....—_—._-......-.._--.-—-——-——-...———_.._——.—...—...—.-.--—--—-...——-.—..———-—.—.-—--—_.——.-.-.-..

.__.-.-——.—.——..———.-._.—-.—.-————_—....—_.-—___—._.-___..-—-.—-..-__—........—...—-..————-..—._...—...._—...—

Peso do fruto (g) 148,86
Didmetro longitudinal (cm) 6,61
Didmetro transversal (em) 6,64
Espessura da casca (cm) 0,453
Nimero de sementes/fruto ‘ . 5,0
Rendimento em suco (ml/100g) 46,9
pH do suco 3,37
Acidez total titulavel (% ac. citrico) 1,48
Sélidos soluveis totais (g/100ml de suco) 13,2
SST/ATT 8,9
Vitamina C total (mg/100ml de suco) 65,5
Glicides redutores (% de glicose) 4,90
Glicides n#o redutores (% de sacarose) 4,94
Carotendides totais (mg/100ml de suco) 0: 737

¥ Média de 30 frutos.
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- Carotendides totais: determinados espectrofotometrica-
mente a 450nm, conforme técnica descrita por HIGBY (44)

€ os resultados expressos em mg/100ml de suco.

3.5. Técnica de Ferimento Mecanico dos frutos.

Os frutos foram separados ao acaso em grupos de 9
inidades @ acondicionados em caixas de papelago perfurado
(24x24x8,5cm). Metade dos grupos foi ferida mecanicamente (trata-
mento com injuria) e a outra sem ferimento, foi utilizada como
controle. .

A injuria mecédnica foi realizada assepticamente em
capela de fluxo continuo, com auxilio de um estilete com imm de
didmetro e 1,5 mm de comprimento, (Figura 1). Para os ensaios de
resisténcia e perda de peso, foi feita apenas uma injuria, e para

©s ensaios enzimdticos, os frutos foram injuriados em quatro

locais equidistantes em sua superficie.

3.8. Periodo de cura de ferimento.

Para os trés ensaios, parte dos frutos com e sem
injuirias, foi acondicionada em estufa para D.B.0. com temperatura
(80°C) e umidade relativa (90%) controladas. A outra metade foi
armazenada em ambiente, & com temperatura entre 20-25°C e umidade

relativa entre 85-92%.



Fig. ' il
9. |~ Estilete utilizado para injuriar mecanicamente

os frutos.
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Fig. 2 — Perfurador utilizado para retirar os discos
de tecidos dos frutos.
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Fig. 3 - Esquema de laranja representando os

tecidos e a profundidade da injuria.



3.7.Inoculaglo de Penicillium digitatum Sacec. em

frutos.

3.7.1. Fonte do Inéculo e técnica de isolamento do

patégeno

O fungo foi obtido a partir de frutos citricos infec-
tados procedentes do pomar da ESAL.

Para obter-se  gulturas puras do patégeno, fez-se o
isolamento a partir de esporos presentes nas lesdes dos frutos
infectados. Com auxilio de um bisturi, fez-se assepticamente a
remoc8o superficial dos esporos na drea infectada do fruto,
transferindo-os para meio contendo B D A (Batata 200g, dextrose
20g, agar 18g, dgua 100ml) em placas de Petri. As placas foram
incubadas em c@mara a 20°C por 7 dias. As culturas puras, assim

obtidas, foram conservadas em placas de Petri, contendo B D A, a

10°cC.

3.7.2.Preparo do Inéculo

A suspensdo de esporos foi preparada colocando-se 10
ml de 4&gua destilada e esterelizada em cada placa, contendo a
coldénia fungica. Com auxilio de bisturi, fez-se a raspagem

superficial sobre a colénia, obtendo-se uma suspensfo, a qual
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foi adicionado Tween 80 (1 gota/100ml de suspensdo) para
disperséo mais homogénea dos esporos. A concentracéo da
suspensfo, 2 x 108 esporos/ml foi obtida através de diluicBes com

base na hemacitdémetro, sendo a mesma utilizada logo apés o

preparo.
3.7.3. Inoculac8o dos frutos
Apés cada periodo de ferimento (nas condig¢des previa-
mente deacritas), oe frutos foram inoculados assepticamente, em

capela de fluxo laminar, empregando-se o mesmo estilete utilizado
para fazer o ferimento, imerso na suspensfio de esporos e
introduzido no local da injuria. Nos frutos componentes dos
tratamentos controle (n&o inoculados), o estilete foi asseptica-
mente imerso em dgua esterelizada e introduzido no ferimento para
évitar—ae O ressecamento da injuaria.

Apdés a inoculag8o, os frutos de todos os tratamentos
foram mantidos em ambiente com temperatura entre 20 e 25°C e U.R.

entre 85 e 92% até o final do experimento.

3.7.4. Avaliac@o da inoculagéo

Os frutos que manifestavam a doenca eram transferidos

para uma cémara umida, com alta temperatura, para acelerar a
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esporulacas do fungo. Confirmada a infeccdo pelo Pepicillium

digitatum, os frutos eram computados e descartados para se evitar

a contaminac&o dos restantes.

3.8. Perda de peso dos frutos

Apds o periodo de cura, os frutos sem inoculacéo,
foram levados para o local de armazenamento com temperatura de 20

a 256 °C e U.R. entre 85 e 92%. Os frutos foram pesados diariamen-

te.

3.9. Analise Enzimdatica

Foram cortados discos de tecidos com lcm de didmetro
e profundidade de aproximadamente 3 a 4 mm ao redor dos feri-
mentos nos frutos injuriados, ndo inoculados. Discos de mesma
dimens&o e em locais similares aqueles das injurias foram reti-
rados dos frutos ndo feridos.

Os discos foram retirados apés 0, 12, 24, 36, 48, 60,

72, B4 e 96 horas de cura do ferimento dos frutos, utilizando-se

um perfurador de aco inoxidavel (Figura 2). Um esquema da laran-
ja, representando os tecidos e a profundidade da injuria encon-
tra-se na Figura 3.

Uma vez retirados, os discos foram separados em dois

grupos, um dos quais imediatamente colocado sob nitrogénio liqui-



do e armazenade em freezer (-189C) atd a realizag8e das andlises
enzimdtieas.

Para as andlises histoquimicas, © eutre grupe de
discos foi armazenade em solugfe de formalina - aeete = dleeel
(FAA), obtida a partir da mistura de dlceel atilico 70%, deido
acdtico glacial e formalima, numa proporglic de 80:5:5 partes,
respectivamente.

A atividade da FAL foi determinada a partir do dosea-
mento da quantidade de dcido cinémico formado, segundo método
descrito por 2ZUCKER (88), HYODO, KURODA & YANG (45) e HYODO &
YANG (48).

A extrac8io da FAL foi realizada, triturando-se 3g de
discos (tecidos da casca de laranjas congelados) com 12 ml de
tampdo borato 50mM contendo 60 microlitros de 2 - Mercaptoetanol
e 0,3g de PVP, pH 8,5, a 4°C em homogenizador de tecidos.

O extrato foi centrifugado a 25.000g por 15 minutos a
4°C. Do sobrenadante (extrato enzimatico) foram transferidos 2 ml
para o tubo de ensaio aos quais adicionou-se 2 ml do tampdo
borato 50mM. O tubo foi colocado em banho-maria 40°C por 5 minu-
tos, acrescentando-se ao mesmo 0,55 ml L-fenilaianina 100mM e
encubando-se em banho-maria a 40°C por 1 hora. A absorvancia
dessa mistura reagente foi medida a 290nm. Uma unidade de ativi-
dade enzimatica (UA/h) foi definida como a quantidade da FAL que
produz um aumento de 0,01 unidade/hora na absorcio a 290nm. Esta

mudanga na absorg¢fo & equivalente a formacdo de 1 uM de A&cido

cinémico/hora.
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3.10. Anédlise histoquimica dos discos de tecidos de

casca de laranja

Os8 discos de casca de laranja, cortados ao redor de

dreas com e sem injuria foram fixados em solucao de FAA

desaerados (utilizando-se bomba a vécuo) e desidratados. A
desidratag8io foi realizada passando-se os discos de tecidos por
solugdes de 4&lcool etilico, em concentra¢es que aumentavam
progressivamente de 70% até, 100% a cada 48 horas. Em seguida, os
discos foram transferidos para uma mistura (1:1) de 4lcool
etilico 100% mais &lcool t-butilico (clarifica¢8o); para 4&lcool
t-butilico puro; para a mistura (1:1) de 4&lcool t-butilico e
parafina, mantido a 56°C e finalmente, para parafina pura, a cada
24 horas (34, 48 e 67). Os tecidos foram seccionados a 12p de
espessura utilizando-se micrétomo rotatério Spencer 820"
(American Optical). As fitas de tecidps parafinados foram fixa-
das sobre laminas, desparafinadas, coradas e analisadas em mi-
croscépio ‘Optico através de objetivas de 3.2, 10 e 20 e ocular de
40x.

Para identificac@o dos detalhes celulares, foi reali-
zada a cslorac&o Safranina-Fast Green, que cora em verde o cito-
pPlasma e a parede celular n&8o lignificada e, em vermelho o nu-
cleo, substancias fendélicas e elementos lignificados, JENSEN
(50).

Os compostos fendlicos foram identificados pelo
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Nitroso Teste, descrito por REEVE (71), no qual o catecol e o
dcido clorogénico coram-se de vermelho cereja escuro, que persis-
te por uma hora; os fendis apresentam cor clara, o dcido téanico
amarelo marrom e a mistura de fendlicos cora-se de vermelho
cereja marrom.

A suberina foi investigada, utilizando-se a coloracao
com Sudan IV, descrita por RAWLINS & TAKAHASHI (70).

A formacdo de lignina foi investigada através da
ecnica de Azul de O-toluidina, SAKAI (79), na qual os tecidos
lignificados e suberizados coram-se em azul-esverdeado, a
mistura de fendlicos em azul, o citoplasma em purpura e o DNA
aparece em azul-esverdeado: do floroglucinol -HCL, FAULKNER &
KIMMIS (31), onde tecidos lignificados coram-se de purpura e do
Verde Iodo - Vermelho Congo, DOF & GAUTIE (26), onde tecidos
lignificados e suberizados coram-se de verde, e paredes ni3o
lignificadas coram-se de vermelho.

0 amido foi identificado atraves de colorac3c com

LUGOL.

3.10.1. Avaliac8o da intensidade de reacdo de

coloracio dos tecidos

A avaliacdo da intensidade da reacdo fci obtida atra-
ves da comparag8o da coloracdo produzida nas laminas preparadas a

partir de diferentes periodos de tempo de cura com laminas dos
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tecidos sem ferimento e tecidos com injuria de O hora de cura de

ferimento. A comparac8o foi auxiliada com confecgdo de "slides"

a partir das laminas observadas.

3.11. Andlise Estatistica

_ Para os pardmetros considerados: a) estudo de resis-
téncia dos frutos injuriados e curados, ao Penicillium digitatum
e b) perda de peso dos frutpes (ensaio 2), foram feitas as andli-
ses de vari8ncia, utilizando-se delineamentos inteiramente
casualizados e teste de Tukey (nivel de significéncia igual a
5%).

Os resultados do ensaio sobre a acfio enzimdtica foram
submetidos a andlise de regresséao (linear, quadrdtica e ctubica),

verificando-se a que melhor se ajustava aos dados.






4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Andlises fisicas, quimicas e fisico-quimicas do

fruto.

Os resultados das andlises fisicas, quimicas =)
fisico-quimicas (Tabela 1), corresponderam Aas caracteristicas
normais da cultivar e estd3o coerentes com os dados apresentados
anteriormente por CHITARRA (23), que analisou frutos de laranja

“Valencia“® cultivados na mesma regido.

4.2.Influénecia da temperatura e do tempo de cura no

processo de resisténecia ao patégeno.

Através da Figura 4, observa-se que o8 frutos do
tratamento controle, isto é, feridos mecanicamente e inoculados

com suspensfo de esporos de P. digitatum, imediatamente apés o
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ferimento, apresentaram crescimento rdpido do patdgeno, notada-
mente entre o 5° e o 9° dia de armazenamento. Nesse periodo, a
incidéncia de lesBes aumentou de aproximadamente 10% para 80%.

O efeito do tempo de cura do ferimento antes da
inoculagdo, independendo da temperatura, foi bastante acentuado
nos frutos de todos os tratamentos, os quais se mantiveram sadios
até o 59 dia de armazenamento.

Apés esse periodo, foram observadas diferencas signi-
ficativas na incidéncia de lesd@es. Os frutos submetidos a uma
cura de ferimento mais prolongada mostraram-se mais resistentes
a4 infecgdo durante o armazenamento.

A elevacdo éa temperatura a 30°C, durante a cura do
ferimento, teve pouca ou nenhuma influéncia na supresséo da
infecgdo dos frutos, ocorrendo efeito positivo apenas nos frutos
submetidos & cura de ferimento por 24 horas (Figura 4 a). Esse
tempo de cura, no entanto, foi pouco efetivo na inducdo da
resisténcia dos tecidos & infecc&o durante o armazenamento. Aos
8 dias de armazenamento, 30% dos frutos J& se apresentavam infec-
tados, aumentando esse valor para cerca de 70% no 17° dia. A cura
do ferimento foi, porém, altamente significativa sobre a resis-
téncia dos tecidos & infeccdo, quando realizada por 40 horas e
por 72 horas (Figuras 4b e 4 c). Nesses tratamentos, os frutos
mantiveram-se praticamente sadios até o 9° dia de armazenamento .
A partir dai, o aparecimento de lesdes foi gradual, porém menos
acentuados nos frutos curados por 72 horas scb témparatura ambi-
ente. No 13°® dia de armazenamento, 90% desses frutos

encontravam-se integros,contra apenas 83% e 36% respectivamente,
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dagueles eurades per 48 e 24 heras.

Vdries fatores pedem estar envelvides na eapaeidade de
penetracde eu nde de P. digitatun nas edlulas de flavede. KAVANA-
@GH & WOOD (B2), estudande a infludneia de leeal e profundidade da
injdria de laranjas ae P. digitatum observaram que laranjas
infectadas eem o funge, apenas desenvelveram a deenca, quande os
esporos foram colocados em injdrias que rempiam as glandulas de
6lec ou se aprofundaram até a parte mais interna da caseca (albe=
do). A provdvel explicagfo para ecse fato seria a liberag8o de
pectinas que estimulam a producfio de enzimas pécticas pelo fungo,
facilitando sua penetraglic e o desenvolvimento da les8o, KAVANA-
GH & WOOD (51). .

No presente trabalho, entretanto, o tempo de cura de
ferimento indicou ser o fator mais fortemente relacionado ao
Processo de resisténcia. BROWN et alii (18), testando diferentes
periodos para desverdecimento de laranjas injuriadas, sob
condigBes de alta temperatura e umidade relativa, constataram que
o8 frutos curados por 72 horas, seguidos de inoculacfo com P.
digitatum apresentavam os menores indices da doenga. Os autores
atribuiram esse resultado a formacdo de uma periderme de
ferimento, que foi detectada histoguimicamente apds 48 horas de
cura. Em maclis armazenadas a 5°C por 38 dias, e a 20°C por 14
dias, com posterior inoculag8o, observou-se altos niveis de
resisténcia dos frutos ao P. expansum e a B, cinerea. Na regian
da injuria ocorreu um expessamento evidente das paredes celula-
res e os testes histoguimicos empregados para lignina foram
positivos. Entretanto, em apenas 4 dias de ferimento, durante o

armazenamento a 5°C, os frutos ja apresentavam aumento de resis-
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téncia &as doencas. Nesse caso, a resisténcia nag fei atribuida
diretamente ao acumulo de lignina e formacfo da periderme de
ferimento por ser este um processo mais lento, e sim, a um aume--
to na concentracl8io de compostos fenélicos, atuando possivelmentz

como substéncias fungitéxicas, LAKSHMINARAYANA et alii (53).

4.3. Perda de Peso

Durante o periodo de armazenamento dos frutos, ocorreu
perda de peso gradual em, todos os tratamentos. Ao final do
periodo experimental (22 dias de armazenamento) os valores
médios de perda de peso variavam entre 10 e 14% (Figura 5).
Apenas os frutos curados a 30°C, por 72 horas tiveram perda acima
de 16%, o que lhes conferiu reducso na aparéncia devida ao enru-
gamento e endurecimento da casca. Essa perda na qualidade foi
bastante evidente a partir do 17° dia de armazenamento.

A alta umidade relativa mantida durante a cura e,
rosteriormente, no armazenamento, possibilitou uma maior retencéo
de umidade pelos frutos, sendo, no primeiro dia de armazenamento,
a média de perda de peso inferior a 1%, permanecendo relativamen-
te baixa até o 5° dia (2,5 e 4,0%), periodo inicial das infeccoes
nos frutos inoculados. Pode-se assim considerar que a alta umida-
de relativa teve uma grande influéncia no processo de cura,
evitando-se a dessecac8o do tecido e permitindo a intensificacédo

da atividade metabdélica nos sitios vizinhos & area danificada,
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BROWN et alii (18) e GOLOMB et alii (37).Condices de alta
temperatura e umidade relativa estimulam o processo de cura de
ferimento, BEN-YEHOSHUA et alii (7), e lignificac&o nos tecidos
injuriados, funcionando como uma barreira figica a renetracio das
hifas do patogeno, VERNENGHI & RAVISE (85), VANCE et alii (83),
HAMMERSCHIMDIT & KUL (42). No caso de perda excessiva d"dgua, a
resisténcia poderia Sser atribuida & desidratacdo dos tecidos,
impedindo o fornecimento de umidade suficiente para = germinacédo
108 esporos.

Segundo PASSAN & BLUNDEN (69) limdes Taiti. conserva-
dos sob condig8es de temperaturas tropicais, chegam a perder 1 a
2% de seu peso por dig, deteriorando-se bastante em qualidade
quando as perdas atingem 12 a 14%. Para laranjas “Valencia“, a
rerda de peso tolerada & de 12%, PANTASTICO (68). Contudo, a
maior parte dos tratamentos nao atingiu esse patamar. Os frutos
que ultrapassaram 12% na perda de umidade, alcancaram esse indice
Somente a partir do 179 dia de armazenamento, embora as
condigdes de temperatura ambiente tenham sido consideradas rela-

tivamente elevadas devido & época de realizacdo do experimento.

4.4. Atividade da FAL.

Houve tendéncia de aumento linear na atividade da FAL
nos frutos, até 98 horas de cura de ferimento com maiores valores
naqueles submetidos & cura sob temperatura igual a 30°C e UR 90%
(Figura 6). Nos frutos nio injuriados, a atividade dessa enzima

ndo foi significativa durante o periodo experimental, mesmo nos

frutos mantidos a 30°C,



41

Elevag@es na atividade da FAL acarretam um aumento nas
concentragdes de compostos fendlicos no decorrer do periodo de
cura, (8,40 e 63). VANCE & SHERWOOD (84), detectaram uma elevacio
de aproximadamente 2 vezes nas atividades da FAL, hidréxicinama-
to: CoA ligase e peroxidase, paralelo a inducfo da lignificagdo
em "“capim amarelo” (Phalaris arundinacea) inoculados com
Helminthosporium avenae. Resultados semelhantes, associandose o
actimulo de compostos lignificantes ao aumento na concentrac8io da
FAL, foram observados por varios autores (11, 12,13 e 14). GOLOMB
et alii (37), observaram que a atividade da FAL, no flavedo de
pomelos injuriados, atingia um Pico maximo apés 72 horas,
depois do qual os niveis da enzima comegavam a decrescer. ISMAIL
& BROWN (48), constataram uma pe:da da atividade da enzima apds 24
horas de cura de ferimento em laranjas ‘Valencia® inoculadas, em-
bora nos frutos injuriados nfo inoculados, a atividade da FAL te-~
nha permanecido em elevac8o até 72 horas de cura. Segundo Minaka-
wa & Uritani citados por TOURINO (81),tanto o tempo de formacédo,
quanto a ativag8o desta enzima (FAL), estd3o intimamente ligados &
sintese de polifendis apds a injdria mecénica e/ou infecgdo em
raiz de batata doce. Dessa forma, pode-se considerar que o aumento
da atividade da FAL, seguido de um actimulo de compostos fendlicos,
sejam uma resposta da laranja °“Valencia’ a injuiria mecénica.ISMAIL
& BROWN (48), relataram aumentos nas concentra¢gdes de compostos
fenélicos 1livres, até 96 horas apés a injdria, associado a
intensa atividade enzimdtica, o8 quais foram considerados

resultantes da cura ativa que se seguiu ao ferimento. Esses

mesmos autores também observaram que o fruto n3o injuriado ndo
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apresentava aumento da FAL, estando esses resultados coerentes
com os obtidos no presente trabalho.

Vérios fatores podem influenciar na atividade da FAL,
CAMM & TOWERS (20), sendo a injuria dos tecidos um importante

estimulo & elevag8io da enzima, BROWN (12) e BROWN et alii (18).

4.5. Ensaio histoquimico

O Nitroso teste, REEVE (69), especifico para compostos
fenélicos, indicou o actumulo de fendlicos totais ao redor do
ferimento a partir de 24 horas de cura, intensificando levemente
até 96 horas apés a injuria. (Tabelas 2 e 3). B possivel que
tenha ocorrido a interferéncia de alguma substéncia existente no
proprio material estudado (epicarpo e mesocarpo da laranja), a
qual inibiu a reagdo de colorag8o dos. fendélicos pelo Nitroso
teste. Essa coloraclo é tradicionalmente usada para deteccBo de
fenélicos e apresentou resultados positivos em outros materiais
utilizados anteriormente, TOURINO (79). Empregando o teste Azul
de O-toluidina, SAKAI (77) detectou-se acumulo de compostos
fendélicos a partir de 12 horas de cura (Figura 8b), sendo esse
resultado confirmado pela coloracfo Safranina Fast-Green JENSEN
(49), empregada para definic8o de detalhes celulares, a qual
também indicou a presenca de fendlicos a partir de 12 horas de
cura de ferimento.

Para os dois Gltimos testes, apds 72 horas de cura, a
reac8io foi bastante intensa até a sexta e sétima camadas de

células adjacentes & injuria (Figura 7b). Conforme vdrios autores



(2, 5, 18, 21 e 29), esses compostos podem ter atividades fungis-

tatica, inibindo o crescimento fungico.

A detecea, 4e 1lignina, através do teste com
Floroglucinol-HCL, FAULKNER & KIMMIS (31), foi negativa em todos
08 tempos de cura de ferimento e temperatura utilizados neste
ensaio. Outras coloracBes menos especificas como Azul de O-
toluidina, SAKAI (79) e Verde Iodo-Vermelho Congo, DOP & GAUTIE
(28) apresentaram resultados positivos. E possivel que as
reacBes positivas observadas sejam devidas & capacidade dessas
substédncias reagirem com compostos fendlicos precursores da
lignificacg8o.

Neste ensaio, a'nao deteccdo da lignina nos tecidos
foi contraditéria com os resultados obtidos por (11, 17, 18, 48) .
Esses autores observaram reacdo positiva para lignina com
Floglucinol-HCL a partir de 12 horas e formac&o de periderme de
ferimento com 48 horas de cura, até a segunda e terceira camadas
de células adjacentes & injuria.

Embora Jja, ao final da década de 70, houvesse a
necessidade do desenvolvimento de testes mais especificos para
uma melhor caracterizac8o da lignificacdo, WEBSTER (87), até o
presente, ndo foi estabelecido nenhum teste capaz de indicar a
presenca de lignina sob todas as formas. O Floroglucinol-HCL,
parece reagir com os grupos finais cinamaldeido da lignina, GAHAN
(35), entretanto, sob certas condicSes, esse teste pode acarretar
erros devido & sua inespecificidade BRAUNS & BRAUNS (10). Friend
et alii, citados por LEGRAND (59), estudaram a resposta de

tubérculos de batata a infeccao por Phvtophthora infestans.



Observaram que, no caso da interac8oc incompativel entre parasi-
ta-hospedeiro, ocorria uma rapida deposig8o de 1lignina quando
comparada com a combinac&o susceptivel. Esse material produziu
p-hidroxibenzaldeido, vanilina e seringaldeido em oxidag¢&o alca-
lina com nitrobenzeno, mas n&o coloriu com nenhum corante tradi-
cional para lignina.

Embora o fenémeno de cura isoladamente ndo tenha
indicado a ocorréncia de lignificag8o nos tecidos até 96 horas
-pés a injuria, é possivel que a inoculag¢do tenha estimulado esse
processo. Injﬁ;ias em limSes, quando inoculadas algumas horas
apés o ferimento, tornaram-se resistentes ao Geotrichum candidum,
BAUDOIN & ECKERT (05). Q ataque fingico estimulou a 1lignificac#o
dos tecidos, apresentando maior concentrag8io do polimero, relati-
vo 4&s feridas ndo inoculadas. Fendmeno similar foi observado em
laranjas infectadas com P, digitatum, mas, neste caso, a resis-
téncia desenvolvida no flavedo ocorreu 2 a 3 dias apés o ferimen-
to, BROWN et alii (18). Neste ensaio, alguns frutos curados a
30°C por 72 horas apresentaram sinais visiveis de cura, exibindo
uma pequena cicatriz no local da injuria. Essa reacBio ocorreu
durante o armazenamento, 4 a 5 dias apée a inoculagéo. Segundo
Clarke, citado por GRISEBACH (39), os fungos patogénicos inibem o
desenvolvimento de barreiras de lignina, por desviar os seus
precursores para outras rotas metabdlicas.

RIDE (73), obeerveu Que a sintese de lignina ocorria

rapidamente em folhas de trigo injuriadas, infectadas com fungos
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TABELA 2 Reagbes de coloracdo das paredes celulares de tecidos da casca da laranja ‘Valencia® subsetida ao
processo de cura de ferimento por diferentes espacos de tempo sob  teaperatura  asbiente
(20-25°C,UR 85-921),

TEMPC DE CURA DE FERIMENTO (h)

CORANTE TESTE-- e ——— =% Ce e
CNF 0 17 24 f 4g ¢ 72 g4 b
Nitroso teste fenélicas - { - % B - ¢ . + +
Azui de 0-to- fendiicos 4 { + + - +4 +4 ++ ++ I
luidins
Verde lodo-Ver- ‘enalicos = - - + + vt ++ +4 t+
eelho Conge
Floroglucinol-HCL  lignina - - - - - - - - . -
Sudan [V suberina - - - - - - - - - -
Lugal anldo ( { { ¢ _ { { 3 €
Safranina Fast-Green fendlicos - - - - - bt + ++ ++ ++

(detalhes celulares)

CNF Controle ndo ferido

Intensidade da reacio

(=) - reagdo ausente ou idéntica ao CNF

{€) - reacdo significativa mas rdo essociads 2 parede ceiular
(2] - reagdo positiva fraca

(t) - reagdo positiva

(t+)= reacdo fortemente positiva,



THBELA 3 Reagbes de coloragdo das paredes celulares de tecidos da casca da laranja 'Valencia® subsetida ao

processc de cura de ferimento por diferentes espagos de tespo sob temperatura 30°C, UR 90 ).

TEMPD DE CURA DE FERIMENTO

hy

t*t

t+
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CNF { 12 24 i 45 60 12 4
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CNF Controle ndo ferido

Intensidade da reacdo
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(€) - reagdo significativa aas n¥o associada a parede celuiar

(1) - reagdo positiva fraca
{(t) - reacdo positiva
(r+)- reagzo fortesente positiva,



Nd3o patogénicos. Quando essas injarias eram bPosteriormente . no-—
culadas com patégenos do trigo, o crescimento fuingico se restrin-
g8ia ao ferimento. Por outro lado, quando as injarias eram imedia-
tamente inoculadas com fungos patogénicos, a lignificacso ocorria
mais lentamente € 0 crescimento fingico se estendia para outras
partes do vegetal.

Embora nos trabalhos desenvolvidos previamente (16,
17, e 49) o acumulo de substéncia lignificantes na regifdo da
injaria, apés 48 horas de cura, tenha sido caracterizadb como
periderme de ferida, é provavel Que tenha ocorrido apenas um
acuimulo de fenélicos. A segunda e terceiras camadas celulares
adjacentes ao ferimentg estdo muito rréximas das células rompi-
das, responsaveis pela liberac&o de varios componentes téxicos,
HEATH (43). Esses compostos, associados ao 6leo liberado pelas
gléndulas rompidas da epiderme, provocanm & necrose de varias
células que estimulam up rdpido actmulo de fendlicos nessa
regifio, VAN DER PLANK (82),DAYKIN & MILHOLLAND (25). Dessa forma,
a lignificacdo possivelmente ocorre apds um periodo mais longo de
cura e apenas nas camadas mais distantes da &rea injuriada (1, 9,
74 e 88).

Grénulos de amido foram indicados em todos os tempeos
de cura em ambas as temperaturas, nos frutos injuriados ou nao
(Tabelas 2 e 3). As maiores concentracdes estiveram na regido do
flavedo, néo sendo possivel detectar-se qualitativamente uma
relagdo entre a Presenca do amido e a reag8o de cura de ferimen-
to.

A suberizacdo dos tecidos ndo ocorreu durante os

periodos de cura ensaiados, conforme 08 resultados obtidos com o



Figura 7 - Fotomicrografia da seccio de tecidos do epicarpo e

mesocarpo de laranja pela coloracdo- Safranina Fast-Green -
a) tecidos sem injuria - aumento de 54x;
b) tecidos com injaria apdés 48 horas de cura - aumento
de 200x; indicando: I elementos lignificados, II -
mistura de fendélicos, IIl - paredes celulares néo

lignificadas.
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Figura 8 - Fotomicrografia da seccdo de tecidos do
epicarpo e mesocarpo de laranja pela coloracio Azul de O-toluidi-

na:
a) tecidos sem injuria - aumento de 54x;

b) tecidos com injaria, apés 36 horas de cura -
aumento de 200x;indicando: I substdncias fendlicas, Il -
paredes celulares néo lignificadas, ITT -

cuticula



uso do Sudan IV. Da mesma forma dque para O processo de
lignificac@o, é possivel que os intervalos de tempo estudados,
tenham sido insuficientes para a detecgdo de suberina. Segundo
KOLATTUKUDY (54), o acumulo de compostos fendlicos & uma das
etapas necessdrias para a sintese desse polimero. RITTINGER et
alii (77), estudando o actumulo de lignina e suberina em varias
espeécies de plantas e em diferentes orgdos vegetais, observaram
.ue, nas espécies estudadas que se tornaram lignificadas e sube-

rizadas, o processo de lignificacdo precedia a suberizacdo.



5. CONCLUSOES

De acordo com as condigSes experimentais utilizadas,

pode-se concluir que:

1 - A maior resisténcia dos tecidos ao ataque do
Benicillium digitatum ocorreu apée 72 horas de cura de ferimento.
2 - A perda de peso dos frutos n&o sofreu influéncia

da temperatura e tempo de cura de ferimento, permanecendo dentro
dos limites aceitdveis até o 18° dia de armazenamento.

3 - O ferimento acarretou um aumento linear na ativi-
dade da FAL até 98 horas de cura de ferimento.

4 - A injuria mecénica estimulou um aumento de 6 vezes
na atividade da enzima, até 96 horas de cura de ferimento.

5 - A resposta de resisténcia do hospedeiro aoc ataque
do patégeno foi detectada pelos testes histoquimicos como sendo

pPrimariamente devida a um acumulo de compostos fendlicos.
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6 RESUMO

Objetivou-se verificar a influéncia da temperatura e
do tempo .sobre o mecanismo de cura de ferimento em casca de
laranja ‘Valencia“’ (Citrus sinensis L Osbeck) e sua relagcéo no
processo de resisténecia & podridso pés~colheita, causada pelo
fungo Penicillium digitatum Sacc. As laranjas foram injuriadas
assepticamente, com auxilio de estilete e submetidas ao processo
de oura de ferimente por 24, 48 e 72 horas seb: a) temperatura
ﬂﬁbian?s (20-2B9C) e BBX=92% UR e b) 830°C e 90%¥ UR,
Posteriermente, os frutes feram ineculades no leeal do ferimen-
to, com uma suspensée de esporos (2x108 esporos/ml) de patégeno e
armazenados sob as eendigfes do item a,

Foram realizadas contagens de frutos com desenvolvi-
mento de lesSes, bem como controle de perda de peéo. Apés 0, 12,
24, 36, 48, 60, 72, 84 e 96 horas de cura de ferimento, foram

retirados discos de tecidos ao redor das injurias para ensaio da



atividade de fenilalanina aménia-liase (FAL) e para os ensaios
histoquimicos quanto & sintese de compostos fendlicos, 1lignina,
suberina e amido, nas paredes das células adjacentes a injuria.
Os resultados demonstraram que a maior resisténcia dos
tecidos ao ataque do P. digitatum, ocorreu apdés 72 horas de cura
de ferimento. A injuria mecénica estimulou a atividade da FAL em
6 vezes, até 96 horas para ambas as temperaturas de cura. A
resisténcia dos frutos pode ser atribuida, através dos estudos
aistoquimicos, primariamente & sintese de compostos fendlicos nas

camadas de células adjacentes ao ferimento.
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7. SUMMARY

Post harvest resistance of “Valencia“ orange to Peni-

cillium digitatum influenced by temperature and wound healing
time.

The aim of this research was to verify the influence
of temperature on the mechanism of wound healing in “Valencia“
orange peel (Citrus gsinensis L Osbeck) and the relation with the
resistance to the post harvest rot caused by Penicillium digita-
tum. Oranges were mechanically pinched asseptically, with a
special pin and left for healing at a) room temperature (20-25°C
and 85-92% R.H.) and b) 30°C and 90% R.H. by 24, 48, 72  hours.
After healing, the fruits were inoculated at injury site, with
spores of P, digitatum (2x106 spores/ml) suspended in destilled
water and held at room temperature and 85-92% R._H.

Fruits that developed lesions were counted as well, their lost of
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weight. Discs were taken from wounded tissues without inoculation
at, 0, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 and 96 hours after healing and
analized for phenylalanine ammonia-lyase (PAL) activity and
histochemical assay was performed to detect phenolic compounds,
lignin, suberin and starch.

Results showed that a higher tissue resistance to )
digitatum occured at 72 hours of wound healing. The mechanicaly
injury enhanced PAL activity for both heal temperatures. The
fruits resistance should be related, through histochemical studi-
es, at firet instance to phenolic compounds synthesis at injury

adjacent cell layérs.
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QUADRO 1 - Andlise da Varidncia para percentagem de frutos que

ndo desenvolveram doenca, inoculadas com Penicillium
digitatum apés injuaria seguida de diferentes tempos

de cura.

Causas de g8 | ™ Nivel Significan
Variacé&o cia.

Diss 5 1sso1,3893 0,0000%
Tratamento S 7634,3339 0,0000%
Diz7 30 778,1314 0,0000%
Trat: D(1) 6 00000 |00 e
Trat: D(5) 6 57,3868 9 ! @ 000 eemee
Trat: D(9) 6 ° 3301,1625 oo
Trat: D(13) 6 <o A | —
Trat: D(17) 6 2504,98456 9 | | 00 ceses
Trat: D(21) 6 1835,8686 === aae—e-
Erro 126 18,8028 | @ 00200 seees

..--.—...—-.—.....---—.-—-_—..-.._-.—-.......-_..-...-._—_...._-..-..-_—._.--__.-—.-—-.——.—_.—.n—-—u«--._———--..-n.—_....—



QUADRO 2 Andlise de Varid@ncia para fenilalanina amonia—liase,

estudando
laranjas

“Valencia”

o efeito dos tempos de cura em frutos de
injuriadas mecanicamente,

submetidas a duas temperaturas de cura de ferimento.

Causas

de GL QM Nivel Significéan
Variacag cia

Horas s 70,8487 0,0000%
Tratamento 3 394, 3269 0,0000%

HxT 24 24,9471 0,0000%

Horas A(1) 8 0,00%082 00 || eseses

Horas A(2) (8) Ta:588 3 | | sswse

R. Linear) 1 58157999 9000000 I s

R. Qaudratica 1 31,2034 000 | i

R. Cuabica 1 B,2822 | e

Desvios Regres (5) 0,618 = mmee=

Horas A(3) 8 0,0043718 @ | ——eom=

Horas A(4) (8) 74,1888 9= | emeaa

R. Linear 1 BEeY7,1480 @@ L meees

R. Quadrdtica 1 <y S | S —

R. Cﬁbica 1 08942 @00l s

Desvios Regres. (5) 4.3904 90090000 M e

Erro e 0,01386 | eeeaa

Al - Frutos curados a 20-259C sem injarin. T

A2 - Frutos curados
A3 - Frutos curados a 30°C sem injuria.
A4 - Frutos curados a 30°C com injuria.

20-25°C com injuria.
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QUADRO 3 - Andlise de varidncia para percentagem de perda de peso
de frutos de Laranjas “Valencia“ injuriadas ou ndp e

curadas por diferentes tempos, seguidas de armazenamento & 20-
25°C e 90% U.R.

CAUSAS DE GL QM N.S.
/ARIACAQ

Dias 5 B - 143,4428 0,0000%
Tratamento 7 20,1039 0, 0000%

D xT 35 1, 7187 70,9458%
Erro 96 i e



TABELA 1 Percentages média de frutos nio infectados de laranja ‘Valencia’ apés cura de ferimento sob diferen-

tes condigbes, inoculag¥o coa P, digitatus e arsazenasento sob temperatura asbiente (T. 20-25°C,U.R.

85-921).
|
de
cure (h) L
lCent;;I;] A i 1002
A A 1003

B 100a
48 A 1002
B 100a
72 A 100z
B 1003

} Para cada coluna dados seguidos de sessa letrs nio possuea di

Tukey a 5% de probabilidade,
A = 7= 20-25°C - 85-92% UR
B = T= 30°C - 901 UR.

89,14a
1065
100b
1006

100b

22,22a
38,346
69,45¢c
1004
94,44
97,224

94,444

13 {7 21
1,11z 11,113 11,112
36,110 21,77 22,226
47,22c 27,770 16,67ab
83,344 b8,b7c 52,78de
83,344 £1,12¢ 44,42cd
71,674 77,784 b1,12e
83, 34¢ 81,12¢ 58, 34e

ferenca estatistica significativa pelo teste de



7é

TABELA 2 Percentages eédia de perda de peso de laranja ‘Valencia' apbs cura de ferisento a 30°C UR = 901 e ar-
mazenasento sob tesperatura asbiente (T. 20-25°¢C, 1.R,85-921),

Teapa DIAS DE ARMAZENANENTO
::ra (h) 1 5 9 13 17 2
antrole) A 0,98 3,91 6,63 9,07 ) :1,47- 13,76
B 0,93 4,05 6,50 3,80 11,08 13,14
% A 0,33 3,08 5,40 7,24 9,04 1,08
B 0,36 2,66 4,4 6,36 8,25 10,05
48 A 0,2 3,05 5,54 8,03 10,42 12,74
B 0,12 2,63 4,59 6,56 8,45 10,32
72 A 0,73 3,95 7,05 10, 13,02 16,18
B 0,32 2,86 4,49 b, 45 8,47 10,70

A = Frutos injuriados
B = Frutos sea injdria
x = atdias sequidas da aesma letra ndo diferes entre si pelo teste de Tukey ao nivel ge 5% de probabilidade.





